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Resumen

rido importancia en los estados de centro del pais. En México

existen pocos estudios de diagnosticos fitosanitarios en el chi-
rimoyo, siendo las plagas y enfermedades las principales barreras para
la obtencion de fruta de buena calidad. El objetivo principal fue identi-
ficar el agente causal que afecta a este frutal, asi como describir las ca-
racteristicas moleculares del hongo. Las muestras fueron sembradas en
placas de medio PDA. Los micelios crecidos fueron purificadas en 3 ce-
pas H1, H2 y H3, posteriormente se evalud en diferentes medios: PDA,
V8, Agar maiz (A-M) y Agar bacteriologico. La prueba de patogenici-
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dad fue a través de camaras humedas y en un medio PDA. La extraccion
de ADN se realizo mediante la técnica de Diez et al. (1999 modificado).
Las muestras purificadas de PCR fueron secuenciadas en el Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. El mejor crecimiento de micelio se logro
en los medios PDA, A-My V8, a partir del tercer, cuarto y quinto dia de
incubacion, observandose un micelio mas desarrollado en medio PDA.
Se logro amplificar la region ITS, el producto amplificado fue de = 600
pb, ésta arrojo un porcentaje de identidad para la muestra H2 de un
98% - 97% , el hongo reportado como Phomosis sp y para la muestra H3
un porcentaje de identidad de un 98% - 97% el hongo reportado como
Sordaria sp.

Palabras claves: antracnosis, técnicas moleculares, cepa
Introduccion

La familia de las Annonaceae esta representada por cerca de 75 géne-
ros y mas de 600 especies. El género Annona, con aproximadamente 120
especies, es el mas cultivado. La especie de Annona cherimola Mill., es
actualmente la mas importante comercialmente en el mundo, seguida
del guanabano (Annona muricata L.); (Annona squamosa L.) y el hibrido
de A. cherimola x A. squamosa (Kavati, 1992; Paiva y Fioravanco, 1994 y
Junqueira et al, 1996). De acuerdo con Rebollar (1995) y Rebollar et al.
(1997), el cultivo de estas especies de anonaceas tiene grandes perspec-
tivas en México y pueden emplearse como cultivos alternativos en al-
gunos estados, ya que poseen un excelente sabor al paladar, ademas de
que han tenido gran aceptacion y demanda en algunos mercados inter-
nacionales como Japon y Estados Unidos. Sin embargo, la importancia
economica de las especies de la familia Annonaceae es diversa y no se
restringe a las especies comestibles, pues ademas incluye especies con
propiedades medicinales, propiedades toxicas a peces y propiedades
insecticidas (Much, 1988 citado por Rodriguez y Nieto, 1997). A pe-
sar de las importantes caracteristicas antes mencionadas, en general el
cultivo de las anonaceas no se ha formalizado agrondmica y economica-
mente en México, quiza debido en parte, a lo perecedero de sus frutos
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(consistencia suave, textura fina) y por lo mismo a las dificultades para
su transporte y mantenimiento en los mercados (Rodriguez, 1999). Por
otro lado, también existe una falta de informacion en cuanto a estudios
poblacionales y de comunidad que permitan establecer algunas carac-
teristicas como son la fenologia, la variabilidad genética, susceptibili-
dad y/o resistencia a diversos factores ambientales, incluyendo el efecto
ocasionado por diversas plagas y enfermedades, los cuales ayudarian a
definir y caracterizar poblaciones y especies en los diversos estados de
la Republica Mexicana en donde se cultivan o crecen las especies de
anonaceas.

La alta diversidad en el grupo de las especies del género del Colleto-
trichum ha sido muy problematica ya que el diagnostico fitopatologico
requiere identificar con precision patogenos especificos para el control
de enfermedades. Esta confusion taxonomica ha provocado el aumento
en el uso de herramientas moleculares para la identificacion de diver-
sidad interespecifica e intraespecifica dentro de un grupo complejo de
especies (Gubert et al., 2003). A pesar de la importancia que tiene este
frutal, en México se tienen pocos estudios de diagnostico fitosanitario
en el chirimoyo, siendo las plagas y las enfermedades las principales
barreras para la obtencion de fruta de buena calidad, por ello, la im-
portancia de esta investigacion es identificar el hongo que provoca la
necrosis foliar en este frutal.

Objetivo general

Determinar las especies de los agentes causales de la antracnosis foliar
y su incidencia de enfermedad en arboles de Annona cherimola Mill.

Hipotesis

Dadas las caracteristicas de las lesiones en las hojas es posible que se
trate del hongo del género Colletotrichum spp.
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Método
Ubicacion de zona de muestreo

El muestreo de las hojas enfermas se llevo a cabo en la localidad de El
Fresno, municipio de Tlacolulan, Veracruz. Esta localidad se encuentra
ubicada en la zona centro del estado de Veracruz, en las coordenadas
geograficas 19°37' 47.6” de Latitud Norte y 96° 58 48.5 © Longitud Oes-
te, con una altitud 1740 m, temperatura media anual de 19.6°C y una
precipitacion pluvial media anual de 1,346.9 mm, el clima es templa-
do, htmedo, extremoso (Enciclopedia de los Municipios de México,
2005).!

Recolecta de muestras e Incidencia de enfermedad.

Se realizaron muestreos de arboles de chirimoyo en los meses de no-
viembre y diciembre de 2008 en la zona de muestreo. Se seleccionaron
5 arboles, de éstos se recolectaron 6 hojas por arbol que presentaran
incidencia de antracnosis (manchas irregulares de color café a café os-
curo en el borde, base, nervaduras principales, secundarias y apice de la
hoja). Estas se trasladaron en bolsas de plastico, al Laboratorio de Qui-
mica de la Facultad de Ciencias Agricolas Campus Xalapa. Las hojas se
procesaron durante las 24 h siguientes a la colecta. De cada arbol se-
leccionado, se evaluo la incidencia de enfermedad, tomando como base
dos puntos cardinales del arbol, Este y Oeste. Se contabilizo y se pro-
medio la incidencia de la enfermedad de un total de 100 hojas de cada
lado del arbol y con el apoyo de una escala donde A= 0%, B=1-10%, C-
11 = 25%, D= 26 - 50%, E=> 51%.

Tomado de la red mundial: http://www.inafed.gob.mx/work/templates/enciclo/veracruz/
municipios/30177a.htm. Pagina consultada 30 de enero de 2010.
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Caracterizacién e identificacion de la enfermedad
Aislamiento en medios de cultivo

De las hojas recolectadas se seleccionaron 10 hojas, las mas representa-
tivas, se lavaron con alcohol al 109% durante 2 minutos, posteriormen-
te se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 3 minutos,
consecutivamente se enjugaron 3 veces con agua destilada estéril, se
cortaron cuadrados de aproximadamente 1 cm?* de cada hoja en la par-
te del area danada, y se sembraron en placas de papa dextrosa agar
(PDA). Las cajas se incubaron durante 73 horas a 25 + 2°C. Posterior-
mente se seleccionaron las tres colonias mas representativas para pos-
teriormente ser purificadas en placas de PDA para posteriormente ser
utilizados para nuevos estudios.

Caracterizacién en medios de cultivos, patogénica y molecular
Medios de cultivo

El crecimiento radial de cada una de las cepas HI, H3 y H3 se evaluo
en cuatro diferentes medios: PDA,V8, Agar maiz y Agar bacteriologico.
Del cultivo PDA original, se extrajeron trozos de aproximadamente 0.5
cm? los cuales contenian el hongo problema ya purificado, estos fueron
sembrados en los medios anteriormente mencionados. Posteriormente
fueron incubados a temperatura de 27°C. El crecimiento se determino
midiendo el radio de desarrollo de cada cepa a intervalos de 24 horas
durante 7 dias y realizando 4 repeticiones por cada cepa.

Para determinar las tasas de crecimiento los datos obtenidos se re-
gistraron en una hoja de calculo. El analisis estadistico aplicado a este
trabajo fue entorno a las siguientes variables: dia, tipo cepa, medio de
cultivo; todos bajo un diseno experimental completamente al azar 4x4.
Para conocer las diferencias estadisticas significativas se procedio a la
realizacion de pruebas de medias de Tukey (P< 0.05). Se utiliz6 el pa-
quete estadistico Stadistical Analytical System (SAS).
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Pruebas de Patogenicidad

Esta prueba se realizo con el fin de observar la capacidad patogénica que
tienen los aislamientos de la hoja del chirimoyo en generar sintomas de
antracnosis sobre hojas sanas. Se evaluaron las 3 cepas problema, H1-
H2- H3, inoculando 27 hojas sanas de chirimoyo, 9 para cada cepa. Las
hojas fueron previamente lavadas y desinfectadas con alcohol al 109%
durante 3 minutos y 5 minutos con hipoclorito de sodio al 5% finali-
zando con 3 enjuagues con agua destilada estéril. Después de su lavado,
se les provoco una herida fisica, se aplico un corte de aproximadamente
0.5 cm de medio PDA con micelio del hongo con un crecimiento de 7
dias. A cada caja petri se le agreg6 25 mL de agua destilada estéril, hu-
medeciendo perfectamente el algodon y el papel filtro. Se realizaron 3
repeticiones por cada cepa, las camaras humedas fueron selladas con
klean pack e incubadas a una temperatura de 25°C y diariamente du-
rante 7 dias se revisaron para observar el desarrollo de la enfermedad.

Analisis moleculares (PCR -ITS)

La extraccion de ADN (acido desoxiribonucléico) del micelio de las 3
cepas obtenidas H1 — H2 - H3, se realizo con la metodologia de Diez
et al. (1999 modificado). Su calidad se evaluo por electroforesis en gel
de agarosa (1%) y se cuantifico en un espectrofotometro a 260 OD
(Genesys 10 uv). La amplificacion de las region ITS de los genes ri-
bosomales (rARN) 18S - 5.8S y 5.8S - 28S fueron con los iniciadores
universales ITSIF (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) (Bruns et dl.,
2004) e ITS4/R (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al, 1990)
para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en in-
glés). Cada reaccion tuvo por volumen final 25 pL con la siguiente for-
mulacion: agua ultrapura estéril, 16 pL; solucion amortiguadora 1x 2.5
pL; MgCL al.5 mM, 1.5 pL; iniciadores 1TS1e ITS4 a 0.5 pM cada uno
1.25pL por iniciador; muestra problema de ADN a 100 ng, 1 uL; dNTPs
Mix a 0.2 mM (Promega), 0.5 pL; Tag-ADN Polimerasa (Fermentas Life
Sciences) a 1 u; 1 pL. se utiliz6 un termociclador (Lavet) con el siguien-
te programa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 30 ciclos de
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desnaturalizacion a 94°C por 30 s; 30 ciclos de alineamiento a 55°C por
30s; y extension 72°C por 1 min; y una extension final de final a72°C
durante 7 min. El producto de PCR se analiz6 por electroforesis en gel
de agarosa (1.5%), se tind en una solucion de bromuro de etidio y la
banda se visualizo en un trasiluminador. La purificacion se realizo con
el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) segtn el
protocolo de la Compania.

Variables de estudio

Para este trabajo se evaluaron las siguientes variables:

En campo: incidencia de porcentaje de enfermedad en hojas de chi-
rimoya.

En Laboratorio: crecimiento radial de las cepas HI, H2 y H3 en cua-
tro diferentes medios (PDA, A-B, A-M y V8) y 7 dias de incubacion.

Resultados y discusiéon

Recolecta e Incidencia de la enfermedad
Se recolectaron hojas con sintomas caracteristicos de antracnosis (fi-
gura 1). Para determinar la incidencia el muestreo se realiz6 con base

a dos puntos cardinales, esto por la influencia que la luz solar puede
ejercer en el desarrollo del hongo.
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Figura 1. Hoja de chirimoyo con lesiones de la enfermedad

Figura 2. Incidencia de porcentaje de infeccion

Los resultados obtenidos se basaron en una escala que va de 0% a mas
de 50% (figura 2) de incidencia del hongo en la hoja donde A= 0%, B-
1-10%, C=11 - 25%, D= 26 - 50%, E=> 51% (Noa, 2009, comunicacion
personal)? Sin embargo Tovar et al. (2002) en un estudio sobre inciden-

2 Noa, J.C. 20089. Instituto de Biotecnologia y Ecologia Aplicada. Universidad Veracruzana.
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cia de enfermedad en hojas de chirimoyo emplearon la Escala Logarit-
mica Diagramatica de Severidad para su estudio.

Se observo en la figura 3 que del lado Oeste existe una mayor inci-
dencia de enfermedad en las hojas de chirimoyo que oscila entre el 10
y 24% (Grado B), teniendo en segundo lugar un avance de enfermedad
de entre el 40 y 509% (Grado E) en un 25% del indice total. Teniendo en
un porcentaje menor una incidencia de entre 11y 25% (Grado C).

En la figura 4 se puede observar una alta presencia de hojas enfer-
mas con una incidencia que oscila entre 10 y 24% (Grado B) seguida de
un avance de mas de >50% (Grado E), lo que nos da como resultado un
porcentaje de aproximadamente menos de 15% de hojas sanas para este
cuadrante.

Figura 3. Porcentajes de incidencia de Figura 4. Porcentajes de incidencia de
enfermedad en arboles de chirimoyo enfermedad en arboles de chirimoyo
lado Oeste lado Este

Al comparar los resultados de las medias de cada punto cardinal
(figura 5) se puede observar un mayor nimero de hojas infectadas con
clasificacion con la grado B en ambos hemisferios, presentandose en
mayor porcentaje el hemisferio Oeste con un aproximado de 40%. Se-
guido de la incidencia con la clasificacion con los grados Ey D. Siendo
mas baja la incidencia de enfermedad de la clasificacion con el gra-
do E, presentando un porcentaje mas bajo en el hemisferio Oeste de
menos del 10% y con un porcentaje de aproximadamente 15% para el
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hemisferio Este. Sin embargo Arroyo et al. (2004) en un estudio so-
bre incidencia de enfermedades del Pejibaye (Bactris gasipaes) reporta
como una de las enfermedades de esta especie la Mancha negra de las
hojas cuyo agente causal se identifico como Colletotrichum sp., sefialan
que esta enfermedad no presenta relacion clara con las variables en
la precipitacion, temperatura o la evaporacion. Ellos reportan que los
niveles maximos observados en estas variables se presentaron en el
mes de octubre.

Figura 5. Comparacion de medias de porcentaje infeccion entre lado Este y Oeste
Medios de cultivos

Consecuencia de cuatro medios de cultivos en el crecimiento de mice-
lio de las muestras H1, H2 y H3 a los 7 dias de incubacion (figura 9). Se
observo que el crecimiento inicial del micelio estuvo influenciado por
el tipo de medio utilizado. Los mejores crecimientos de micelio se logro
en los medios PDA, A-M y V8, a partir del tercer, cuarto y quinto dia
de incubacion, se observo un micelio mas desarrollado en medio PDA,
estos resultados concuerdan con Orozco et al., 2004 quienes reportan
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un crecimiento de micelio a los 3, 7'y 10 dias de incubacion obteniendo
un micelio mejor desarrollado en medio PDA que en medio de jugo V8.

Crecimiento radial de la cepa H1 (figura 6) donde se pudo observar
que en el dia uno no hubo diferencias significativas en el analisis de la
variable crecimiento del micelio. En el segundo y tercer dia se observo
que el crecimiento del micelio en el medio A-M hubo diferencia sig-
nificativa en relacion a los demas medios. En el cuarto dia se observo
una diferencia significativa para los medios A-M y V8 en comparacion
con el crecimiento del micelio en los medios PDA y A-B. Al analizar el
crecimiento del micelio en el quinto dia se observo una diferencia sig-
nificativa en el medio V8 en relacion a los otros medios. Para el sextoy
séptimo dia se observo una diferencia altamente significativa para los
medios PDA, A-M y V8 en comparacion con el medio A-B.

Figura 6. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa Hl en los 4
diferentes medio de cultivo durante 7 dias de incubacion. Separacion de medias segtin
la prueba de Tukey (P< 0.05) (N-14)

Crecimiento radial de la cepa H2 (figura 7) se pudo observar que el
primer y segundo dia hay una diferencia significativa en el crecimiento
de micelio en el medio V8. Para el tercer dia se pudo notar una diferen-
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cia altamente significativa para el crecimiento de micelio en los medios
de cultivo A-M y V8. En los dias cuarto, quinto y sexto, se pudo obser-
var una diferencia altamente significativa para los medios PDA, A-M y
V8 en relacion con el crecimiento de micelio en el medio A-B donde se
visualizo que el medio no pudo completar su crecimiento total en los
siete dias de incubacion.

Figura 7. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa H2 en los 4
diferentes medio de cultivo durante 7 dias de incubacion. Separacion de medias segtin
la prueba de Tukey (P< 0.05) (N=14)

El crecimiento radial de la cepa H3 (figura 8) donde se observo una
diferencia altamente significativa en el crecimiento de la cepa en el me-
dio A-M y V8. Para el segundo dia se observo una diferencia signifi-
cativa en el crecimiento de este micelio en el medio V8 con respecto a
los demas medios. En el tercer dia se observo una diferencia altamente
significativa entre los medios A-M 'y V8 en relacion con los otros dos
medios. Para el cuarto, quinto, sexto y séptimo dia se observo el creci-
miento total de la cepa H3.
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Figura 8. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa H3 enlos 4
diferentes medio de cultivo a los 7 dias de incubacion. Separacion de medias segin la
prueba de Tukey (P< 0.05) (N-14)
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Figura 9. Crecimiento que micelio de Colletrotrichum sp en cuatro medios de cultivo
solidos: Agar Maiz (A-M), PDA (Papa-Dextrosa-Agar), Jugo de verduras V8 (V8),
Agar Bacteriologico (A-B) a los 7 dias de incubacion. Primera fila cepas H1, H2 y H3
en medio A-M, segunda fila cepas en medio PDA, tercera fila cepas en medio V8'y
cuarta fila cepas en medio A-B
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Patogenicidad

Los sintomas desarrollados que se observaron en los aislamientos pato-
génicos sobre hojas de chirimoyo inoculadas con micelio desarrollado
en medio PDA con un crecimiento de 7 dias, fueron lesiones necroticas.
Después de 72 horas de inoculadas las hojas, se observaron los primeros
sintomas a manera de lesiones sin forma definida ubicadas principal-
mente en el apice y en el borde de la hoja (figura 10), los tonos de las
lesiones fueron de color café a café oscuro, con bordes delimitados que
abarcaron un 30% de la hoja, estos datos concuerdan con los reporta-
dos con Villanueva-Arce et al.(2006) quienes realizaron esta prueba de
patogenicidad en frutos de chirimoyo donde se observaron los mismos
sintomas a las 72 horas, sin embargo, Contreras (2000) reporta los mis-
mos sintomas en frutos de lulo (Solanum quitoense) hasta 7 dias después
de la inoculacion. En esta prueba se observo la invasion del micelio en
las hojas de chirimoyo al cabo de 7 dias de inoculadas en un 80 a 100%
del total de la hoja provocando la muerte del tejido foliar (figura 10).

Figura 10. Sintomas de antracnosis en hojas alos 7 de incubacion
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Anilisis Molecular
Extraccion de ADN
Usando el protocolo de Diez et al. (1999) modificado (Noa, 2009, comu-

nicacion personal) se logro extraer ADN gendmico de las muestras H2
y H3 (figura 11) obteniendo:

O Resultado de lectura en el espec-
Muestra Peso de micelio trofotometro dilucién 5:1000
H2 (270709) 0.2047g 210 ng/pL
H3(120110) 0.2907g 1090 ng/pL

Comparando los resultados obtenidos con lo reportado por Rodri-
guez (2007) y utilizando el protocolo de Goodwin que senala haber
obtenido de ADN entre 30 y 200 ng/pL, y reporta que este resultado es
una cantidad suficiente para la realizacion de la PCR, se puede obser-
var una cantidad mayor de ADN al utilizar el protocolo de extracién
modificado de Diez et al. (1999).

H3

H2

Figura 11. Electroforesis de ADN genomico en giel de agarosa al 0.8%
Amplificacion de la region ITS

La amplificacién de ADN con los cebadores universales ITSIF e ITS4/R,
se realiz6 utilizando una concentracién de 100 ng/ml. para cada una
de las muestras donde se obtuvo un peso aproximado de 600 pares de
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bases (pb) para cada muestra (figura 12), estos resultados concuerdan
con Rodriguez (2007) quien reporta haber obtenido el mismo tamano
molecular utilizando los cebadores ITS2 e ITS2 y utilizando solo 30 ng
de ADN. Sin embargo, Alvarez et al. (s/f) reporta haber obtenido frag-
mentos de 580 pb utilizando los cebadores ITS1 e ITS4, mientras que
con los cebadores ITS1 e ITS2 obtuvo un fragmento con una cantidad
de 240 pb indicando ausencia de polimorfismo entre sus aislamientos
de Colletotrichum sp. La purificacion de las muestras H2 y H3 se realizo
de acuerdo al Protocolo del Kit (Promega PCR Clean- up System).

Figura 12. Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 1.5 % gel de la
region ITS de las cepas en estudio (H2 y H3)

Los productos de PCR purificados fueron enviadas al Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Autonoma de México (UNAM) para
su secuenciacion, obteniendo:

179



Anondaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Cepa H2 de 591 pb

AGGTGCAAGTCCTCCGGTTGTGTTGGCCAGCGGAGGGT-
CATTGCTGGAACGCGCCTCGGCGCACCCAGAAACCCTTTIG-
TGAACTTATACCTACTGTTGCCTCGGCGCAGGCCGGCTTCT-
GTCACAAGAAGCCCCCTGGAGACAGGGAGCAGCCCGC-
CGGCGGCCAACCAAACTCTTGTTTCTATAGTGAATCTCT-
GAGTAAAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG-
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT-
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA-
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGG-
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTT-
GGTGATGGGGCACTGCCTGTAAAAAGGCAGGCCCTGA-
AATCTAGTGGCGAGCTCGCCAGGACCCCGAGCGTAGTAG-
TTATATCTCGCTCTGGAAGGCCCTGGCGGTGCCCTGCCG-
TTAAACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGTA-
GGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

Cepa H3 de 666 pb

AACTGTCTCCGTTGGTGACAGCGGAGGGTCATTACAGAGTT-
GCAAAACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGG-
TTGCCTCGGCGCTGGCGGTCCGGAAGGCCCTCGGGLCLCCC-
CGGACCCTCGGGCCTCCCGCGAGCGGGAGGCTGCLCCGLC-
CGGAGTGCCGAAACCAAACTCTTGATATTTTATGTCTCTCT-
GAGTAAACTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACG-
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT-
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC-
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGC-
GAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCT-
GCTTGCGTTGGGGATCCGCGGCTGCCCGCGGTCCCTCA-
AAAACAGTGGCGGGCTCGCTAGTCACACCGAGCGTAG-
TAATTCTACATCGCTATGGTCGTGCGGCGGGTTCTTGC-
CGTAAAACCCCCAATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG-
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGA-
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GGAACTCATACGCAGGAAAGAATTTTTITTITCTCTTCCCT-
CACTTACTGCATAAAAAAAACTAAAACAAAAAATGCACA-
AAAATCAAAAATGACCATTATTACAAACTAAAAAAAAAA-
CACAAAAAAAAGAGAGAGAAAAATTAACGAGAATCA-
TACCTTAAATCAAGTAACGAATGACTCCGCGACATAAT-
CATTATCACAACCCAGGGGATATCTAAGAAAAACAAATC-
GACCGAAAACGCAAAACCACCACGCGTAGTGGTCAAAGCA-
AAAAAAAAAAAAAATAACACATACATAACCAATCATATGAGC-
TAATAGTCTACAATAGAGATAGTATAGTCATAAGACAAAATC-
TACACAGAGCAGT

También se realizo la comparacion de las dos muestras mediante
el programa BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) del Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI), ésta arrojo un por-
centaje de identidad para la muestra H2 de un 98%-97% con el hongo
reportado como Phomosis spp, Gardiazabal y Rosenberg (1993) lo re-
portan como agente causal de enfermedad en postcosecha en el cultivo
del chirimoyo. Pinto (2005) reporta a este hongo con el nombre comtn
de cancro negro (Phomopsis spp) y podredumbre diplodia (Phomosis
anondcearum) ambas enfermedades fangicas afectan a las hojas, ramas y
frutos de especies de Annona, estas ocurren principalmente en huertos
abandonados y muestran sintomas de manchas en la superficie de la
fruta. Para la muestra H3 el BLAST arrojo un porcentaje de identidad
de un 989%-97% con el hongo reportado como Sordaria sp, mismo que a
la fecha no ha sido reportado como agente causal del chirimoyo

Es necesario realizar una caracterizacion morfologica para un me-
jor resultado y asi obtener una caracterizacion mas especifica de estos
hongos, ya que los resultados de este programa, muestran porcentajes
de identidad muy cercana hacia otros hongos reportados.
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III. Annona cherimola x Annona squamosa
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