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Resumen

En los últimos años el cultivo del chirimoyo en México  ha adqui-
rido importancia en los estados de centro del país. En México 
H[LVWHQ�SRFRV�HVWXGLRV�GH�GLDJQyVWLFRV�ÀWRVDQLWDULRV�HQ�HO�FKL-

rimoyo, siendo las plagas y enfermedades las principales barreras para 
la obtención de fruta de buena calidad. El objetivo principal fue identi-
ÀFDU�HO�DJHQWH�FDXVDO�TXH�DIHFWD�D�HVWH�IUXWDO��DVt�FRPR�GHVFULELU�ODV�FD-
racterísticas moleculares del hongo. Las muestras fueron sembradas en 
SODFDV�GH�PHGLR�3'$��/RV�PLFHOLRV�FUHFLGRV�IXHURQ�SXULÀFDGDV�HQ����FH-
pas H1, H2 y H3, posteriormente se evaluó en diferentes medios: PDA, 
V8, Agar maíz (A-M) y Agar bacteriológico. La prueba de patogenici-
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dad fue a través de cámaras húmedas y en un medio PDA. La extracción 
de ADN se realizó mediante la técnica de Diez et al.�������PRGLÀFDGR���
/DV�PXHVWUDV�SXULÀFDGDV�GH�3&5�IXHURQ�VHFXHQFLDGDV�HQ�HO�,QVWLWXWR�
de Biotecnología de la UNAM. El mejor crecimiento de micelio se  logró 
en los medios PDA, A-M y V8, a partir del tercer, cuarto y quinto día de 
incubación, observándose un micelio más desarrollado en medio PDA. 
6H�ORJUy�DPSOLÀFDU�OD�UHJLyQ�,76��HO�SURGXFWR�DPSOLÀFDGR�IXH�GH�§�����
pb, ésta arrojó 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

Introducción

La familia de las Annonaceae está representada por cerca de 75 géne-
ros y más de 600 especies. El género Annona, con aproximadamente 120 
especies, es el más cultivado. La especie de Annona cherimola Mill., es 
actualmente la más importante comercialmente en el mundo, seguida 
del guanábano (Annona muricata L.); (Annona squamosa L.) y el híbrido 
de A. cherimola x A. squamosa��.DYDWL��������3DLYD�\�)LRUDYDQFR�������\�
Junqueira et al., 1996). De acuerdo con Rebollar (1995) y Rebollar et al. 
(1997), el cultivo de estas especies de anonáceas tiene grandes perspec-
tivas en México y pueden emplearse como cultivos alternativos en al-
gunos estados, ya que poseen un excelente sabor al paladar, además de 
que han tenido gran aceptación y demanda en algunos mercados inter-
nacionales como Japón y Estados Unidos. Sin embargo, la importancia 
económica de las especies de la familia Annonaceae es diversa y no se 
restringe a las especies comestibles, pues además incluye especies con 
propiedades medicinales, propiedades tóxicas a peces y propiedades 
insecticidas (Much, 1988 citado por Rodríguez y Nieto, 1997). A pe-
sar de las importantes características antes mencionadas, en general el 
cultivo de las anonáceas no se ha formalizado agronómica y económica-
mente en México, quizá debido en parte, a lo perecedero de sus frutos 



165

Anonáceas. Plantas antiguas, estudios recientes

�FRQVLVWHQFLD�VXDYH��WH[WXUD�ÀQD��\�SRU�OR�PLVPR�D�ODV�GLÀFXOWDGHV�SDUD�
su transporte y mantenimiento en los mercados (Rodríguez, 1999). Por 
otro lado, también existe una falta de información  en cuanto a estudios 
poblacionales y de comunidad que permitan establecer algunas carac-
terísticas como son la fenología, la variabilidad genética, susceptibili-
dad y/o resistencia a diversos factores ambientales, incluyendo el efecto 
ocasionado por diversas plagas y enfermedades, los cuales ayudarían a 
GHÀQLU�\�FDUDFWHUL]DU�SREODFLRQHV�\�HVSHFLHV�HQ�ORV�GLYHUVRV�HVWDGRV�GH�
la República Mexicana en donde se cultivan o crecen las especies de 
anonáceas. 

La alta diversidad en el grupo de las especies del género del Colleto-
trichum�KD�VLGR�PX\�SUREOHPiWLFD�\D�TXH�HO�GLDJQyVWLFR�ÀWRSDWROyJLFR��
UHTXLHUH�LGHQWLÀFDU�FRQ�SUHFLVLyQ�SDWyJHQRV�HVSHFtÀFRV�SDUD�HO�FRQWURO�
de enfermedades. Esta confusión taxonómica ha provocado el aumento 
HQ�HO�XVR�GH�KHUUDPLHQWDV��PROHFXODUHV�SDUD�OD�LGHQWLÀFDFLyQ�GH�GLYHU-
VLGDG�LQWHUHVSHFtÀFD�H�LQWUDHVSHFtÀFD��GHQWUR�GH�XQ�JUXSR�FRPSOHMR�GH�
especies (Gubert et al., 2003). A pesar de la importancia que tiene este 
IUXWDO��HQ�0p[LFR�VH�WLHQHQ�SRFRV�HVWXGLRV�GH�GLDJQyVWLFR�ÀWRVDQLWDULR�
en el chirimoyo, siendo las plagas y las enfermedades las principales 
barreras para la obtención de fruta de buena calidad, por ello, la im-
SRUWDQFLD�GH�HVWD�LQYHVWLJDFLyQ�HV�LGHQWLÀFDU�HO�KRQJR�TXH�SURYRFD�OD�
necrosis foliar en este frutal.

Objetivo general

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

Hipótesis 

Dadas las características de las lesiones en las hojas es posible que se 
trate del hongo del género Colletotrichum  spp.
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Método

Ubicación de zona de muestreo

El  muestreo de las hojas enfermas se llevó 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 
JHRJUiÀFDV��������·�����··�GH�/DWLWXG�1RUWH�\�������·������¶·�/RQJLWXG�2HV-
te, con una altitud 1740 m, temperatura media anual de 19.6°C y una 
precipitación pluvial  media anual de 1,346.9 mm, el clima es templa-
do, húmedo, extremoso (Enciclopedia de los Municipios de México, 
2005).1

5HFROHFWD�GH�PXHVWUDV�H�,QFLGHQFLD�GH�HQIHUPHGDG�

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

1Tomado de la red mundial: http://www.inafed.gob.mx/work/templates/enciclo/veracruz/
municipios/30177a.htm. Página consultada 30 de enero de 2010.
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&DUDFWHUL]DFLyQ�H�LGHQWLÀFDFLyQ�GH�OD�HQIHUPHGDG

Aislamiento en medios de cultivo 

De las hojas recolectadas se seleccionaron 10 hojas, las más representa-
tivas, se lavaron con alcohol al 10% 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 cm2  de cada hoja en la par-
te del área dañada, y se  sembraron en placas de papa dextrosa agar 
(PDA). Las cajas se incubaron durante 73 horas a 25 ± 2oC. Posterior-
mente se seleccionaron las tres colonias más representativas para pos-
WHULRUPHQWH�VHU�SXULÀFDGDV�HQ�SODFDV�GH�3'$�SDUD�SRVWHULRUPHQWH�VHU�
utilizados para nuevos estudios. 

Caracterización en medios de cultivos, patogénica y molecular

Medios de cultivo  

El crecimiento radial de cada una de las cepas  H1, H3 y H3 se evaluó 
en cuatro diferentes medios: PDA,V8, Agar maíz y Agar bacteriológico. 
Del cultivo PDA original, se extrajeron trozos de aproximadamente 0.5 
cm2�ORV�FXDOHV�FRQWHQtDQ�HO�KRQJR�SUREOHPD�\D�SXULÀFDGR��HVWRV�IXHURQ�
sembrados en los medios anteriormente mencionados. Posteriormente 
fueron incubados a  temperatura de 27°C. El crecimiento se determinó 
midiendo el radio de desarrollo de cada cepa a intervalos de 24 horas 
durante 7 días y realizando 4 repeticiones por cada cepa.

Para determinar las tasas de crecimiento los datos obtenidos se re-
gistraron en una hoja de cálculo. El análisis estadístico aplicado a este 
trabajo fue entorno a  las siguientes variables: día, tipo cepa, medio de 
cultivo; todos bajo un diseño experimental completamente al azar 4x4. 
3DUD�FRQRFHU�ODV�GLIHUHQFLDV�HVWDGtVWLFDV�VLJQLÀFDWLYDV�VH�SURFHGLy�D�OD�
UHDOL]DFLyQ�GH�SUXHEDV�GH�PHGLDV�GH�7XNH\��3����������6H�XWLOL]y�HO�SD-
quete estadístico Stadistical Analytical System (SAS).
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Pruebas de Patogenicidad

(VWD�SUXHED�VH�UHDOL]y�FRQ�HO�ÀQ�GH�REVHUYDU�OD�FDSDFLGDG�SDWRJpQLFD�TXH�
tienen los aislamientos de la hoja del chirimoyo en generar síntomas 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 10% 
GXUDQWH���PLQXWRV�\���PLQXWRV�FRQ�KLSRFORULWR�GH�VRGLR�DO����ÀQDOL-
zando con 3 enjuagues con agua destilada estéril. Después de su lavado, 
se les provocó una herida física, se aplicó un corte de aproximadamente 
0.5 cm de medio PDA con micelio del hongo con un crecimiento de 7 
días. A cada caja petri se le agregó 25 mL de agua destilada estéril, hu-
PHGHFLHQGR�SHUIHFWDPHQWH�HO�DOJRGyQ�\�HO�SDSHO�ÀOWUR��6H�UHDOL]DURQ���
repeticiones por cada cepa, las cámaras húmedas fueron selladas con 
klean pack e incubadas a una temperatura de 25°C y diariamente du-
rante 7 días se revisaron para observar el desarrollo de la enfermedad.

$QiOLVLV�PROHFXODUHV��3&5�²,76��

La extracción de ADN (ácido desoxiribonucléico) del micelio de las 3 
cepas obtenidas H1 – H2 – H3, se realizó con  la metodología de Diez 
et al.�������PRGLÀFDGR���6X�FDOLGDG�VH�HYDOXy�SRU�HOHFWURIRUHVLV�HQ�JHO�
GH� DJDURVD� ����� \� VH� FXDQWLÀFy� HQ� XQ� HVSHFWURIRWyPHWUR� D� ����2'�
�*HQHV\V� ��� XY��� /D� DPSOLÀFDFLyQ�GH� ODV� UHJLyQ� ,76�GH� ORV� JHQHV� UL-
bosomales  (rARN) 18S – 5.8S y 5.8S – 28S fueron con los iniciadores 
universales ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) (Bruns et al., 
2004) e ITS4/R (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990)  
para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en in-
JOpV���&DGD�UHDFFLyQ�WXYR�SRU�YROXPHQ�ÀQDO�����/�FRQ�OD�VLJXLHQWH�IRU-
mulación: agua ultrapura estéril, 16 µL; solución amortiguadora 1x 2.5 
µL; MgCl

2 
 a 1.5 mM, 1.5 µL; iniciadores  ITS1 e ITS4 a 0.5 pM cada uno 

1.25 µL por iniciador; muestra problema de ADN a 100 ng,  1 µL; dNTPs 
Mix a 0.2 mM (Promega), 0.5 µL; Taq-ADN Polimerasa (Fermentas Life 
Sciences) a 1 u; 1 µL. se utilizó un termociclador (Lavet) con el siguien-
te programa: desnaturalización inicial a 94°C por 5 min; 30 ciclos de 
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desnaturalización a 94°C por 30 s; 30 ciclos de alineamiento a 55°C por 
���V��\�H[WHQVLyQ����&��SRU���PLQ��\�XQD�H[WHQVLyQ�ÀQDO�GH�ÀQDO��D����&�
durante 7 min. El producto de PCR se analizó por electroforesis en gel 
de agarosa  (1.5%), se tiñó en una solución de bromuro de etidio  y la 
EDQGD�VH�YLVXDOL]y�HQ�XQ�WUDVLOXPLQDGRU��/D�SXULÀFDFLyQ�VH�UHDOL]y�FRQ�
HO�.LW�:L]DUG��69�*HO�DQG�3&5�&OHDQ�8S�6\VWHP���3URPHJD��VHJ~Q�HO�
protocolo de la Compañía. 

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 H1, H2 y H3 en cua-

tro diferentes medios (PDA, A-B, A-M y V8)  y 7 días de incubación.

Resultados y discusión

5HFROHFWD�H�,QFLGHQFLD�GH�OD�HQIHUPHGDG

6H�UHFROHFWDURQ�KRMDV�FRQ�VtQWRPDV�FDUDFWHUtVWLFRV�GH�DQWUDFQRVLV��À-
gura 1). Para determinar la incidencia el muestreo se realizó con base 
D�GRV�SXQWRV�FDUGLQDOHV��HVWR�SRU�OD�LQÁXHQFLD�TXH�OD�OX]�VRODU�SXHGH�
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 infección

Los resultados obtenidos se basaron en una escala que va de 0% a  más 
GH������ÀJXUD����GH�LQFLGHQFLD�GHO�KRQJR�HQ�OD�KRMD�GRQGH�$ �����% �
1 – 10%, C= 11 – 25%, D= 26 – 50%, E= > 51% (Noa, 2009, comunicación 
personal)2. Sin embargo Tovar et al. (2002) en un estudio sobre inciden-

2 Noa, J.C. 2009. Instituto de Biotecnología y Ecología  Aplicada. Universidad Veracruzana.
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cia de enfermedad en hojas de chirimoyo emplearon la Escala Logarít-
mica Diagramática de Severidad para su estudio.

6H�REVHUYy�HQ�OD�ÀJXUD���TXH�GHO�ODGR�2HVWH�H[LVWH�XQD�PD\RU�LQFL-
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 50% (Grado E) en un 25% del índice total. Teniendo en 
un porcentaje menor una incidencia de entre 11 y 25% (Grado C).

(Q�OD�ÀJXUD���VH�SXHGH�REVHUYDU�XQD�DOWD�SUHVHQFLD��GH�KRMDV�HQIHU-
mas con una incidencia que oscila entre 10 y 24% (Grado B) seguida de 
un avance de más 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  
enfermedad en árboles de chirimoyo 
lado Oeste

Figura 4. Porcentajes de incidencia de  
enfermedad en árboles de chirimoyo 
lado Este

Al comparar  los resultados de las medias de cada punto cardinal  
�ÀJXUD����VH�SXHGH�REVHUYDU�XQ�PD\RU�Q~PHUR�GH�KRMDV�LQIHFWDGDV�FRQ�
FODVLÀFDFLyQ�FRQ�OD grado B en ambos hemisferios, presentándose en 
mayor porcentaje el hemisferio Oeste con un aproximado de 40%. Se-
JXLGR�GH�OD�LQFLGHQFLD�FRQ�OD�FODVLÀFDFLyQ�FRQ�ORV�JUDGRV��(�\�'��6LHQGR�
PiV�EDMD� OD� LQFLGHQFLD�GH� HQIHUPHGDG�GH� OD� FODVLÀFDFLyQ�FRQ�HO� JUD-
do E, presentando un porcentaje más 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 
KRMDV�FX\R�DJHQWH�FDXVDO�VH�LGHQWLÀFy�FRPR�Colletotrichum sp., señalan 
que esta enfermedad no presenta relación clara con las variables en 
la precipitación, temperatura o la evaporación. Ellos reportan que los 
niveles máximos observados en estas variables se presentaron en el 
mes de octubre.

Figura 5. Comparación de medias de  porcentaje  infección entre lado Este y Oeste

Medios de cultivos

Consecuencia de cuatro medios de cultivos en el crecimiento de mice-
OLR�GH�ODV�PXHVWUDV�+���+��\�+��D�ORV���GtDV�GH�LQFXEDFLyQ��ÀJXUD�����6H�
REVHUYy�TXH�HO�FUHFLPLHQWR�LQLFLDO�GHO�PLFHOLR�HVWXYR�LQÁXHQFLDGR�SRU�
el tipo de medio utilizado. Los mejores crecimientos de micelio se logró 
en los medios PDA, A-M y V8, a partir del tercer, cuarto y quinto día 
de incubación, se observó un micelio más 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 días de incubación obteniendo 
un micelio mejor desarrollado en medio PDA que en medio de jugo V8.

&UHFLPLHQWR�UDGLDO�GH�OD�FHSD�+���ÀJXUD����GRQGH�VH�SXGR�REVHUYDU�
TXH�HQ�HO�GtD�XQR�QR�KXER�GLIHUHQFLDV�VLJQLÀFDWLYDV�HQ�HO�DQiOLVLV�GH�OD�
variable crecimiento del micelio. En el segundo y tercer día se observó 
que el crecimiento del micelio en el medio A-M hubo diferencia sig-
QLÀFDWLYD�HQ�UHODFLyQ�D�ORV�GHPiV�PHGLRV��(Q�HO�FXDUWR�GtD�VH�REVHUYy�
XQD�GLIHUHQFLD�VLJQLÀFDWLYD�SDUD�ORV�PHGLRV�$�0�\�9���HQ�FRPSDUDFLyQ�
con el crecimiento del micelio en los medios PDA y A-B. Al analizar el 
crecimiento del micelio en el quinto día se observó una diferencia sig-
QLÀFDWLYD�HQ�HO�PHGLR�9��HQ�UHODFLyQ�D�ORV�RWURV�PHGLRV��3DUD�HO��VH[WR�\�
VpSWLPR�GtD�VH�REVHUYy�XQD�GLIHUHQFLD�DOWDPHQWH�VLJQLÀFDWLYD�SDUD�ORV�
medios PDA, A-M y V8 en comparación  con el medio A-B.

Figura 6. Comparación entre medias de crecimiento  de micelio de la cepa H1 en los 4 
diferentes medio de cultivo durante 7 días de incubación. Separación de medias según 
OD�SUXHED�GH�7XNH\��3����������1 ���

&UHFLPLHQWR�UDGLDO�GH�OD�FHSD�+���ÀJXUD����VH�SXGR�REVHUYDU�TXH�HO�
primer y VHJXQGR�GtD�KD\�XQD�GLIHUHQFLD�VLJQLÀFDWLYD�HQ�HO�FUHFLPLHQWR�
de micelio en el medio V8. Para el tercer día se pudo notar una diferen-
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FLD�DOWDPHQWH�VLJQLÀFDWLYD�SDUD�HO�FUHFLPLHQWR�GH�PLFHOLR�HQ�ORV�PHGLRV�
de cultivo A-M y V8. En los días cuarto, quinto y sexto, se pudo obser-
YDU�XQD�GLIHUHQFLD�DOWDPHQWH�VLJQLÀFDWLYD�SDUD�ORV�PHGLRV�3'$��$�0�\�
V8 en relación con el crecimiento de micelio en el medio A-B donde se 
visualizó que el medio no pudo completar su crecimiento total en los 
siete días de incubación.

Figura 7. Comparación entre medias de crecimiento  de micelio de la cepa H2 en los 4 
diferentes medio de cultivo durante 7 días de incubación. Separación de medias según 
OD�SUXHED�GH�7XNH\��3����������1 ���

(O�FUHFLPLHQWR�UDGLDO�GH�OD�FHSD�+���ÀJXUD����GRQGH�VH�REVHUYy�XQD�
GLIHUHQFLD�DOWDPHQWH�VLJQLÀFDWLYD�HQ�HO�FUHFLPLHQWR�GH�OD�FHSD�HQ�HO�PH-
GLR�$�0�\�9���3DUD�HO�VHJXQGR�GtD�VH�REVHUYy�XQD�GLIHUHQFLD�VLJQLÀ-
cativa en el crecimiento de este micelio en el medio V8 con respecto a 
los demás medios. En el tercer día se observó una diferencia altamente 
VLJQLÀFDWLYD�HQWUH�ORV�PHGLRV��$�0�\�9��HQ�UHODFLyQ�FRQ�ORV�RWURV�GRV�
medios. Para el cuarto, quinto, sexto y séptimo día se observó el creci-
miento total de la cepa H3. 
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Figura 8. Comparación entre medias de crecimiento  de micelio de la cepa H3 en los 4 
diferentes medio de cultivo a  los 7 días de incubación. Separación de medias según la 
SUXHED�GH�7XNH\��3����������1 ���
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Figura 9. Crecimiento que micelio de Colletrotrichum sp en cuatro medios de cultivo 
sólidos: Agar Maíz (A-M), PDA (Papa-Dextrosa-Agar), Jugo de verduras V8 (V8), 
$JDU�%DFWHULROyJLFR��$�%��D�ORV���GtDV�GH�LQFXEDFLyQ��3ULPHUD�ÀOD�FHSDV�+���+��\�+��
HQ�PHGLR�$�0��VHJXQGD�ÀOD�FHSDV�HQ�PHGLR�3'$��WHUFHUD�ÀOD�FHSDV�HQ�PHGLR�9��\�
FXDUWD�ÀOD�FHSDV�HQ�PHGLR�$�%



177

Anonáceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Patogenicidad

Los síntomas 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 días, fueron lesiones necróticas. 
Después de 72 horas de inoculadas las hojas, se observaron los primeros 
síntomas a manera de lesiones sin forma GHÀQLGD�XELFDGDV�SULQFLSDO-
PHQWH�HQ�HO�iSLFH�\��HQ�HO�ERUGH�GH�OD�KRMD��ÀJXUD������ORV�WRQRV�GH�ODV�
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 
síntomas a las 72 horas, sin embargo, Contreras (2006) reporta los mis-
mos síntomas en frutos de lulo (Solanum quitoense) hasta 7 días después 
de la inoculación. En esta prueba se observó la invasión del micelio en 
las hojas de chirimoyo al cabo de 7 días de inoculadas en un 80 a 100% 
GHO�WRWDO�GH�OD�KRMD�SURYRFDQGR�OD�PXHUWH�GHO�WHMLGR�IROLDU��ÀJXUD������

Figura 10. Síntomas de antracnosis en hojas a los 7  de incubación
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Analisis Molecular 

Extracci6n de ADN 

Usando el protocolo de Diez et al. (1999)1 moclificado (Noa, 2009, comu-
nicaci6n personal)selogr6 extraer ADN gen6mico de las muestras H2 
y H3 (figura ll) obteniendo: 

II 
Muestra 

II 
Peso de micelio Resultado de lectura en el espec-

trofotometro dilucion 5:1000 

I H2 ( 270709) II 0.2047g 210 ng/IJL 

II H3(120110) II 02907g 1090 ng/IJL 

Comparando los resultados obtenidos con lo reportado por Rodri-
guez (2007) y utilizando el protocolo de Goodwin que sefiala haber 
obtenido de ADN entre 30 y 200 ng/pL,, y reporta que este resultado es 
una cantidad suficiente para la realizac:i6n de la PCR, se puede obser-
var una cantidad mayor de ADN al utilizar el protocolo de extrac:i6n 
mod:ificado de Diez et al. (1999). 

Figura ll. Electroforesis de ADN gen6mico en gel de agarosa al 0.8% 

Amplificaci6n de la region ITS 

La amplificaci6n de ADN con los cebadores universales ITS IF e ITS4/R, 
se realiz6 utilizando una concentraci6:n de 100 nglmL para cada una 
de las muestras donde se obtuvo un peso aproximado de 600 pares de 
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EDVHV��SE���SDUD�FDGD�PXHVWUD��ÀJXUD������HVWRV�UHVXOWDGRV�FRQFXHUGDQ�
con Rodríguez (2007) quien reporta haber obtenido el mismo tamaño 
molecular utilizando los cebadores ITS2 e ITS2 y utilizando solo 30 ng 
de ADN. Sin embargo, Álvarez 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 
GH�����SE�LQGLFDQGR�DXVHQFLD�GH�SROLPRUÀVPR�HQWUH�VXV�DLVODPLHQWRV�
de Colletotrichum�VS��/D�SXULÀFDFLyQ�GH�ODV�PXHVWUDV��+��\��+��VH�UHDOL]y�
GH�DFXHUGR�DO�3URWRFROR�GHO�.LW��3URPHJD�3&5�&OHDQ��XS�6\VWHP��

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

/RV�SURGXFWRV�GH�3&5�SXULÀFDGRV��IXHURQ�HQYLDGDV�DO�,QVWLWXWR�GH�
Biotecnología de la Universidad Autónoma de México (UNAM) para 
su secuenciación, obteniendo: 
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Cepa H2 de 591 pb

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

Cepa H3 de 666 pb

AACTGTCTCCGTTGGTGACAGCGGAGGGTCATTACAGAGTT-
GCAAAACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGG-
TTGCCTCGGCGCTGGCGGTCCGGAAGGCCCTCGGGCCCC-
CGGACCCTCGGGCCTCCCGCGAGCGGGAGGCTGCCCGC-
CGGAGTGCCGAAACCAAACTCTTGATATTTTATGTCTCTCT-
GAGTAAACTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACG-
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT-
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC-
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGC-
GAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCT-
GCTTGCGTTGGGGATCCGCGGCTGCCCGCGGTCCCTCA-
AAAACAGTGGCGGGCTCGCTAGTCACACCGAGCGTAG-
TAATTCTACATCGCTATGGTCGTGCGGCGGGTTCTTGC-
CGTAAAACCCCCAATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG-
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGA-
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GGAACTCATACGCAGGAAAGAATTTTTTTTCTCTTCCCT-
CACTTACTGCATAAAAAAAACTAAAACAAAAAATGCACA-
AAAATCAAAAATGACCATTATTACAAACTAAAAAAAAAA-
CACAAAAAAAAGAGAGAGAAAAATTAACGAGAATCA-
TACCTTAAATCAAGTAACGAATGACTCCGCGACATAAT-
CATTATCACAACCCAGGGGATATCTAAGAAAAACAAATC-
GACCGAAAACGCAAAACCACCACGCGTAGTGGTCAAAGCA-
AAAAAAAAAAAAAATAACACATACATAACCAATCATATGAGC-
TAATAGTCTACAATAGAGATAGTATAGTCATAAGACAAAATC-
TACACAGAGCAGT

También se realizó la comparación de las dos muestras mediante 
el programa BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) del Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI), ésta arrojó 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 común 
de cancro negro (Phomopsis spp) y podredumbre diplodia (Phomosis 
anonacearum) ambas enfermedades fúngicas afectan a las hojas, ramas y 
frutos de especies de Annona, estas ocurren principalmente en huertos 
DEDQGRQDGRV�\�PXHVWUDQ�VtQWRPDV�GH�PDQFKDV�HQ�OD�VXSHUÀFLH�GH� OD�
fruta. Para la muestra H3 el BLAST arrojó un porcentaje de identidad 
de un 98%-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 caracterización morfológica para un me-
MRU�UHVXOWDGR�\�DVt�REWHQHU�XQD�FDUDFWHUL]DFLyQ�PiV�HVSHFtÀFD�GH�HVWRV�
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

Fotos: Costa y Ferreira




