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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
PATHOGENIC FUNGI IN POSTHARVEST ASSOCIATED SYMPTOMS OF
ANTHRACNOSE IN AVOCADO

Sanchez-Bolon, G.; Espinosa-Solares, T; Valadez-Moctezuma’ E; Acosta-Ramos,
M; Lobato-Calleros, C.

Resumen

Se aislaron cepas de hongos asociados
con sintomas de antracnosis en frutos de
diferentes variedades de aguacate en
postcosecha. Las cepas se analizaron
morfolégicamente  considerando  su
comportamiento en medio de cultivo,
color, estructuras morfologicas, tasa de
crecimiento micelial (TCM) y pruebas de
patogenicidad. La caracterizacion
molecular consisti6 en PCR-RFLP de la
region ITS 5HP-NL4 que agrup6 a las
cepas en cuatro grupos principales, los
cuales se asociaron fenotipicamente con
un andlisis de componentes principales
de las caracteristicas morfoldgicas.
Finalmente, se secuenci6 la region ITS
4B-ITS 5HP que permitio la obtencion de
un fragmento de 750 pb. El analisis de
conglomerados de los datos dio como
resultado cuatro especies de hongos
fitopatdbgenos dentro de los cuales se
encuentran Glomerella cingulata,
Fusarium, Neofusicoccum y Fungal sp.

Palabras clave: antracnosis, PCR-RFLP,
secuenciacion, Colletotruichum,
Fusarium y Neofusicoccum.

Abstract

Fungus strains associated with
symptoms of anthracnose in fruits of
different varieties of avocado postharvest
were isolated. These fungi were analyzed
morphologically and molecularly. It was
considered the following characteristics:
behavior in culture, color, morphological
structures, mycelial growth rate (RGM)
and pathogenicity tests. The molecular
characterization consisted of PCR-RFLP
of the ITS region 5HP-NL4. The results
indicated that, based on principal
component analysis of morphological
features, there are four main groups
phenotypically associated. The ITS ITS
sequenced region 4B-5HP allowed
obtaining a fragment of 750 pb. The
identified phytopathogenic fungi were,
Glomerella cingulata, Fusarium, Fungal
sp. and Neofusicoccum. The cluster
analysis of the molecular data resulted in
four groups of different species.

Keywords: anthracnose, PCR-RFLP,
sequencing, Colletotruichum, Fusarium
and Neofusicoccum.
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1.- INTRODUCCION

El aguacate es nativo de América y fue domesticado extendiéndose por varias
regiones de México y Centroamérica. La importancia socioeconémica de este
fruto se deriva del beneficio que derrama su comercializacién entre productores,
industrializadores y consumidores. México cuenta con una produccion de 1.10
millones de toneladas y exporta 326, 127 toneladas al afio; ocupando asi el
primer lugar en los dos rubros; seguido por Chile, Republica Dominicana e

Indonesia (FAOSTAT, 2010).

Dentro de las enfermedades que pueden limitar el cultivo, las consideradas de
postcosecha ocupan un lugar importante; éstas son generalmente ocasionadas
por hongos fitopatdgenos. La antracnosis en aguacate es una de las
enfermedades postcosecha de mayor importancia econémica. El agente causal
es el hongo Colletotrichum gloeosporioides y genera pérdidas de hasta el 20
% de la produccion en Meéxico (Rodriguez et al., 2009). Los hongos
filamentosos del género Colletotrichum y su telemorfo Glomerella son
considerados los principales patégenos de plantas en todo el mundo (Freeman

et al., 1998).



La antracnosis se presenta en el campo y ataca a frutos sin madurar, donde las
esporas germinadas producen apresorios que germinan y provocan la ruptura
de la cuticula, pero las hifas subcuticulares permanecen en estado de reposo o
“quienescente” y se desarrollan hasta que la fruta es cosechada y empieza su
maduracion (Prusky, 1996; Freeman et al., 1998). Esto ocurre debido a que el
fruto produce de manera natural un compuesto antifingico denominado 1-
acetoxi-2-hidroxi-4-oxoheneicosa-12.15-dieno localizado en el pericarpio del fruto
inmaduro (Prusky, 1996; Domergue et al; 2000; Moualem y Prusky, 2000). Los
sintomas de la enfermedad se incrementan si el manejo postcosecha no es el
adecuado, ya que se pueden presentar dafios en las lenticelas, provocando
dafios en la apariencia de los frutos cuando llegan al mercado. Ademés. Se
facilita el desarrollo de la infeccion presentando manchas de color marrén

oscuro durante el almacenamiento (Zamora et al., 2001; Everett et al., 2008).

El diagnostico oportuno de los patdgenos causantes de enfermedades, asi
como el conocimiento de la diversidad genética de los mismos, es fundamental
para desarrollar medidas de control efectivas. La informacion genética de todos
los organismos, es decir, la informacion que determina qué es lo que un
organismo puede ser y hacer, esta codificada en su DNA (&cido
desoxirribonucleico). En los hongos fitopatdgenos que atacan al fruto, la
generacion de nuevas variantes se convierte en un factor esencial de
sobrevivencia (Agrios, 2005). Los métodos de identificacion tradicional siguen

2



usandose rutinariamente; sin embargo, las técnicas de biologia molecular han
permitido un diagndstico de patdgenos altamente especifico y una deteccion de
variantes patogénicas eficiente.

Los objetivos de este estudio fueron caracterizar morfolégica y molecularmente
hongos aislados de frutos en postcosecha asociados a sintomas de antracnosis
en aguacate; asi como conocer las variantes patogénicas u otras especies
presentes en un banco de germoplasma de aguacates que no son tratados

quimicamente para el control de enfermedades en la etapa de precosecha.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Patdogenos en postcosecha de aguacate
Las enfermedades postcosecha ocupan un lugar importante en el grupo de
enfermedades del aguacate, representando un serio problema en la calidad de
la fruta. El factor comin de estas enfermedades es que aparecen cuando el
fruto comienza su ablandamiento. De esta forma, los primeros sintomas que
presenta el fruto de aguacate en postcosecha son normalmente pudriciones que
aparecen durante las ultimas semanas de maduracion, pero llegan a ser muy

severos antes que el fruto alcance su madurez de consumo.

Los patdogenos mas frecuentes en postcosecha de aguacate reportados por
Darvas y Kotzé (1981) son Rhizopus stolonifer, Botryodiplodia theobromae y
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata). Tamayo (2004) reporta a
Diplodia sp., Alternaria sp., Verticillium sp., Fusarium sp. y Sphaceloma persea

como géneros que provocan pudricion en postcosecha.

2.2 La antracnosis como enfermedad postcosecha en aguacate
La antracnosis es la enfermedad mas importante en postcosecha de frutos de

aguacate, debido a que afecta directamente la comercializacion del fruto.



El hongo fitopatégeno causante de esta enfermedad es C. gloeosporioides,
responsable de la antracnosis en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Las regiones donde este hongo se ha identificado son Estados Unidos
(Domergue et al., 2000), Sudafrica (Sanders y Korsten, 2003), Israel (Wattad et
al., 1994), Nueva Zelanda (Everett et al., 2008), y México (Zamora et al., 2001,

Téliz y Mora, 2007; Rodriguez et al., 2009).

La antracnosis en México se encuentra distribuida en todos los municipios
donde se cultiva el aguacate, esta enfermedad causa dafios desde el campo
presentando sintomas denominados ‘“viruela” y “clavo” que son manchas
irregulares redondas de color café (Zamora et al.,, 2001)., el hongo afecta al
fruto en cualquier etapa de desarrollo, traslado, almacenaje y comercializacion.
La infeccion se ve favorecida con una humedad relativa de 85-90% vy
temperaturas de 25 °C en campo, aunando la falta de aeracion en los huertos

(Morales et al., 2009).

El proceso de infeccidon se da a través de las esporas de C. gloeosporioides que
se dispersan por el viento, lluvia, insectos, herramientas u otros animales que
invaden a los frutos en diferentes estados fenolégicos (Morales, 2000; Téliz y
Mora, 2007). El hongo sobrevive en brotes tiernos, frutos momificados, ramas y

hojas afectadas (Morales et al., 2009).

Los sintomas aparecen hasta que el fruto comienza a madurar, debido a que en
frutos inmaduros el hongo permanece en latencia 0 en estado apresorio

causado por compuestos antifungicos (1l-acetoxi-2-dihidroxi-4-oxo-heneicosa-



12,15 dieno y el l-acetoxi-2,4-diifrxi-n-heptadec-16-enoque) (Zamora, 2001).
Inicialmente, los sintomas aparecen como lesiones circulares pequefas de
color café claro y cuando la lesién se alarga, se torna hundida en el centro,
cambia a color café oscuro o negro. Bajo condiciones de humedad, aparecen
masas de esporas de color salmén en el centro de las lesiones. La infeccion
severa se presenta durante los meses de junio, julio y agosto ya que estan
asociados con la época de lluvia, y menor grado en febrero y marzo cuando se
presentan lluvias ocasionales (Morales et al., 2009). Los conidios dentro de los
acérvulos, mismos que son la fuente principal del inoculo, son adheridos al
hospedero por medio de una capa compuesta de polisacaridos y glucoproteinas

presentes en dichas estructuras (Téliz y Mora, 2007)

2.2.1 Agente causal de la antracnosis

Colletotrichum es uno de los géneros mas importantes de los hongos
patogénicos en postcosecha en todo el mundo, especialmente en las regiones

tropicales y subtropicales (Bailey y Jeger, 1992).



De acuerdo con el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de los
Estados Unidos de América (NCBI, 2010), C. gloeosporioides pertenece al reino
Fungi; phylum Ascomycota; clase Sordariomycetes; subclase Sordariomycetes
incertae sedis; orden Phyllachorales; familia Phyllachoraceae; género
Glomerella; especie Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld y H. Schrenk (fase
teleomorfica, sexual o perfecta) o Colletotrichum gloeosporioides (fase

anamorfica, asexual o imperfecta).

Muchas especies de Colletotrichum establecen inicialmente la infeccion a través
de una breve fase biotrofica, asociada con la formacion de una larga hifa
primaria que actua de forma intracelular. Seguido de este mecanismo ocurre la
fase necrética; en esta etapa se forma una hifa angosta secundaria que se
ramifica a través del tejido afectado (Prusky et al., 2000). En la figura 1 se

puede observar el ciclo de la antracnosis causada por el género Colletotrichm.
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Figura 1.Ciclo de la actractosis por Colletotrichum, Glomerella
cingulata o Gloesporium.

Colletotrichum muestra un crecimiento lento in vitro (Sreenivasaprasad y
Talhinhas, 2005). Las colonias presentan coloraciones de gris claro a gris
oscuro; sin embargo, en agar avena el micelio es blanco, poco algodonoso, y
posee masas conidiales de color naranja en papa-dextrosa agar; en agar agua
y agar avena pueden observarse la formacién de apresorios.

El hongo posee hifas septadas y produce apresorios clavados, ovalados,
algunas veces lobulados, melanizados de color café (Téliz y Mora, 2007), cuyas

dimensiones varian de 4 a 12 ym de longitud (Sutton, 1992).



2.3 Técnicas moleculares para la identificacion de especies

La diversidad genética en hongos puede ser evaluada con la observacion con
diferentes caracteristicas morfolégicas como el color, caracteristicas de micelio
como forma, aspecto, septos y consistencia. Algunos de estos caracteres son
muy estables, pero la mayoria varia con mucha facilidad ya que son
fuertemente influenciables por el medio ambiente donde se encuentren. Por lo
anterior, la certeza de las clasificaciones basadas en dichas caracteristicas es un
poco ambigua y poco confiable.

Gracias a los avances en la biologia molecular se han desarrollado métodos de
identificacion y caracterizacién basados en el uso de marcadores moleculares
gue superan, en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los métodos
tradicionales. Esto ha permitido el desarrollo de metodologias rapidas, objetivas
y aplicables a un gran nimero de muestras, asi como, el disefio de primers
especificos, para la deteccion y caracterizacion de diversos hongos patdogenos
de plantas en cultivos de importancia econémica. Algunos de ellos son
Colletotrichum (Freeman y Rodriguez, 1995; Prusky et al., 2000; Alvarez et al.,
2002, Maharaj y Rampersad, 2011), Fusarium (Stewart et al., 2006) Aspergillus
(Batista et al., 2008), Alternaria (Kusaba y Tsuge, 1995) y levaduras (Vaughan-

Matrtini et al., 2005).

Una serie de técnicas moleculares de gran desarrollo en los ultimos veinte afios
permiten conocer la informacién genética que los organismos poseen. Dichas

técnicas se conocen en forma genérica como marcadores moleculares y



funcionan como sefialadores de diferentes regiones del genoma. Son
ampliamente utilizados en genética humana, vegetal, animal y microbiana.
Permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del DNA entre

dos individuos, modifiquen éstas o no su fenotipo.

2.3.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) es un método revolucionario que fue
desarrollado por Kary Mullis en 1985 (Weising et al., 2005). Se trata de una
tecnologia in vitro que se utiliza para sintetizar fragmentos especificos de DNA,
con la finalidad de detectar una secuencia o gen de interés a partir de una
muestra compleja. Para tal fin, se utiliza una polimerasa que puede actuar a
temperaturas muy elevadas ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus
gue vive a altas temperaturas (79 a 85 °C) (Valadez y Kahl, 2005).

La reaccion se lleva acabo con oligonucleétidos que contienen un grupo OH
extremo 3 libre, que es complementario con la cadena molde del DNA.

Los “oligos o iniciadores” funcionan como punto de inicio para la adicién de
nucledtidos y para copiar la cadena molde en el PCR. Una vez que el
oligonucledtido se une a su blanco, la DNA polimerasa puede seguir
extendiendo la hebra complementaria.

El nimero de copias del fragmento de DNA que se encuentra entre los dos
oligonucledtidos se amplifica de acuerdo con los ciclos de reaccion. Cada ciclo
de una reaccion de PCR consta de tres pasos (Edel, 2005; Valadez y Kahl,

2005).
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1.- Desnaturalizacion: separa mediante temperatura de 96 °C la molécula doble
de DNA a cadenas sencillas que serviran como moldes para la sintesis del
fragmento en estudio.

2.- Alineamiento: reconocimiento de las moléculas iniciadoras a la secuencia
blanco del DNA molde. Las moléculas iniciadoras pueden variar en longitud,
composicion de bases nitrogenadas y especificidad para aparearse con la
secuencia blanco y de esto depende la temperatura a utilizar. La temperatura
de alineamiento puede variar de 25 a 65 °C.

3.- Extension: en esta Ultima fase se hace una extension o alargamiento de la

molécula iniciadora mediante la enzima DNA polimerasa a 72 °C.

En la figura 2 se muestra la representacién grafica del proceso de PCR que
incluye un dltimo paso de extensioén final, en donde se completa la sintesis de
todos aquellos fragmentos que quedaron incompletos durante el termociclaje

(Vierstraete, 1999).

4to. ciclo
Gen c T Amplificacién exponencial
=———3enhaielo: P
4 e
—— 1 2do. ciclo
\\ ——{: _
. T o 'C:- B — 35 Ciclos
I 1er. Ciclo e |
Plantilla de DNA —_——
5 — 68 billones de
4 copias 8 copias 16 copias 32 copias copias

Fuente: Vierstraete, 1999.

Figura 2. Representacion grafica de la PCR.
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Tedricamente n ciclos de PCR permiten una amplificaciéon de 2" fragmentos de
DNA. Una reaccion de PCR suele llevar de 30 a 40 ciclos. Todos los
componentes estan presentes desde el inicio de la reaccion, y el procedimiento
de la amplificacibn es automatizado con programacion de calentamiento y

enfriamiento (Edel, 2005).

2.3.2 Espacio transcrito interno (ITS)

La region del espaciador interno transcrito (ITS), que se encuentra en el DNA
nuclear entre la zona de los genes ribosomales 18 y 28 S, es un marcador
genético versétil y se ha utilizado en los eucariotas, incluidos los organismos tan
diversos como los protozoos, plantas, vertebrados y hongos.

Dicho marcador es util para la construccion de arboles filogenéticos, la
estimacion de las estructuras genéticas de poblacion para evaluar los procesos
evolutivos a nivel de poblacion y en la determinacién de la identidad
taxonomica (Powers et al., 1997).

En la figura 3 se muestra la region espaciadora interna transcrita (ITS) del rDNA
nuclear que contiene dos regiones variables no codificadoras ITS-1 e ITS-2, que
se encuentran dentro de las repeticiones altamente conservadas de rDNA entre
la subunidad pequeiia (5.8S) y los genes que codifican para rRNA la subunidad

grande (LSU) y la subunidad pequeia (SSU).
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Figura 3. Region espaciadora interna transcrita.

Los genes del RNAr de los eucariontes conocidos como rDNA, se encuentran
como unidades repetidas que estan arregladas en tandem, localizados en sitios
del cromosoma conocidos como regiones del organizador nuclear (NORS)
conteniendo al menos 30000 copias por célula (Sharman et al., 2006; Baraket et
al., 2008).

La estructura del operon rDNA contribuye a su amplia aplicabilidad, se divide
en dominios que evolucionan a ritmos diferentes, por lo que esta regién puede
ser utilizada para tratar los problemas de diagndstico evolutivo en diferentes
niveles de divergencia. El rDNA es un componente repetitivo de la familia del
genoma de DNA nuclear, y la presencia de multiples copias de estos genes en
el genoma facilita la amplificacion por PCR. La diversidad intraespecifica en el
rDNA nuclear es comun en hongos.

En esta region, estudios de polimorfismo para varias especies fungicas han
mostrado que el rDNA nuclear es adecuado para el analisis de la relacion

genética a nivel de género y especie (Powers et al., 1997).
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2.3.3 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPS)

Los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion de DNA (RFLPs),
involucran la deteccion de un segmento especifico (marcador molecular) en el
DNA de estudio por hibridacién con un fragmento marcado radiactivamente de
secuencia complementaria al marcador (Valadez y Kahl, 2005).

La determinacion del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricciéon
consiste en la diferenciacion de los organismos por el analisis de los patrones
de ruptura que se generan en un sitio especifico del genoma, cuando es
cortado por enzimas de restriccion. De esta forma, en un gel de electroforesis
aparece un patrén de bandas polimorficas correspondientes a los fragmentos
de diferentes tamafnos, que se generan con el corte de cada endonucleasa.
Estos fragmentos polimérficos aparecen debido a que los organismos de
diferentes especies, e incluso cepas, difieren en la distancia de los sitios de
clivaje o corte para cada enzima de restriccion (Obrera, 2004).

Actualmente, el uso méas frecuente de los RFLP es una combinacion con la
PCR, conocida como RFLP-PCR. Con esta técnica se amplifican fragmentos
especificos del DNA por PCR y luego son tratados con endonucleasas de
restriccion para obtener los patrones especificos.

Las diferencias en las secuencias nucleotidicas de las diferentes especies
daran lugar a fragmentos de distintos tamafios que son examinados por
electroforesis. Los productos de la PCR del rDNA muestran elevada variaciéon

longitudinal para las diferentes especies (Gomes 2002; Obrera, 2004).
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2.3.4 Secuenciacion de acidos nucleicos

Los andlisis mas detallados de diferenciacion de DNA pueden obtenerse
secuenciando la regién de interés para diferentes individuos. Hasta hace poco
tiempo, el uso extenso de secuencias de DNA para los estudios de poblaciones
no habian sido practicos porque los fragmentos de DNA para cada individuo
tenian que ser aislados para construir librerias de DNA subgenémico después
de haber sido identificados por hibridizacién. Sin embargo, actualmente el uso
de secuencias es muy comun; se ha aplicado en analisis de genética de
poblaciones y problemas taxonémicos.

En el presente, la secuenciaciébn es un procedimiento es relativamente facil
gracias al desarrollo de equipos automatizados de electroforesis capilar. Estos
producen una serie de moléculas que difieren en longitud por un nucleétido,
indicando mediante fluorescencia la ultima base modificada adicionada en la
cadena, con la cual se determina la secuencia del fragmento original (Church,
2006). El método enziméatico propuesto por Sanger en 1980 fue el que se
consider6 para desarrollar esta estrategia con bastante eficiencia y consiste en
marcar el oligo cebador o los terminadores con un compuesto fluorescente y
activar la reaccion de secuencia.

Los productos de la reaccién se detectan directamente durante la electroforesis
al pasar por delante de un laser que al excitar los fluoréforos permite detectar la

fluorescencia emitida.
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3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

¢ |dentificar morfol6gica y molecularmente especies de hongos patégenos

asociados con sintomas de antracnosis en frutos de aguacate.

3.2 Objetivos Particulares:

e Caracterizar morfologicamente los hongos aislados de frutos de
aguacate en postcosecha.

e Utilizar PCR-RFLP para identificar las cepas aisladas.

e Secuenciar la region ITS (ITS 5HP-ITS 4B) de los aislamientos de

hongos de frutos de aguacate en postcosecha.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Coleccion de muestras
Se colectaron muestras de frutos de 12 variedades de aguacate (Persea
anmericana) con sintomas caracteristicos de antracnosis. El muestreo se
realiz6 en el banco de germoplasma de Coatepec de Harinas, Estado de
México.

Cuadro 1. Ubicacion de las variedades de aguacate procedentes del
banco de germoplasma de la fundacién Sanchez Colin

VARIEDAD PARCELA
Hass Jiménez Elfiltro
Bacon Cerca parcela filtro
Amarillo Entrada al rancho
Charly
Ariete Entrada al rancho

Sujeto 2PF2 Entrada al rancho

Colin V33 Terrazas uno
Sujeto 3 PF2 Entrada al rancho
Fuerte Punta A

Encinos Hilera camino
Pionero Vega 3

Reed Vega 3

55 PV2 Vega 3
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Los frutos traidos de campo se lavaron y se suspendieron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 min para desinfestarlos y después se
enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se secaron con papel estéril.
Se colocaron en camara humeda para facilitar el desarrollo del patégeno a
temperatura ambiente + 25 °C y se observaron diariamente durante 8 dias.

El aislamiento se realiz6, después de la incubacion, hasta que los frutos
presentaron sintomas de antracnosis asociados a lesiones oscuras y hundidas,
circulares o elipsoidales con grandes cantidades de esporas formando masas

compactas de color salmén, naranja o rosada como se observa en la Figura 4.

Figura 4. Fruto con sintomas de antracnosis
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4.2 Obtencion del patégeno

De cada uno de las 12 variedades de aguacate, se tomaron cinco trozos de
tejido sintomatico, se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5 % por 3 min,
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y secaron.

Los tejidos se sembraron en cajas petri con agar-papa-dextrosa (PDA,
DIFCO®) vy se incubaron a 27 °C por 5 d (Agrios, 2005).

La purificacion de los aislamientos se realiz6 mediante cultivos monoconidiales;
para los hongos que presentaron poca o nula esporulacion se utilizd la técnica
de punta de hifa. Los aislamientos se mantuvieron en cajas Petri con medio

PDA y se transfirieron a medio fresco aproximadamente cada tres semanas.

4.3 Caracterizacion morfolégica

Una vez purificados los hongos, se tomaron discos de medio de cultivo con
micelio (5 mm de diametro), se colocaron individualmente sobre placas de PDA,
se mantuvieron en camara de incubacion a 27 °C. De cada aislamiento se
registro la forma de crecimiento, presencia o ausencia de conidios y el tipo de
micelio. El color de cada aislamiento se midié directamente en caja petri con el

colorimetro Hunter Lab MiniScan XE Plus (45/0-l), usando la escala CIE Lab.
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El crecimiento micelial se midi6 diariamente hasta que el hongo llené la caja
Petri. Con los datos de crecimiento se realizaron regresiones lineales para la

obtencion de tasas de crecimiento micelial (TCM).

4.4 Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad de los aislamientos se realizaron en frutos de
aguacate de cada variedad. Se aplicoé tratamiento térmico a 53 °C por 3 min
para reducir la carga de contaminacién de campo.

Posteriormente se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 %
durante 5 min para desinfectarlos superficialmente, después se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril y se secaron con papel estéril. Cinco frutos se
inocularon por contacto directo en cuatro perforaciones realizadas entre el
exocarpio y mesocarpio, con la ayuda de una aguja de diseccibn a una
profundidad de 0.3 cm. La misma cantidad de micelio se colocé en cada una de las
perforaciones. Este procedimiento se realiz6 con cada uno de los hongos y se
mantuvo un tratamiento testigo (cinco frutos). Los frutos se colocaron en cdmara
hameda a 25 °Cz. El diametro y la profundidad del tejido infectado se midieron
a los 10 d y se hicieron reaislamientos en cultivo puro para su identificacion y

comprobar los postulados de Koch.

4.5 Caracterizacion molecular del patégeno

4.5.1 Extraccion de DNA
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El DNA se extrajo empleando el método de CTAB 2% (Weising et al., 2005),
con algunas modificaciones. Con la ayuda de una espatula se colect6 la mayor
cantidad posible de micelio y se transfiriéd a un mortero donde fue macerado con
nitrogeno liquido. La mezcla se transfirio a tubos Eppendorf de 2 mL, y se
agregd 1 mL de CTAB, se mezclo por inversion y se incubaron en bafio maria
por 90 min a 65 °C en agitacion constante. Posteriormente, a cada tubo se
agregaron 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclaron por
inversion durante 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugaron a 3500 rpm en una centrifuga Eppendorf a 4 °C por 10 min. El
sobrenadante formado se transfirid a un tubo nuevo cuidando de no romper la
interfase y se agregd 0.5 volumen de isopropanol frio, se mezclaron
suavemente por inversion y se incubaron a -20 °C por 1 h para que se
precipitara el DNA. Trascurrida la hora, los tubos con DNA precipitado se
centrifugaron a 13, 200 rpm por 30 min. El sobrenadante se decanto
cuidadosamente para no perder la pastilla formada.

La pastilla se lavo con 1 mL de etanol al 70 % y los tubos se centrifugaron por
8 min a 13, 200 rpm; esta actividad se repiti6 dos veces mas para aquellas
pastillas que presentaron residuos mucilaginosos.

Los tubos permanecieron invertidos al menos 30 min hasta que las pastillas se
secaron. Posteriormente, a cada tubo se le adicionaron 50 pL de agua estéril
grado HPLC y se mantuvo a 4 °C.

La calidad e integridad de DNA se determiné en geles de agarosa al (0.8 %). La
concentracion de DNA se determin6 con un espectrofotdmetro Nanodrop ND-

1000 (NanoDrop Tecnologies, Wilmington, DE, EUA). De cada muestra de DNA
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se hicieron diluciones para ajustar la concentracién a 20ng pL™ y realizar las

amplificaciones con PCR.

4.5.2 Amplificacion por PCR-RFLPs de laregion de ITS

Para realizar estudios de taxonomia vy filogenia de especies se han
desarrollado técnicas mediante el uso de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Estos estudios consisten en el analisis de un gen o de una
region del genoma, como el ITS que se encuentra repetidamente entre los
genes del RNA ribosomal de la subunidad mayor y menor del DNA nuclear.
Estas regiones pueden ser amplificadas mediante el uso de primers o
iniciadores universales o especificos.

Para la amplificacion de la region ITS se utilizaron los inicadores ITS 5HP (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) y NL4 (5'-

GGTCCGTGTTTCAAGACGG- 3)).
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Cuadro 2. Mezcla de PCR por muestra donde; 1. Concentracion del Stock
de cada uno de los reactivos empleados, 2. Volumen tomado del stock para
cada reactivo, 3. Total de cada concentracion presente en 25 pL de la mezcla
de reaccién, 4. Concentracion final de los reactivos en 25 pL, 5. Volumen de

reactivos para una reaccion de 12 muestras.

Reactivo []stock™ "1x® Total® | ] "12x’
Final*
Agua libre de nucleasas ----—---- 39 - 47.4
Buffer 10X 25 1X 30
Iniciador F 10 pM pL 2 20 pM 24
Iniciador R 10 pM pL 2 20 pM 24
dNTP’s 1 mM pL 5 200 pM 60
Mg Cl, 50 mM 1.25 2.5 mM 15
uL
Taq polimerasa 5UpuL 0.3 15U 3.6
DNA 20 ng pL 3 60 ng 36
Volumen total de reaccion 25 250

Las muestras se amplificaron en un termociclador automatico (GeneAmp PCR
System 9700 Applied Biosystems) con el siguiente programa: un ciclo inicial de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos (95 °C por 1 min; 58 °C por
1 min; 72 °C por 1.5 min), finalmente un ciclo de extension final de 72 °C por 10
min.

Los productos de la PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa

al 1.2% con amortiguador de corrida tris-acetato-EDTA (TAE) a 90V durante 45
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min; las imagenes fueron documentadas empleando el programa Quanty One
(BioRad).

Para caracterizar con RFLP los fragmentos de ITS de los hongos obtenidos
con el par de iniciadores IT5/NL4, se digirio el fragmento de 1200pb obtenido en
la PCR con las siguientes enzimas: Haelll (Fementas®), Hhal (Fementas®) y
HinfL (Fementas®), conforme las especificaciones del proveedor. Se utilizaron
10 pL de producto de PCR, 18 pL de agua libre de nucleasas, 2 pL de buffer R
y, por ultimo, 2 pL de la enzima correspondiente por muestra. Finalmente se
mezclaron suavemente e incubaron a 37 °C durante 24 hrs.

El producto de digestién se visualizd en geles de acrilamida en una camara
vertical C.B.S. Scientific CO® modelo MVG-216-33 con una fuente de poder E-C
Apparatus Corporations®, Modelo EC-105. Los cristales de la camara se
limpiaron con etanol al 70 % y papel Kim Wipes® procurando que no hubiese
residuo de ningun tipo, los cristales se emsablaron para formar el sandwich; dos
por camara. En un aplicador se midieron 22 mL de poliacrilamida (Acrilamida-
Bisacrilamida 29:1 [p/p] al 40 % [p/v], 11 mL de TBE 10X, 77mL de agua
destilada estéril, 65 uL de TEMED [N°, N°, N, N'- Tetramethylenediamine])
SIGMA® y 440 pL al 25 % de Persulfato de amonio (p/v) SIGMA®; la mezcla se
agitd manualmente por dos segundos y se agregé a los cristales hasta unos 4
cm antes del tope, se colocaron los peines de 50 pozos y enseguida se llenaron
los cristales cuidando que no quedara ninguna burbuja de aire.

Los cristales se ensamblaron a la camara 30 min después de la polimerizacion,

se agregod buffer de corrida TBE 1X, se retiraron los peines y se lavaron los
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pozos bombeando buffer de corrimiento. Posteriormente, los pozos se cargaron

con 5 uL de la reaccion. Las muestras se corrieron a 245 voltios por 1.20 hrs.

Figura 5. Montaje del gel de acrilamida al 8 %.

Una vez terminada la electroforesis, el gel se desmonté del sistema y se
sumergié durante 10 min en solucioén fijadora (etanol 10 %, acido acético 1 %)
en agitacion constante. Después, el gel se enjuagd con agua destilada estéril y
se adicioné la solucion de tincién (nitrato de plata 0.2%) durante 5 min.
Posteriormente se retird el nitrato de plata, se afiadié la solucién reveladora
(hidréxido de sodio al 3%) y 500 uL de formaldehido por cada 500 mL de
solucién, manteniendo el gel en agitacion hasta el revelado de bandas. Una vez
gue las bandas se visualizaron, el gel se sumergié nuevamente en la solucion
fijadora (Smabrook et al., 1989).

En los geles se incluyeron los marcadores de peso molecular de 100 pb
(invitrgen®) con la finalidad de estimar el peso molecular de los fragmentos de

digestion obtenidos.
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4.6 Secuenciacion de DNA

4.6.1 Limpieza de las amplificaciones

Para el proceso de secuenciacion, es necesario realizar la limpieza de las
amplificaciones que consiste en degradar los nucleétidos e iniciadores
remanentes de la PCR. Este proceso se llevé a cabo con la enzima EXO-SAP
(Shrimp Alakaline Phosphatase y Exonuclease 1) de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (Promega®), utilizando 2 pL de la enzima
ExoSAP-IT, y 5 uL producto de PCR. La mezcla se incub6 durante 15 min a 37
°C y posteriormente 15 min a 80 °C. Enseguida se cuantificd la concentracion

de DNA y se preparé una dilucién para lograr una concentracién 0.2 pg mL™

4.6.2 Reaccién de secuenciacion

Para la amplificacion de la region ITS 1, 5.8S e ITS2 se utilizaron los
iniciadores ITS 4B (5TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3) e ITS 5HP (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) que permitieron la obtencion de un
fragmento de 750 pb. la reaccion de secuenciacion se hizo con el Kit Terminator
Ready Reaction V3.1 (Applied Biosystems) con las especificaciones que se

muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Determinacion de la cantidad de reactivo utilizado en la
secuenciacion del gen ITS.

Reactivo Final 1x 0.25 x
Mezcla de reaccion 8 puL 2 uL
Terminato
Templado/ pGEM 10 ng/pL™ 1L 1 pL
Iniciador 0.8 pmol 4 uL 4 pL
Buffer 5x 3 uL 3 UL
Agua MiliQ 4 uL 10 pL
Volumen Final 20 pL 20 pL

Las condiciones de termociclaje fueron de un ciclo inicial de desnaturalizacion
inicial a 96 °C por 10 s, 35 ciclos (96 °C por 10 s; 50 °C por 5 s), finalmente, un
ciclo de extension final de 60 °C por 4min. Se empled el secuenciador 3130x

Applied Biosystems.

4.7 Analisis estadistico

4.7.1 Caracterizacion morfolégica

Las caracteristicas morfologicas y culturales de cada aislamiento como forma
de la colonia, color, tipo de micelio, tasa de crecimiento (TCM), patogenicidad y
reaislamientos positivos utilizados para comprobar los postulados de Koch, se
utilizaron para hacer un analisis de componentes principales con el objetivo de

transferir un problema de informacién estadistica muy compleja en otro
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equivalente pero mas manejable (pocas nuevas variables) sin pérdida

significativa de informacion.

El ACP comprende un procedimiento matematico que transforma un conjunto
de variables originales, o la matriz de varianzas-covarianzas en su defecto, en
un conjunto menor de variables no correlacionadas llamadas componentes
principales (CP). Estos componentes acumulan una parte de la varianza total;
entre mayor sea su valor propio describe mayor variabilidad, siendo el primer
componente el que mas variabilidad describe y asi subsecuentemente
(Jhonson, 1998). Este procedimiento es utilizado para datos cuantitativos y

mixtos.

4.7.2 Caracterizacién molecular

4.7.2.1 Analisis de los fragmentos obtenidos por RFLP-PCR
Los fragmentos obtenidos del marcador ITS del hongo se analizaron de
acuerdo con el método informado por Nufiez-Colin y Valadez-Moctezuma
(2010) mediante el software FreeTree con 500 remuestreos, el arbol conceso

se visualizé en Tree View (Page, 2001).

El remuestreo se empled con el objetivo de tener una mayor confiabilidad de los

agrupamientos generados en el dendrograma.
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4.7.2.2 Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de los genes empleados para cada
microrganismo, se editaron empleando los programas Finch Tv 1.4.0, Mega
4.1., que permiten alinear las secuencias obtenidas. Posteriormente se realizo
una comparacion con las secuencias reportadas en el GenBank mediante el
programa BLAST, se realizo0 un alineamiento de todas las secuencias, para
obtener como resultado una secuencia consenso.

El agrupamiento de las secuencias de los genotipos se realizO mediante el
programa MEGA 4 utilizando el coeficiente de similitud de Neightbor Joining o

vecino mas cercano.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Coleccion de las muestras por variedades y obtencion del
patdgeno
El patégeno se aisl6 de frutos con sintomas de antracnosis que presentaron las

caracteristicas que muestra la Figura 6.

Figura 6. Frutos de aguacate con sintomas de antracnosis.

Se registraron las caracteristicas culturales de cada aislamiento que se reportan

en la Figura 7.
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Variedad

Hass
Jiménez

Bacon

Amarillo
Charly

Ariete

Sujeto 2PF2

Colin V-33

Sujeto 3PF2

Fuerte

Fruto

Aislamiento

Caracteristicas culturales

Micelio blanco, con relieves, conforme
crece el micelio cambia a color verde y
forma masas de esporas color naranja.

Micelio de coloracibon amarilla, con
relieves.

Micelio aéreo de color verde obscuro de
crecimiento rapido

Micelio de color blanco y conforme crece
cambia a color amarillo

Micelio blanco aéreo con el crecimiento
cambia a color verde oscuro. De
crecimiento rapido.

Micelio blanco aéreo con el crecimiento
cambia a color verde oscuro. De
crecimiento rapido.

Micelio blanco aéreo con el crecimiento
cambia a color verde oscuro. De
crecimiento rapido.

Micelio de color amarillo, raso y con
relieves.

31



Encinos Micelio en forma de roseta de color
amarillo crecimiento lento

Pionero Micelio blaco aéreo con el crecimiento
cambia a color verde oscuro. De
crecimiento rapido

Reed Micelio de color rosado con relieves
circulares.

55PV2 Hongo de crecimiento lento, de color

rosado.

Figura 7.Coleccion de muestras de aguacate de diferentes variedades con sus
aislamientos y caracteristicas morfologicas.

5.2 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfologica se muestra en el Cuadro 4 de acuerdo a las
variables analizadas que presentaron las cepas aisladas de cada variedad
de aguacate.

Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas de los aislamientos obtenidas de
cada variedad de aguacate.
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. ) Tasa de  Patogenicidad Reaislamiento
Variedad de Forma de la Color de la Tipo de g

aguacate colonia colonia micelio crecimiento (%Qe postulados de
(cm/d) severidad) Koch
Hass Jiménez Radial Gris Aéreo 0.56 90 Positivo
Bacon Radial Salmoén Vegetativo 0.73 90 Positivo
Amarillo Charly Ramificada circular  Verde oscuro Aéreo 1.46 0 Positivo
Ariete Radial Amarillo Vegetativo 0.73 0 Negativo
Sujeto 2 PF2 Ramificada circular  Verde oscuro Aéreo 1.85 10 Positivo
Colin V-33 Ramificada circular Verde oscuro Aéreo 1.46 20 Negativo
Sujeto 3 PF2 Ramificada circular  Verde oscuro Aéreo 0.73 0 Negativo
Fuerte Radial Salmoén Vegetativo 0.73 20 Positivo
Encinos Radial Amarillo Vegetativo 0.52 0 Positivo
Pionero Ramificada circular  Verde oscuro Aéreo 1.46 80 Positivo
Reed Radial Rosa Vegetativo 0.91 15 Positivo
55 PV2 Radial Blanco Vegetativo 0.60 0 Negativo

5.3 Andlisis de componentes principales para las caracteristicas
morfolégicas de los hongos
Para realizar el analisis de componentes principales se obtuvo asi una
interpretacion mixta representada en el Cuadro 5. Las caracteristicas
fenotipicas se les asigné el digito 2 para representar la presencia del

caracter y el 1 para indicar la ausencia.
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Cuadro 5. Matriz de datos con variables morfolégicas de los aislamientos

Escala de color

Patogenicidad Postulados Prejema
Cepa Formade Tipode TCM' (% de de Koch 'ed' | a* b*

crecimiento® micelio® (cm)  severidad) conidia
1 1 1 0.56 90 2 2 3281 126 6.16
2 1 2 0.73 90 2 2 43.97 -2.82 16.34
3 2 1 1.46 1 2 1 526 2.03 243
4 1 2 0.73 1 1 1 66.75 -7.54 40.16
5 2 1 1.85 10 2 2 9.05 041 -941
6 2 1 1.46 20 1 1 29.47 2.13 6.39
7 2 1 0.73 1 1 1 4393 2.01 9.68
8 1 2 0.73 90 2 2 4581 -0.12 6.64
9 1 2 0.52 1 2 2 40.05 16.76 15.22
10 2 1 1.46 80 2 1 6.83 122 2.25
11 1 2 0.91 15 2 2 23.61 17.72 9.64
12 1 2 0.60 1 1 2 402 561 142

1Tasa de crecimiento micelial

? 1= radial, 2 = ramificada
1 = aéreo, 2 = vegetativo
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Aislamiento de la variedad Hass Jimménez
Aislamiento de la variedad Bacon
Aislamiento de la variedad Amarillo Chary
Aislamiento de la vanedad Anete
Aislamiento de la vanedad Sujeto 2PF2
Aislamiento de la variedad Colin V-33
Aislamiento de la variedad Sujeto 3PF2
Aislamiento de la vanedad Fuerie
Aislamiento de la vanedad Encinos
Aislamiento de la vaniedad Pionero
Aislamiento de la variedad Reed
Aislamiento de la variedad 55PV2

26.49%

(conidia y color)
-1 4

& e HE ISP CO4de

40. 38% forma y tipo de micelio.

Figura 8. Representacion grafica del analisis de componentes principales.

El primer componente principal estuvo representado por la forma y el tipo de
micelio ocupando el 40.38% de la varianza total. El segundo componente

estuvo constituido por la presencia de colonia y el color.

En la Figura 8 se aprecia claramente la formacion de tres grupos entre las
cepas, el primero (A) esta compuesto por los aislamientos de la variedad
Amarillo Charly, Sujeto 2 PF2, Colin V-33, Sujeto 3.PF2 y Pionero, quienes se
distinguen por presentar una forma de crecimiento ramificada circular y el

micelio aéreo. Estas cepas se muestran en la Figura 9 y presentan una
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coloracion blanca en los primeros dias de crecimiento y conforme se
desarrollan, el color que las caracteriza es el verde oscuro. Los aislamientos

que representan el grupo A de ACP se muestran en la Figura 9.

Figura 9. Cepas Yy conidas representantes del grupo A aislados de las

variedades 1.- Amarillo Charly, 2. Sujeto 2PF2, 3. Colin V-33, 4. Sujeto 3PF2 y

5. Pionero.

Este grupo (A) presenta escasa 0 nula esporulacion en medio PDA, ya que

tarda hasta 30 dias para producir algunas esporas.
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El segundo grupo (B) que se muestra en la Figura 10, se integra en su
mayoria de cepas con crecimiento radial y fueron aisladas de las variedades

Hass Jiménez, Bacon, Fuerte, Encinos, Reed, y 55-PV2.

Figura 10. Cepas representativas del grupo B a 8 d de crecimiento en PDA
aisladas de las variedades 1. Hass Jiménez, 2. Bacon, 3. Fuerte, 4. Encinos, 5.

Reed, y 6. 55-PV2.

Estas cepas presentan micelio vegetativo y presencia de conidos. Dentro de
este grupo se encuentra la cepa de Colletotrichum gloeosporioides
aislada de la Var. Hass Jiménez este hongo crece lentamente en medio PDA
(14 d) y coincide con lo reportado por Sreenivasaprasad Yy Talhinhas
(2005). De igual forma el hongo presenta una coloracidon blanca a gris
conforme se desarrolla, lo cual es reportado por Freeman et al. (1998) en
aislamientos de aguacate, en el cual los autores reportan que la forma y el
color entre especies de Colletotrichum pueden variar considerablemente y

sefala diferencias entre aislamientos de Colletotrichum acutatum de almendras
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de california, los cuales presentaban una coloracion roja a salmén al reverso
de la caja Petri. De acuerdo con lo anterior, la coloracibn es una
caracteristica morfolégica que puede causar confusion entre estas especies.

Los hongos aislados de las variedades que se encontraron en el grupo B
tienen una coloracion crema, a excepcién de las cepas aisladas de las
variedades Reed y 55 PV2 que presentan una coloracion rosada a lila
conforme se desarrollan. Los conidios presentes en este grupo se muestran en

la Figura 11.

Var. Bacon i Var. Fuerte:

Var. Reed Var. 55PV2

Figura 11. Conidias de ocho dias de crecimiento en PDA de la var. Hass

Jiménez, Bacon, Fuerte, Encinos, Reed, y 55PV2

El aislamiento de la variedad Hass Jiménez corresponde a Colletotrichum

gloeosporioides de acuerdo con las claves de Barnett y Hunter (1998).
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La cepa aislada de la Variedad Bacon es reportada como Fusarium, al igual
que los aislados de la variedad Fuerte y Reed de acuerdo con la forma de los
conidos.

Debido a la diferencia que existe entre conidios, asi como en el color del
micelio, se hizo necesaria la identificacion molecular para aquellas cepas que
s6lo desarrollaron micelio. El analisis de componentes principales nos mostro
dos grandes grupos que de acuerdo con sus caracteristicas se trata de dos
especies diferentes; no obstante, en el segundo grupo pudimos observar a
través de los conidios que dentro de esa agrupacion también hubo especies
diferentes.

Finalmente, sélo uno de los aislamientos se mantuvo separado se muestra en
la Figura 12. Este hongo forma el tercer grupo del ACP, cuyas caracteristicas
distintivas fueron coloracion amarilla, crecimiento radial y presencia de

conidios.

Figura 12. Cepa y conidia representativa del grupo 3 (C) con 8 d de crecimiento

en PDA aislada de la variedad Ariete.
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Las caracteristicas de la forma de crecimiento de la colonia y velocidad de
crecimiento no son lo mas satisfactorio para la descripcion de estas
especie debido principalmente a la variabilidad de estas caracteristicas en C.
gloeosporioides . Por lo anterior, se procedid a realizar la caracterizacion

molecular de las cepas.

5.4 Caracterizacién molecular

5.4.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA a través del método de CTAB presentd concentraciones
que variaron de 33.96 ng uL'l a 766.71 ng uL'l y la concentracion varié de

1.17 a 2ng uL'l. En la figura 13 se aprecia la electroforesis de la calidad del

DNA de los 12 aislamientos de los hongos fitopatégenos.
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Figura 13. Electroforesis en agarosa 0.8% de DNA de doce cepas de hongos
aislados de diferentes variedades de aguacate (1. Hass Jiménez, 2.
Bacon, 3. Amarillo Charly, 4. Ariete, 5. Sujeto 2PF2, 6. Colin V-33, 7. Sujeto 3

PF2, 8. Fuerte, 9. Encinos, 10. Pionero, 11. Reed, 12. 55PV2)

5.4.2 Amplificacion por PCR de laregion ITSy RFLPs

Los RFLPs han sido ampliamente utilizados para tipificar todo tipo de
microorganismos, ademas de la comparacion de especies (Abang et al., 2002;

Liu et al., 2011; Maharaj y Rampersad, 2011; Ramdeen y Rampersad, 2012).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1.2 % de los productos de ITS
amplificados con los iniciadores ITS5HP-NL4. Marcador de peso molecular
(MPM) de 1 Kb GeneRuler™, (1. Hass Jiménez, 2. Bacon, 3. Amarillo Charly,
4. Ariete, 5. Sujeto 2PF2, 6. Colin V-33, 7. Sujeto 3 PF2, 8. Fuerte, 9. Encinos,

10. Pionero, 11. Reed, 12. 55PV2)

La region ITS amplificada a partir de los 12 aislamientos de los hongos con los
iniciadores utilizados. En la Figura 14 se muestra que se amplificO un
fragmento de aproximadamente 1200 pb en todos los aislamientos.

Los patrones de restriccibn, generados a partir del fragmento ITS,
presentaron polimorfismos al cortarse con las enzimas (Hae Ill, Hha | y Hinf I)

que reconocieron y cortaron el DNA en secuencias muy especificas (sitios de
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restriccion), por lo que generaron fragmentos diferentes.

La variacion observada entre las muestras de DNA en el tamafio de los
fragmentos es lo que se conoce como RFLP yes una consecuencia de
los cambios heredables en el DNA como mutaciones puntuales que crean o
suprimen sitios de restriccién, los cuales pueden ser observados con
electroforesis.

La electroforesis es una técnica comunmente empleada para la separacion,
identificacion y purificacion de moléculas de acidos nucléicos. Se basa en el
hecho de que estas moléculas estan cargadas negativamente y migran hacia
el anodo en un campo eléctrico. La electroforesis del ADN usualmente
se realiza en una matriz de agarosa o poliacrilamida, inmersa en un buffer
salino que permita el establecimiento de un campo eléctrico (Paterson,
1996).

Los fragmentos de restriccion que generaron los RFLPs se observaron
facilmente en geles de acrilamida al 8 % en la Figura 15. Cada banda hace
referencia a un sitio especifico donde la enzima realiza el corte del fragmento

ITS.
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Figura 15. Fragmentos de restriccion producidos por los cortes de las enzimas
Hae Ill Hha | y Hinf |. Los carriles de los extremos corresponden al marcador de
peso molecular de 100pb de Fermentas®. (1. Hass Jiménez, 2. Bacon, 3.
Amarillo Charly, 4. Ariete, 5. Sujeto 2PF2, 6. Colin V-33, 7. Sujeto 3 PF2, 8.

Fuerte, 9. Encinos, 10. Pionero, 11. Reed, 12. 55PV2).

Los fragmentos localizados en la elipse de cada enzima de la figura 14
corresponden a las misas cepas que conforman el grupo A del analisis de
componentes principales y muestran perfiles muy parecidos. Se infiere que
pudiera tratarse de la misma especie. Cada gel nos muestra cortes a
diferentes tamarios, lo cuales al sumar los de una misma cepa, nos da un
aproximado de 1200 pb en adelante, los se muestran en el Cuadro 6, 7y 8

de acuerdo al tipo de enzima.
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Cuadro 6. Tamaro estimado en pares de base (pb) de los cortes realizados por

la enzima Hae Il

Genotipo Marcadores de Hae Il Tamafio de

a b c d e f g fragmeno
1. Hass Jimenez 290 250 190 175 160 150 1215
2.- Bacon 310 250 190 170 150 140 130 1340
3.- Amarillo Charly 550 170 135 130 85 1070
4.- Ariete 250 195 190 175 170 140 130 1250
5.- Sujeto 2PF2 550 175 140 130 90 1085
6.- Colin V-33 550 175 140 130 90 1085
7.- Sujeto 3PF2 550 175 140 135 95 1095
8.- Fuerte 330 250 200 180 175 135 125 1395
9.- Encinos 450 420 180 175 1225
10.- Pionero 550 175 150 140 95 1110
11.- Reed 390 190 180 175 170 150 1255
12.- 55PV2 330 250 205 195 180 175 150 1485

Durante la electroforesis, los fragmentos de menor tamafio corren mas
rapidamente que los fragmentos mayores y de este modo la posicion relativa

de los fragmentos en el gel depende del tamafio de los mismos.
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Cuadro 7. Tamafo estimado en pares de base (pb) de los cortes
realizados por la enzima Hha I.

Genotipo Marcadores de Hha | Tamafio de
fragmeno
a b c d e f g h

1. Hass Jimenez 600 190 180 170 1140
2.- Bacon 400 380 180 95 85 70 1210
3.- Amarillo Charly 400 350 240 190 175 90 70 1515
4.- Ariete 400 250 190 185 180 170 1375
5.- Sujeto 2PF2 400 360 240 175 1175
6.- Colin V-33 400 240 190 175 90 70 1165
7.- Sujeto 3PF2 400 240 190 175 90 80 1175
8.- Fuerte 380 350 280 190 180 80 1460
9.- Encinos 360 275 210 190 130 1165
10.- Pionero 400 240 190 175 90 80 1175
11.- Reed 600 350 250 1200
12.- 55PV2 380 360 280 190 180 95 90 80 1655
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Cuadro 8. Tamafo estimado en pares de base (pb) de los cortes
realizados por la enzima Hinf I.

Genotipo Marcadores de HinF| Tamafio de
fragmeno
a b c d e f

1. Hass Jimenez 400 320 300 200 190 20 1430
2.- Bacon 400 300 255 250 20 1225
3.- Amarillo Charly 500 400 250 50 40 20 1260
4.- Ariete 350 300 200 195 1045
5.- Sujeto 2PF2 500 400 250 50 40 20 1260
6.- Colin V-33 500 400 250 50 40 20 1260
7.- Sujeto 3PF2 500 400 250 50 40 20 1260
8.- Fuerte 400 300 290 270 250 20 1530
9.- Encinos 550 400 185 170 120 20 1445
10.- Pionero 550 400 250 50 40 20 1310
11.- Reed 410 400 310 1120
12.- 55PV2 400 300 270 185 20 1175

El mas amplio uso que se le ha dado a la técnica de RFLP ha sido en estudios
de identificacion y filogenia, utilizando la region del rDNA 5,8S y los

espaciadores transcritos internos ITS 1 e ITS 2 (5,8S - ITS).

La region 5.8S es codificadora y conservada, muestra baja variabilidad
intraespecifica que no permite la delimitacion entre cepas de una misma
especie; sin embargo las zonas de los ITS que flanquean el gen 5.8S, son dos
regiones no codificantes e hipervariables que permiten el reconocimiento a

nivel interespecifico (ver Figura 3).
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Para tener mayor confiabilidad en los grupos conformados por los RFLPs, los
datos de la matriz binaria se remuestrearon 500 veces (bootstrap) con el
software FreeTree. El remuestreo de los datos genera seudo muestras que son
evaluadas en alineamientos secuenciales. Durante el remuestreo se toman al
azar columnas o variables del alineamiento hasta alcanzar la longitud del
alineamiento original; de esta manera algunas columnas o filas apareceran en
mas de una ocasién, mientras que en otras no apareceran en los remuestreos
individuales. Normalmente se recomienda remuestrear al menos 100 veces,
dependiendo del nimero de muestras a evaluar y la longitud del alineamiento.
En este caso, las muestras estan representadas por la cantidad de individuos y
el numero de bandas de DNA (marcadores) de cada individuo; mientras que la
longitud del alineamiento corresponde al tamafio de la matriz original; es decir,
namero de bandas por numero de individuos. Si se tiene mas de 100 bandas o
100 individuos, se recomienda hacer por lo menos 1000 remuestreos; es decir,
se va remplazando cada vez una variable y se vuelve a construir el
dendrograma, y en los arboles obtenidos se representa el porcentaje de
variacion respecto al dendrograma original con todas las variables, pudiendo
tener diagramas de consenso (Nufiez-Colin y Valadez-Moctezuma, 2010). El

dendrograma obtenido se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Dendrograma obtenido con el método de remuestreo bootstrap del
software Free Tree a partir del perfil de restriccion generado con PCR-RFLP de

la regidén de ITS de las 12 cepas de hongos fitopatdgenos.

D 4’7 1

La caracterizacion genotipica con RFLPs de los doce aislamientos de
aguacate utilizando el fragmento ITS permitié formar 4 grupos (A, B, C y D); el
primero estuvo conformado por los aislamientos 5 (Sujeto 2PF2), 6 (Colin V-
33), 3 (Amarillo Charly), 10 (Pionero) y 7 (Sujeto 3 PF2) que coinciden con las
caracteristicas del analisis morfolégico y presentan un coloracion verde
oscura, micelio aéreo y crecen en forma ramificada con una tasa de
crecimiento micelial en promedio de 1.39 cm por dia, es decir presentan un

crecimiento rapido a comparacion de los demas aislamientos.
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El segundo grupo estuvo formado por los aislamientos 2 (Bacon), 4 (Ariete), 1
(Hass Jiménez) y 11 (Reed), estos coinciden en la forma de crecimiento radial
y en la presencia de conidios abundantes; sin embargo difieren en color entre
cepas; el hongo 2 presenta una coloracion crema con formacién de acervulos a
los 12 dias de crecimiento, el hongo 1 es de coloracion blanquecina y
conforme se va desarrollando se oscurece y toma una coloracion gris; el
hongo 4 es de coloracion amarilla y a diferencia del analisis morfolégico que no
pertenecio a ningun grupo, aqui se encuentra asociada al segundo grupo. El
tercero estuvo compuesto por las cepas 12 (55PV2) y 8 (Fuerte), que crecen
de forma radial pero difieren en coloracion la cepa 8 presenta una coloracion
cremosa y la 12 una coloracion rosa. Finalmente a la cepa 9 (Encinos) que no
se agrupa directamente con otra cepa, pero que se relaciona con el segundo
y tercer grupo; esta cepa tiene forma de crecimiento radial y coloraciéon

amarilla y difiere incluso morfolégicamente de todos los demas.

5.5 Analisis de secuencias

Aunque los RFLP proporcionaron informaciéon confiable y agruparon los
aislamientos con mayor precision respecto al analisis morfologico; la
secuenciacion fue el ultimo paso de la caracterizacion molecular de los
aislamientos en el estudio, y permitio conocer la especie a la cual pertenecen

cada uno de los hongos postcosecha encontrados en frutos de aguacate.
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Los resultados de cada secuencia son proporcionados en diferentes archivos:
AB1, pdf, txt, scf y phd. Si embargo, se utilizaron aquéllos con extensién AB1 y
txt el primero muestra un electroferograma (Figura 17) y el segundo

corresponde a la lectura de bases que realiz6 el secuenciador.

Tl FinchTV - SEC_DO2_004_sequencing TTS12R_3013.07-12.sh1 =@ =]
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Figura 17. Electroferograma generado con el secuenciador 3130x

Applied Biosystems.

El Sistema Applied Biosystems 3130 es un Analizador Genético de DNA
mediante electroforesis capilar totalmente automatico desde la carga de la

muestra hasta su analisis. El sistema dispone de un sistema automético de
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llenado y alineamiento de los cuatro capilares, de inyecciéon automatica y de
software de andlisis especifico. Los electroferogramas obtenidos se analizaron

y se alinearon para secuencia consenso que se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Secuencia consenso de DNA de los aislamientos

Con esta informacion se realizé una comparacion en el BLAST (Altschul et

al; 1997) del  National Center for  Biotechnology Information

(NCBI), Bethesa, Maryland, USA (http://www.ncbi.nim.nih.gov) que

dio como resultado cuatro especies diferentes, que se muestran en el Cuadro

9.
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Cuadro 9. . Relacién de secuencias reportadas en el NCBI para los aislamientos

de aguacate con sintomas de antracnosis.

Aislamiento
/variedad de % de
aguacate Accesion Descripcién reportada en el NCBI Similitud

Bacon JX270181.1 Fusarium cf. solani 23879 93
Amarillo Charly EU856062.1 Neofusicoccum arbuti isolate B62-07 99
Ariete FJ904831.1 Glomerella cingulata strain Gr212 96
Sujeto 2 PF2 FJ478128.1 Fusarium solani strain xsd08086 99
Colin V-33 EU856062.1 Neofusicoccum arbuti isolate B62-07 99
Sujeto 3 PF2 EU856062.1 Neofusicoccum arbuti isolate B62-07 99
Fuerte EU750678.1 Fusarium sp. 08025 98
Encinos EF031114.1 Fungal sp. W262 100
Pionero EU856062.1 Neofusicoccum arbuti isolate B62-07 99
Reed FR731133.1 Fusarium oxysporum 1166 99
55 PV2 AF178399.1 Fusarium sp. NRRL 22178 99

Finalmente, el resultado obtenido de las secuencias de ITS (5.8S e ITS2) de
cada uno de los hongos aislados muestran informacion relevante respecto a
las 11 cepas consideradas, formando cuatro grupos diferentes. El primero
compuesto por Fusarium con una lectura promedio de 500pb y este a su vez
con tres especies que son Fusarium solani, Fusarium oxysporumm y Fusarium
sp. El segundo integrado por el género Neofusicoccum arbuti con un total de
cuatro aislamientos y una lectura promedio de 510 pb en cada secuencia. El
tercero compuesto sélo por un aislamiento de la especie Glomerella cingulata
y por altimo un aislamientos de la especie Fungal sp con lecturas promedio de

450 pb y 510 pb, respectivamente, en cada secuencia.
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Con la finalidad de comparar esta informacion se realizO un dendrograma

(Figura 19) con las secuencias de

los tres primeros grupos de los

aislamientos por especie y se compar6 con secuencias del GenBank.

Neofusicoccum arbuti isolate

Neofusicoccum arbuti isolate(2)
0i|194595456|gb|EU856060.1|_Neofusicoccum_arbuti_
0i|194595458|gb|EU856062.1|_Neofusicoccum_arbuti_
0i|194595457|gb|EU856061.1|_Neofusicoccum_arbuti_
gi|350997641|gb|HQ529770.1|_Neofusicoccum_arbuti_
0i|350997640|gb|HQ529769.1|_Neofusicoccum_arbuti_
0i|350997640|gb|HQ529769.1|_Neofusicoccum_arbuti_
0i|350997642|gb|HQ529771.1|_Neofusicoccum_arbuti_
Neofusicoccum arbuti isolate(4)

0i|295855245|gb|GU441599.1|_Neofusicoccum_arbuti_

Neofusicoccum arbuti isolate(3)

gil[417353551|gb|JX573321.1|_Fusarium_oxyspc

gi|417353533|gb|JX573318.1|_Fusarium_oxyspc
Qgi|387158723|gb|JQ723752.1|_Fusarium_oxysp
gi|348161199|gb|IN624908.1|_Fusarium_sp._S:¢

Fusarium oxysporum

Fusarium cf. solani

Fusarium sp.

Glomerella cingulata strain
gi|[407955649|dbj|AB712253.1|_Glomerella_ci
gi|399763317|gb|JQ716996.1|_Glomerella_cit

r Fusarium sp

I Fusarium solani

| gi|399223666|gb|JX010223.1|_Glomerella_cingulata_1

| gi[399223667|gb|JX010224.1|_Glomerella_cingulata_1
0i|399223668|gb|JX010225.1|_Glomerella_cingulata_{

Figura 19. Filograma construido con el coeficiente de similitud Neighbor joining

utilizando secuencias de ITS de los genotipos de Fusarium sp, Fusarium solani,

Fusarium oxysporum, Neofusicoccum arbuti, Glomerella cingulata y Fungal sp.

aislados de aguacate.
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Los resultados de secuenciacion de la zona ITS de los hongos aislados de
frutos de aguacate fueron contrastantes respecto a lo que se esperaba.
Tedricamente, se esperaba aislar especies del género Colletotrichum o
variantes del mismo como los agentes causales de los sintomas de antracnosis
en los frutos; sin embargo, el filograma generado, asi como el respectivo
alineamiento blast en el GenBank indican que los hongos pertenecen a
diferentes especies, tales como Neofusicoccum arbuti, Fusarium sp. , Fusarium
solani, Fusarium oxysporum y Glomerella cingulata, pero no Colletotrichum.
Investigaciones previas realizadas por diferentes investigadores indican que
los hongos aislados e identificados en esta investigacion son causantes de
enfermedades relacionadas con pudriciones. En California se reportan
especies causantes de cancro en aguacate pertenecientes a la familia de
Botryosphaeriaceae como Neofusicoccum australe, lateo N., N. parvum,
Neofusicoccum sp., Aesculi Fusicoccum y Dothiorella ibérica (Eskalen
y McDonald, 2011).

Moral et al., (2010), reporta que Neofusicoccum pertenece a la familia de
Botryosphaeriaceae y se trata de patdgenos comunes que causan pudricién
en frutas y muerte regresiva en las plantas lefiosas. El analisis de secuencias
pertenecientes a N. arbuti, especies aisladas de las variedades de aguacate
Amarillo Charly, Sujeto 3PF2, Colin V-33 y Pionero, muestran un 100 % de

homologia con la base de datos del GenBank (HQ5229770) por McDonald y
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Eskalen  (2011). Estos investigadores mencionan  especies de
Botryosphaeriaceae asociadas con chancros en ramas de aguacate en
California. De la misma manera presenta una homologia del 100 % con las
secuencias reportadas por Espinoza et al.,, (2009) quienes reportan que
Especies Neofusicoccum se encuentran asociados con cancro del tallo y
muerte regresiva de arandanos en Chile.

Otra de las secuencias analizadas es la de Fusarium, que también se
encuentra relacionadas con podredumbres y cancro. Ceja et al. (2000)
encontr6 a Fusarium esquiste, F. oxysporum y F. solani como especies
responsables de lesiones en los troncos de aguacate que producen manchas
oscuras y presencia de polvo blanco en la superficie. ElI analisis de la
secuencia de F. oxysporum aislado de la variedad de aguacate Reed, mostré
100 % de homologia con las accesiones JX573321.1 y JX573318.1 reportadas
en el GenBank por Sun y Guo (2012) que corresponden a aislamientos de
hongos endofitos en las raices de plantas de rosmarnifolia en Guangdong
provincia de China. Asi mismo, F. oxysporum también presenta una
homologia del 100% respecto a la accesion JQ723752.1 reportada por Eskalen
et al. (2012) asociados a la muerte regresiva en aguacate en California. Este
estudio revela que el hongo es transmitido por un insecto vector (Euwallacea

fornicatus) y provoca la muerte en arboles de aguacate.
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Otro de los aislamientos fue G. cingulata estado telemorfo de C.
gloeosporioides , el cual ha sido asociado con infecciones quiescentes y
enfermedades en postcosecha sobre frutos tales como el aguacate, mango,
papaya, maracuya, guayaba, granadilla, citricos, manzana y uva (Peres et al.,
2005). Colletotrichum gloeosporioides y C. acutatum pueden causar también
pudricion peduncular, solo o en asociacidon con otros hongos (Ochoa et al.,
2007), por lo que se infiere que los aislamientos de fusarium estaban
asociados en los frutos estudiados. Zauberman y Schiffmann (1975)
reportaron a F. solani en frutos de aguacate causando infeccion durante el
proceso de maduracion, lo que provocaba que la tasa de respiracion de la fruta
se elevara y aumentara también la produccion de etileno.

Lo reportado anteriormente deja ver que los hongos identificados en esta
investigacion han sido reportados previamente y de forma general en el arbol
de aguacate. La importancia de nuestro estudia radica en que estas diferentes
especies de hongos se aislaron e identificaron de frutos de aguacate en
postcosecha; lo que nos deja ver en primera estancia, que los sintomas de
antracnosis, causados por Colletotrichum, son similares a los que otras

especies de patdégenos pueden ocasionar y que son facilmente confundibles.
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En segundo lugar, las descripciones morfolégicas o culturales de los hongos
fitopatdbgenos en ocasiones puede no ser una fuente confiable para la
identificacion de especies, si no mas bien es un complemento en el proceso de
identificacion.

Otro factor muy importante es la evaluacién de la patogenicidad de los
aislamientos ya que F. solani y Fusarium. sp aislados de las variedades de
aguacates Bacon y Fuerte, asi como N. arbuti aislado de la variedad Pionero
presentan un porcentaje de severidad de 90 y 80 %, respectivamente. Esto
sugiere que la forma en que actuan dichos hongos es degradando la pared
celular a través de la secrecién de enzimas y al igual que género de
Colletotrichum causan perdida total de los frutos cuando son infectados.
Cabe mencionar que el banco de germoplasma de donde provienen los
frutos es utilizado para conservar especies de aguacate y no es tratado con
productos quimicos. Esto permite que los patégenos presentes en el cultivo
mantengan baja la actividad de sus genes de resistencia a los productos
quimicos y mantengan todos sus genes de virulencia o patogenicidad activos;
es decir, que estos hongos tienen la capacidad de infectar facilmente el fruto
por si mismos o actuar en conjunto con otros hongos. De acuerdo con los
resultados, las especies de hongos aisladas son agresivos en frutos (por los
dafios que causaron en los frutos de aguacate durante el experimento de los

Postulados de Koch); asi como que en otras partes del arbol.
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En el presente trabajo se utilizaron especies diferentes de aguacate; de las
cuales se aislaron diferentes hongos; sin embargo, para poder confirmar lo
anterior es necesario considerar genes especificos asociados a la patogénesis
y evaluarlos en las diferentes partes de la planta, para obtener informacion
relacionada y confiable sobre la forma en que actian estos hongos
fitopatdgenos.

Por otro lado, el conocimiento de la presencia de hongos diferentes a
Colletotrichum, causantes de problemas en la sanidad en frutos de aguacate
postcosecha nos ayudard a desarrollar medidas de control mas especificas,
pues no hay seguridad de que los métodos actuales, para proteger a los frutos
en condiciones de anaquel, sean suficientes para controlar a los hongos

identificados.
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6.- CONCLUSIONES

Las especies de hongos fitopatdgenos de mayor importancia en el
banco de germoplasma fueron Colletotrichum gloeosporioides ,
Glomerella cingulata; Fusarium (Fusarium sp., F. solani y F. oxysporum)

y Neofusicoccum arbuti.

Las especies caracterizadas pertenecen a un grupo de
patdogenos causantes de pudriciones en pre y postcosecha de aguacate
causando sintomas parecidos en el desarrollo de fruto y en las partes

del arbol.

La caracterizacion morfologica de las cepas aisladas coincidio con las
distinciones a nivel molecular de las mismas; sin embargo, la primera no
fue confiable para la identificacion de especies debido a que algunos
caracteres morfologicos son muy variables y se ven influenciados por el

medio ambiente.
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Las especies aisladas e identificadas presentan la misma capacidad de
patogenicidad que Colletotrichum gloeosporioides reportado como

causante de antracnosis.

El andlisis de componentes principales permitio asociar a los hongos
de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas y se relacioné con los

grupos formados con los marcadores RFLP.

Las técnicas moleculares fueron de gran utilidad para la identificacion
en lo particular con las cepas de Neofusicoccum ya que son cepas de

hongos que presentan escasa esporulacion.

La secuenciacion de DNA permiti6 asociar y hacer homologias de
parentesco con especies reportadas en otras partes del mundo y en
diferentes cultivos cantidades escasas. En lo particular con las cepas

de Neofusicoccum son hongos que presentan escasa esporulacion.

La secuenciacion permitd asociar y hacer homologias de parentesco
con especies reportadas en otras partes del mundo y en diferentes

cultivos.
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