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Obtencion de plantas de aguacate (Persea americana Mill.) libres del

moteado cloroético de hoja de aguacate

Obtaining avocado plants (Persea americana Mill.) free of avocado leaf

chlorotic mottle

Nery Javier Zapata-Montes! y Alejandro F. Barrientos-Priego?.

RESUMEN

México es el primer productor y exportador de
aguacate en el mundo; en 2017 produjo mas del
50 % de la fruta consumida a nivel mundial;
desde los 90's se ha observado moteado
clorético de hoja en plantaciones de aguacate.
En 2008 en Costa Rica, se identifico a Xylella
fastidiosa como el causante de sintomas
similares al indicado. Dada su importancia
econdmica, se planted la presente investigacion
teniendo como objetivos: obtener plantas de
aguacate (Persea americana Mill.) libres de
sintomas de moteado clordtico de hoja de
aguacate mediante termoterapia, determinar
mediante PCR, la presencia de X. fastidiosa en
plantas de aguacate con sintomas de moteado
de hoja, determinar si el moteado de hoja se
transmite por injerto. Resultados. Al injertar
vareta sana en planta enferma, ‘Hass’ presenté
90 % de hojas enfermas con alta severidad (80-
90 %), sintomas similares fueron observados en
campo, concluyendo que estos son transmitidos
por medio de injerto. Los iniciadores RST31,
RST33, XF1-F, XF6-R, 272-1-int, 272-2-int y
HL5, HL6 arrojaron resultados negativos en la
deteccion de X. fastidiosa. Al realizar
aislamiento, identificacion y patogenicidad de
microorganismos fitopatdgenos asociados al
moteado clorético de hoja de aguacate, se
obtuvo en medio PDA y Agar nutritivo cuatro
bacterias de diferente coloracion (blanca, rosa,
amarilla y naranja).

ABSTRACT

Mexico is the first producer and exporter of
avocado in the world; in 2017, it produced more
than 50% of the fruit consumed worldwide; since
the 90’s leaf chlorotic mottle has been observed
in avocado plantations. In 2008 in Costa Rica,
Xylella fastidiosa was identified as the cause of
symptoms similar to those indicated. Given its
economic importance, the present investigation
was proposed with the following objectives:
Obtaining avocado plants (Persea americana
Mill.) free of avocado leaf chlorotic mottle
symptoms by thermotherapy, determining by
PCR, the presence of X. fastidiosa in avocado
plants with leaf mottle symptoms, determine if
leaf mottle is transmitted by grafting. Results
When grafting healthy budwoods into a diseased
plant, ‘Hass’ presented 90% of diseased leaves
with high severity (80-90%), similar symptoms
were observed in the field, concluding that the
symptoms are transmitted by means of grafting.
The primers RST31, RST33, XF1-F, XF6-R,
272-1-int, 272-2-int and HL5, HL6 produced
negative results in the detection of X. fastidiosa.
When carrying out isolation, identification and
pathogenicity of phytopathogenic
microorganisms associated with the chlorotic
mottle of avocado leaf, four bacteria of different
coloration (white, pink, yellow and orange) were
obtained in PDA and nutritive agar.



Se presento la bacteria Clavibacter spp, con
colonias pequefias de crecimiento lento,
mucoides, convexas de color amarillo al naranja
incluso, rosas o rojas. Pruebas de patogenicidad
en tabaco mostraron que la bacteria blanca y
amarilla fueron mas patogénicas con sintomas a
partir de 19 dias después de inoculacién hasta
causar la muerte 34 dias después. La prueba de
patogenicidad in vivo en plantas de aguacate
resulté en mayor patogenicidad de bacteria de
colonia color blanco con sintomas a partir de 55
dias con maxima expresion de sintomas a 80
dias después de la inoculacion.

La termoterapia aplicada en este estudio bajo
condiciones de invernadero de cristal resulté en
98 % de plantas sin sintomas de moteado
clordtico de hoja. Al realizar el andlisis de
varianza, se obtuvo que F calculada es igual a
4.171 y con un a =0.05 se obtuvo una F de tabla
de 4.17, por lo tanto, como F calculada es mayor
que la F de tabla se rechaza la hipétesis nula y
se concluye que los tiempos de exposicién
afectan de manera significativa a la eliminacién
de sintomas de moteado clorético de hoja de
aguacate en ‘Duke 7'.

Con los datos del andlisis de varianza se calcul6
la T (0.05) = 0.056, y la diferencia de las medias
de los dos tratamientos = 0.42; como regla de
decision tenemos que el valor 0.42 > 0.056, por
lo tanto, las medias de los dos tratamientos son
significativamente diferentes y ademas la
exposicién de las plantas con sintomas de
moteado a una temperatura de tres horas dio
mejores resultados en cuanto al control del
moteado con un promedio de 72 % de
disminucién de severidad a comparacion del
tratamiento de hora y media con promedio de 30
% de disminucion de severidad de moteado de
hojas.

The bacterium Clavibacter spp was presented,
with small colonies of slow growth, mucoid,
convex from yellow to orange, even pink or red.
Tests of pathogenicity in tobacco showed that
white and yellow bacteria were more pathogenic
with symptoms from 19 days after inoculation to
cause death 34 days later. The in vivo
pathogenicity test in avocado plants resulted in
greater pathogenicity of white colony bacteria
with symptoms as of 55 days with maximum
expression of symptoms at 80 days after
inoculation.

The thermotherapy applied in this study under
glasshouse conditions resulted in 98% of plants
without leaf chlorotic mottle symptoms. When
performing the analysis of variance, it was
obtained that F calculated is equal to 4.171 and
with an a = 0.05 a table F of 4.17 was obtained,
therefore, since F calculated is greater than the
table F, the null hypothesis is rejected and it is
concluded that the times of exposure affect in a
significant way the elimination of symptoms of
avocado leaf chlorotic mottle in ‘Duke 7°.

With the analysis of variance data, the T (0.05)
=0.056 was calculated, and the difference of the
means of the two treatments = 0.42; as a rule of
decision we have the value 0.42 > 0.056,
therefore, the means of the two treatments are
significantly different and also the exposure of
plants with mottle symptoms at a temperature of
three hours gave better results in terms of control
of the mottled with an average of 72 % decrease
in severity compared to the treatment of an hour
and a half with an average of 30 % decrease in
severity of leaf mottling.



Las plantas en caAmara de ambiente controlado,
disminuyeron la severidad en 70 % en hojas
viejas y desarrollaron hojas nuevas sin
presencia de moteado clorético a partir de 8 a 10
semanas después de efectuada la termoterapia.
Bajas temperaturas (-2 °C), no eliminaron el
sintoma, pero atenuaron su severidad
Conclusiones. Los sintomas de moteado en
hojas de aguacate no son causados por X.
fastidiosa. El factor que causa los sintomas de
moteado de la hoja es transmitido por injerto. La
termoterapia en seco es un método eficaz para
eliminar los sintomas del moteado clorotico de
hoja en plantas de aguacate.

Palabras clave: PCR, transmision por injerto,

patogenicidad, termoterapia.

1 Tesista
2 Director

The plants in a controlled environment chamber
reduced severity by 70 % in old leaves and
developed new leaves without presence of
chlorotic mottle from 8-10 weeks after the
thermotherapy. Low temperatures (-2 °C), did
not eliminate the symptom, but attenuated its
severity Conclusions The symptoms of mottle on
avocado leaves are not caused by X. fastidiosa.
The factor that causes the symptoms of mottling
of the leaf is transmitted by grafting. Dry
thermotherapy is an effective method to
eliminate the symptoms of leaf chlorotic mottle in
avocado plants.

Key words: PCR, graft
pathogenicity, thermotherapy.

transmission,



INTRODUCCION GENERAL

El aguacate (Persea americana Mill.) es parte de la familia Lauraceae, y esta distribuida
ampliamente en el mundo, especialmente en Asia y América (Galindo Tovar et al., 2011).
Se considera que el género incluye al menos 150 especies distribuidas principalmente en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Gutiérrez-Diez & Mayek-Pérez, 2014).
Casi todos los miembros reconocidos del subgénero Persea ocurren primariamente en la
misma region: desde la parte central de México, a través de Guatemala hasta gran parte
de Centroamérica (Sanchez-Pérez, 1999). México es el centro de origen del aguacate, la
evidencia mas antigua del consumo de esta fruta data de 10,000 afios a.C. y fue
encontrada en una cueva en Coxcatlan, Puebla. El aguacate se originé en las partes altas
del centro y este de México, asi como en las partes altas de Guatemala. Esta misma
region esta incluida en lo que se conoce como Mesoamérica, regién que también se
considera el area donde se domestic6 el aguacatero. A la fecha se conocen tres razas
de aguacate: Mexicana, Antillana y Guatemalteca (Barrientos-Priego & Lb6pez-Lopez,
2000). Estas razas se clasificaron como variedades botanicas: P. americana var.
drymifolia (Mexicana), P. americana var. americana (Antillana), P. americana var.

guatemalensis (Guatemalteca) (Barrientos-Priego & Lopez-Lépez, 2000).

La importancia socioecondmica del aguacate se deriva del beneficio econémico que
genera entre productores, comercializadores, industrializadores y consumidores
(Gutiérrez-Diez & Mayek-Pérez et al., 2014). El cultivo y comercializacion del aguacate
genera 47,000 empleos directos y 70,000 empleos estacionales, equivalente a 10.5

millones de jornales anuales (Téliz & Mora, 2007).



De acuerdo con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA, 2018), la venta de aguacate mexicano al mundo de enero a
noviembre del afio 2017 superd los 2710 millones de délares y represento casi 46 % del
valor de las exportaciones globales. Dada su gran importancia socioecondémica se han
estudiado las enfermedades principales que afectan a este cultivo, estas enfermedades
pueden llegar a afectar la produccion hasta un 14 % y reducir la calidad de la fruta en 10
% (Andrés-Agustin et al., 2014), las principales enfermedades estudiadas son la tristeza
del aguacatero, “sunblotch” y antracnosis, entre otras. Actualmente esta tomando
importancia la enfermedad del moteado clorético de la hoja de aguacate, en un inicio se
pensaba que eran deficiencias nutricionales (Hernandez-Valdés et al., 2012), sin
embargo, en los afios 90°s el Dr. Michael W. Borys y Alejandro. F. Barrientos-Priego
(comunicacion personal) en un vivero en Chiapas observaron que el moteado de hoja se
transmitié a plantas sanas por medio de la injertacion, por lo que se sospechd de un
patdgeno causante de dicha enfermedad, por lo tanto debe estudiarse su agente causal

y su patogenicidad.

La propagacion comercial de cultivares de aguacate generalmente es realizada a través
de injertos de pua sobre portainjertos de pie franco, obtenidos de semillas (Campos-Rojas
et al., 2012). La injertacion puede transmitir enfermedades si no se tiene los cuidados y
técnicas correctas para eliminar los patdégenos que pueda traer consigo. Existen técnicas
como la termoterapia que han dado resultados positivos en eliminar patdgenos. La
termoterapia consiste en someter las plantas o partes de ellas a tratamientos térmicos
gue destruyan o disminuyan la velocidad de reproduccion de los patdégenos sin matar la

planta.



Este método ha sido eficaz en erradicar a Candidatus liberibacter en citricos (Fan et al.,
2016), y Phytophthora cinnamomi en semillas de aguacate (Zentmyer et al., 1958; Durbin

et al., 1957), entre otros patdgenos.

La comercializacion nacional e internacional del aguacate esta condicionada al
cumplimiento de las normas oficiales fitosanitarias NOM-066-FITO-2002
(Especificaciones para el manejo fitosanitario y movilizacion del aguacate) y NOM-069-
FITO-1995, para el establecimiento de zonas libres de plagas (Téliz & Mora, 2007). De
tal forma que se debe tomar en cuenta el cumplimiento de estas normas oficiales y el
producto a comercializar debe provenir de plantas libres de cualquier enfermedad que
represente un peligro para la produccion de aguacate tanto a nivel nacional como

internacional.



OBJETIVOS GENERALES

Obtener plantas de aguacate libres del moteado clorético de hoja mediante

termoterapia fisicas.

Determinar mediante PCR, la presencia de Xylella fastidiosa en plantas de

aguacate afectadas con el moteado de hoja.

Determinar si es transmisible el moteado de hoja mediante el injerto.

Aislar e identificar microorganismos fitopatdgenos asociados al moteado clorético

de hoja de aguacate.

Determinar patogenicidad de microorganismos fitopatbgenos asociados al

moteado clorético de hoja de aguacate.

Determinar la eficacia de la termoterapia para la erradicacion del moteado

clorético en hoja de aguacate.



HIPOTESIS GENERALES

Es posible obtener plantas de aguacate libres del moteado clorético de hoja de

aguacate mediante termoterapia fisicas.

La bacteria Xylella fastidiosa no est4 presente en plantas de aguacate afectadas

con el moteado de la hoja.

El moteado de hoja de aguacate es transmisible mediante el injerto.

Los microorganismos fitopatégenos asociados al moteado clorético de hoja de

aguacate son patogénicos.

La termoterapia es eficaz en la erradicacion de los sintomas del moteado de la

hoja de aguacate.
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CAPITULO |

Xylella fastidiosa NO ES CAUSANTE DEL MOTEADO DE HOJA DE AGUACATE
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RESUMEN

México es el primer productor y exportador de aguacate en el mundo; en 2017 produjo
mas del 50 % de la fruta consumida a nivel mundial. Desde los 90°s se ha observado
moteado clorético de hoja en plantaciones de aguacate y por varios afios se considero
como una deficiencia nutrimental. En 2008 en Costa Rica, se identificd a Xylella fastidiosa
como el causante de sintomas similares a los observados en México. Dada su
importancia econdmica, se planted la presente investigacion con los objetivos siguientes:
determinar mediante PCR, la presencia de X. fastidiosa en plantas de aguacate con
sintomas de moteado de hoja y determinar si el factor causante de la enfermedad se
transmite por injerto. Al injertar vareta sana en planta enferma, ‘Hass’ present6 90 % de
hojas enfermas con alta severidad (80 a 90 %), con sintomas similares observados en
campo, concluyendo que el factor causal es transmitido por medio del injerto. Para la
deteccion de la bacteria se utilizaron los iniciadores RST31, RST33, XF1-F, XF6-R, 272-
1-int, 272-2-int y HL5, HL6. Todas las reacciones arrojaron resultados negativos en la
deteccién de X. fastidiosa, concluyendo que los sintomas de moteado en hojas de
aguacate no son causados por X. fastidiosa, descartando su presencia. Es necesario
continuar con el estudio de esta enfermedad para determinar el agente causal y mantener

vigilancia para determinar su avance y su impacto econémico.

Palabras clave: Persea americana Mill.; PCR; transmision por injerto; enfermedad.
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XYLELLA FASTIDIOSA IS NOT CAUSING THE AVOCADO LEAF CHLOROTIC
MOTTLE

ABSTRACT

Mexico is the first producer and exporter of avocado in the world; in 2017, it produced
more than 50 % of the fruit consumed worldwide. Since the 90s leaf chlorotic mottle has
been observed in avocado plantations and for several years it was considered as a
nutritional deficiency. In 2008 in Costa Rica, Xylella fastidiosa was identified as the cause
of symptoms similar to those observed in Mexico. Given its economic importance, it was
proposed this investigation with the following objectives: to determine by PCR, the
presence of X. fastidiosa in avocado plants with symptoms of leaf mottle and to determine
if the factor causing the disease is transmitted by grafting. When grafting healthy budwood
in diseased plant, ‘Hass’ showed 90 % of diseased leaves with high severity (80 to 90 %),
with similar symptoms observed in the field, concluding that the causal factor is
transmitted by grafting. For the detection of the bacterium the primers RST31, RST33,
XF1-F, XF6-R, 272-1-int, 272-2-int and HL5, HL6 were used. All reactions produced
negative results in the detection of X. fastidiosa, concluding that the symptoms of mottling
of leaves on avocado are not caused by X. fastidiosa, discarding its presence. It is
necessary to continue with the study of this disease to determine the causal agent and to

maintain vigilance to determine its progress and its economic impact.

Keywords: Persea americana Mill.; PCR; transmission by graft; disease.
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INTRODUCCION

México es el primer productor y exportador de aguacate del mundo; en el afio 2017
produjo 1,997,629 toneladas del fruto, mas del 50 % de la fruta consumida a nivel
mundial, en forma permanente aporta 400,000 empleos, y en las empacadoras 95 % de
los trabajadores son mujeres (SIAP, 2018). De acuerdo con la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2018), la venta de
aguacate mexicano al mundo en el periodo de enero a noviembre del afio 2017 superé
los 2,710 millones de dolares y representd casi 46 % del valor de las exportaciones

globales.

Dada su gran importancia econdmica para el pais se han estudiado las enfermedades
principales que afectan las plantaciones de aguacate como la tristeza del aguacatero,
“sunblotch” y antracnosis, estas enfermedades han sido ampliamente estudiadas
conociéndose su desarrollo y su manejo. Desde hace décadas se ha presentado en
plantaciones de varios estados, un moteado clorético en las hojas, el cual era relacionado
comunmente con deficiencias nutrimentales (Hernandez-Valdés, Aguilar-Campoverde,
Aguilar-Taylo & Pérez-Sanchez, 2012), sin embargo, en los afios 90s el Dr. Michael W.
Borys y Alejandro. F. Barrientos-Priego (comunicacion personal) en un vivero en Chiapas
observaron que el moteado de hoja se transmiti6 a plantas sanas por medio de la

injertacioén, por lo que se sospech6 de un patégeno causante de dicha enfermedad.

Sintomas similares fueron observados por Montero-Astla et al. (2008) en plantaciones

de aguacate asociadas con café y citricos en Costa Rica, al estudiarlos encontraron a
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Xylella fastidiosa afectando el xilema de las plantas, por lo que presentaron el primer

reporte de esta bacteria en arboles de aguacate en Costa Rica.

Esta bacteria es una de las mas estudiadas, presenta una amplitud de hospedantes con
mas de 340 especies (EPPO, 2004) y actualmente provoca grandes pérdidas en el cultivo
de olivo en Europa (Loconsole et al., 2014) siendo una gran amenaza para cultivos de
gran importancia econémica como el aguacate en México, es por tal razén que se plante6
el presente estudio de investigacion con los siguientes objetivos: Determinar mediante
técnica molecular de PCR, la presencia de Xylella fastidiosa en plantas de aguacate
afectadas con el moteado de la hoja, determinar si es transmisible el factor que produce

el moteado de hoja mediante el injerto.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio de investigacion se llevo a cabo en los invernaderos de la Academia
de Fruticultura ubicados en el campo experimental Xaltepa del Departamento de
Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo, Texcoco, Estado de México en los afios

2015y 2016.

Transmision de la enfermedad a plantas sanas mediante injerto de varetas

provenientes de plantas enfermas

Se colectd en agosto de 2015 y marzo 2016, vareta de ‘Hass’ con sintomas de moteado
clorético en hoja, las plantas seleccionadas estan establecidas en la Fundacién Salvador
Sanchez Colin-CICTAMEX, S.C., Coatepec Harinas, Estado de México. Se injertaron en
200 portainjertos de cuatro meses de emergidos y completamente sanos derivados de
semilla de ‘Don Cris’, para determinar la transmision de la enfermedad por medio del
injerto; se utilizaron tijeras de podar y navajas, desinfectando con cloro al 8 % al realizar
cada corte, el riego se realiz6 segun necesidad de la planta utilizando riego por aspersion

automatizado.

Transmision de la enfermedad de plantas enfermas a varetas provenientes de

plantas sanas

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con tres tratamientos que son los injertos de

varetas ‘Hass’, ‘Colin V-33’ y ‘Encinos’ provenientes de plantas sanas.
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Se consideré cada rama injertada como la unidad experimental, se establecieron 16
repeticiones por tratamiento dando un total de 48 unidades experimentales; los
portainjertos utilizados fueron ‘Duke 7’ con sintomas de moteado clorético de hoja, se
realizaron tres injertos de enchapado lateral por cada planta para probar igualdad de
condiciones para cada uno de los injertos y determinar la susceptibilidad hacia la
enfermedad de las variedades injertadas. Se aplicaron medidas de desinfeccion de

herramientas con cloro al 8 % después de realizar cada corte con las herramientas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Extraccién de acidos nucleicos

Se utilizé el método de extraccion Dellaporta, Wood & Hicks (1983) y CTAB (Doyle &
Doyle, 1990), con algunas modificaciones. Se eligieron plantas de ‘Hass’, ‘Duke 7’ y ‘Filtro
8’ por presentar sintomas mas acentuados, de ellos se tom6 muestras de la vena central
de las hojas afectadas por el moteado y peciolo, asi como ramas de plantas pequefas
de cuatro meses de edad, se lavo las muestras con alcohol al 70 % y se escurrié en papel
secante, se peso en balanza analitica de 0.3 g, se coloco el tejido en un mortero estéril y
congelado a ultra baja temperatura( -60 °C). Se adicion6 nitrogeno liquido y se triturd la
muestra hasta obtener una consistencia de polvo, este se depositd en un tubo estéril de
microcentrifuga de 1.5 mL, en el cual, previamente se habia colocado 600 pl, del
amortiguador de extraccion (Polivinilpirrolidona al 2.5 %, 20 ul de 2-mercaptoenanol en

10 pl de amortiguador), precalentado a 65 °C.
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El tubo con la muestra pulverizada y el amortiguador de extraccién se coloc6 a 65 °C y
se dejé 20 min, se retird del “termoblock” y se dejoé enfriar, para luego centrifugarse a
21,000 xg, durante 10 min. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo estéril de
microcentrifuga de 1.5 ml y se agreg6 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), y
se agité por 2 min. Se centrifugd a 12,000 xg durante 5 min, se separo la fase acuosa
(superior) y se colocé en otro microtubo y se agregé 500 pl de isopropanol frio (-20 °C) y
se agitoé por inversion suave hasta obtener el precipitado que corresponde a los acidos
nucleicos. Se coloco a -20 °C durante 30 min, se centrifugd a 12,000 xg por 5 min y se
decanto el sobrenadante cuidadosamente para no perder el precipitado y se dej6 escurrir
sobre una toalla sanita, luego se agregd 700 ul de amortiguador cloruro de sodio-tris
(hidroximetil) aminometano- acido etilendiamino tetraacético (STE), se dejo toda la noche

a 4 °C para que se disolvieran los acidos nucleicos.

El proceso continué agregando 4 pl de RNasa, para eliminar ARN y se mezclo
suavemente colocandose a 37 °C por 30 min, al cumplirse el tiempo se adicion6 70 ul de
acetato de sodio 3 My 700 ul de isopropanol frio (-20 °C), se agitd por inversion hasta
obtener el precipitado de ADN, este se coloc6 a -20 °C durante 30 min, se continud
centrifugando a 8,000 xg durante 10 min, se decantd cuidando de no perder el ADN, se
adicion6 500 ul de etanol al 70 % (grado reactivo), se agitdé para disolver sales, se
centrifugd nuevamente a 8,000 xg durante 10 min, se decantd y escurrié sobre una toalla
sanita, se dejo secar el microtubo en “termoblock” a 40 °C por 10 min. La pastilla seca se
disolvi6 en 50-100 pl de amortiguador Tris (hidroximetil) aminometano-acido

etilendiamino tetraacético (TE) y se guardo a en refrigeracion a 4 °C hasta su analisis.
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Verificacion de la integridad de los acidos nucleicos extraidos

Se prepard un gel de agarosa al 2 % en amortiguador tris (hidroximetil) aminometano-
acetato-acido etilendiamino tetraacético 1X y se dejo solidificar por 20 min. Al lograr la
consistencia deseada se procedié a cargar el ADN, lo cual se realiz6 con la mezcla de 4
Ml de amortiguador de carga (“loading buffer” 1X) con 10 pl de las extracciones obtenidas
y se coloco en el gel sumergido en amortiguador tris (hidroximetil) aminometano-acetato-
acido etilendiamino tetraacético 0.25X. Se corrio la electroforesis a 100 volt por 40 min.
Transcurrido el tiempo se retiré de la camara de electroforesis el gel y se procedio a tefir
en bromuro de etidio por 15 min. El paso final fue observar la integridad de los acidos

nucleicos en transluminador de luz ultravioleta.

Cuantificacion de ADN utilizando espectrofotometria

Se utiliz6 un Nanodrop (Thermo Scientific), se colocé 3 ul de ADN sobre la platina del

Nanodrop y se bajé el pedestal luego se procedié a determinar la calidad y cantidad de

ADN en el espectrofotometro, para verificar que la calidad de la muestra se encontrara

entre 1.8 y 2.0 Nm.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen enddgeno 16S

Se realizd con la finalidad de verificar que el ADN esté libre de inhibidores (Trejo-
Saavedra, Rodriguez-Negrete & Rivera-Bustamante, 2015), y asi tener un resultado mas
fiable al realizar la deteccion de Xylella fastidiosa por medio de PCR, para lo cual se

calcularon las respectivas concentraciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentraciones de reactivos para la PCR de gen enddgeno 16S.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final Volumen por tubo
Amortiguador 10X 1X 0.5 MI
MgCl, 50 mM 1.5 mM 1.5 L
dNTP’s 10 mM 200 uM 1.0 uL
16s1 10 pmoles/uL 20 pmoles 2.0 uL
16s2 10 pmoles/uL 21 pmoles 2.0 yL
Taqg polimerasa 5 U/uL 1.5 U/uL 0.3 uL
ADN 50 - 100 ng 2.0 pL
Agua grado PCR 36.2 uL
Volumen Final 50.0 L

Se utilizaron iniciadores especificos para cloroplasto (gen enddégeno) los cuales
amplifican una region del gen ribosomal 16S generando un producto de 315 pares de

bases (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Secuencia de iniciadores para la amplificacion del gen endégeno 16S (Trejo-

Saavedra et al., 2015).

Iniciadores Secuencia (5-3") Fragmento pares de bases (pb)
16s1 TGAGAATGGATAAGAGGCTC 315
16s2 TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG

Se procedi6 a preparar la mezcla maestra de PCR, sobre hielo y en campana de flujo
laminar. Se tomo alicuota de 48 pL de la mezcla de reactivos en tubos de PCR estériles,
previamente etiquetados, se adiciond 2 yL del ADN de la muestra y los controles de la
reaccion de PCR (control positivo y negativo), se introdujo la muestra en el termociclador
automaético (Eppendorf Mastercycler Mod. 5331) y el programa de acuerdo con el Cuadro
3.

Cuadro 3. Programa de temperaturas para PCR del endégeno 16S.

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 1.5 min 1
94 °C 40 seg
55°C 40 seg 35
72 °C 1 min
72 °C 3 min 1

Luego de sacar los tubos del termociclador (reaccion de PCR), se tomaron 7 uL del
producto de PCR y se mezclaron con 3 pL de buffer de carga sobre papel parafilm, estos
se depositaron en los pozos del gel de agarosa al 2 % sumergido en amortiguador Tris

(hidroximetil) aminometano-acetato-Acido etilendiamino tetraacético 1X.
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Se corrié la electroforesis por 40 min a 100 volt y se procedié a observar sobre un
transluminador de luz UV un fragmento de 315 pares de bases y se tomo la fotografia

correspondiente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccidon de Xylella fastidiosa.
Para el procedimiento se utilizaron los reactivos en las concentraciones indicadas en el
Cuadro 4. Las mismas concentraciones de reactivos fueron empleadas para los
iniciadores XF1-F, XF6-R y HL5, HL6. Para obtener la concentracion final a 4X, 8X, etc.,

se multiplicé el numero de muestras a evaluar por la concentracion final 1X.

Cuadro 4. Concentraciones de reactivos para la PCR con iniciadores RST

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final Volumen por tubo
Buffer 10X 1X 2.5 Ml
MgCl, 50 mM 1.5 mM 0.75 L
dNTP’s 500 uM 200 M 10 pL
RST31 10 mM 0.2 uM 0.5uL
RST33 10 mM 0.2 Mm 0.5 L

Taq polimerasa 5 U/uL 1 U/uL 0.3 pL

DNA 20uL
Agua grado PCR 8.55 uL
Volumen Final 25.0 uL
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Para realizar la deteccion de X. fastidiosa, se utilizaron los iniciadores RST, estos han
sido empleados por varios autores para detectar la enfermedad de Pierce en vid
(Minsavage, Thompson, Hopkins, Leite & Stall, 1994) (Cuadro 5), los iniciadores XF para
especies no relacionadas con el cultivo de vid (Firrao & Bazzi, 1994), y los iniciadores HL
disefiados por Francis, Lin, Cabrera-La Rosa, Doddapaneni & Civerolo (2006), para una
mayor sensibilidad en la deteccion de enfermedades: Pierce’s Disease (vid), Clorosis
Variegada de los Citricos (CVC), Quemado de hojas en Almendro (Prunus amygdalus) y

adelfa (Nerium oleander).

Cuadro 5. Secuencia de iniciadores para la deteccion de Xylella fastidiosa.

Iniciadores Secuencia (5°-3") Fragmento (pb)
RST31 GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGA 733
RST33 CACCATTCGTATCCCGGTC
XF1-F CAGCACATTCGTAGTAATAC 404
XF6-R ACTAGGTATTAACCAATTGC

272-1-int CTGCACTTACCCAATGCATCG 500
272-2-int GCCGCTTCGGAGAGCATTCCTS3
HL5 AAGGCAATAAACGCGCACTA 221
HL6 GGTTTTGCTGACTGGCAACA

Después de calcular las concentraciones de los reactivos para la PCR se preparo la
mezcla maestra, sobre hielo y en la campana de flujo laminar. Se tomo alicuota de 23 uL

de la mezcla de reactivos en tubos de PCR estériles, previamente etiquetados.
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Se coloco 2 uL del ADN de la muestra y los controles de la reaccion de PCR (control
positivo y negativo), se introdujo la muestra en un termociclador automatico (Eppendorf
Mastercycler Mod. 5331) y se programo con las temperaturas reportadas por Loconsole

et al. (2014) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Programa de temperaturas para PCR con iniciadores RST31, RST33, HL5,

HL6 para la deteccién de Xylella fastidiosa.

Temperatura  Tiempo Ciclos
95 °C 5 min 1

94 °C 30 seg

55°C 30 seg 35

72 °C 40 seg

72 °C 7 min 1

Se realizé PCR utilizando los programas para el termociclador reportados por Firrao &
Bazzi (1994) para los iniciadores XF1-F, XF6-R (Cuadro 7) y 272-1-int y 272-2-int,

reportados por Pooler, Myung, Bentz, Sherald & Hartung (1997) (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Programa de temperaturas para PCR con iniciadores XF1-F, XF6-R (Firrao &

Bazzi, 1994).

Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 1 min 1
94 °C 45 seg

50 °C 30 seg 30
72 °C 30 seg

72 °C 10 min 1
25°C 1 min 1

Cuadro 8. Programa de temperaturas para PCR con iniciadores 272-1-inty 272-2-int

(Pooler et al., 1997)

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 4 min 1
94 °C 1 min

60 °C 1 min 35
72 °C 1.5 min

72 °C 5 min 1

Al terminar la reaccion de PCR, se tomaron 7 pL del producto de esta y se mezclaron con
3 yL de amortiguador de carga sobre papel parafilm, estos se depositaron en los pozos
del gel de agarosa al 2 % en amortiguador Tris (hidroximetil) aminometano-acetato-Acido
etilendiamino tetraacético 1X. Se corrié la electroforesis por 40 min a 100 volt y se

procedié a observar el producto de la electroforesis sobre un transluminador de luz UV.
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Se uso6 un control positivo de Xylella fastidiosa en vid proveniente del Comité de Sanidad
vegetal de Querétaro (CESAVEQ), con el que se realiz6 PCR con los iniciadores

utilizados en esta investigacion.
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RESULTADOS |

Transmision de sintomas de moteado clorotico a plantas sanas mediante injerto

Tres meses después de realizado el injerto de las varetas provenientes de arboles con
sintomas de moteado clorético de hoja sobre plantas sanas se observé el 100 % de
mortalidad de las varetas y la afectacion del portainjerto con una muerte descendente
afectando al 100 % de estos (Figura 1). La afectacion de los patrones no es algo comun
al realizar injertos en plantas de aguacate por lo que se considera que el o los posibles
patdgenos presentes en las varetas se transmitieron hacia el portainjerto ocasionando su

pérdida total.

Figura 1. Muerte de vareta ‘Hass’ proveniente de arboles con sintomas de moteado de
hoja y muerte descendente del portainjerto de aguacate ‘Don Cris’ de cuatro meses de

edad.
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Transmision de moteado cloroético del portainjerto a varetas sanas de aguacate

Se presentd un 13 % de sobrevivencia de los injertos, de estos el 67 % fueron ‘Colin V-
33, ‘Hass’ un 33 % y los ‘Encinos’ no sobrevivieron. En la Figura 2 se aprecia ‘Colin V-
33’ que muestra un 5 a 10 % de hojas con sintomas de moteado en un nivel muy bajo (1

a 2 %) de severidad en comparacién con los sintomas de ‘Hass’ (Figura 3).

Figura 2. Injertos ‘Colin V-33’ con sintoma del moteado transmitido por una planta

enferma.

Figura 3. Injerto ‘Hass’ con sintoma caracteristico del moteado transmitido por una planta

enferma.
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‘Hass’ presentd 90 % de hojas con sintomas de moteado, a un nivel muy alto, 80 a 90 %
de severidad (Figura 3), similares a los observados en campo y de donde se han
colectado varetas con sintomas para otros experimentos, probando de esta manera que
el factor que causa el moteado de la hoja es trasmitido a las varetas sanas y de esta

forma se presenta el sintoma en los nuevos brotes de la vareta injertada.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del gen endégeno 16S con 315 pares de bases (Trejo-Saavedra et al.,
2015), demostré que no existen inhibidores en el ADN obtenido de plantas de aguacate
con sintomas de moteado en las hojas ni contaminantes en la reaccion (Figura 4) y por
lo tanto se puede realizar PCR para detectar el posible patégeno causante de la

enfermedad.

Gen 165
Amplificado

300

200

1NN

Figura 4. Amplificacion de gen 16S en aguacate con sintomas de moteado clorético de

hoja.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion de Xylella fastidiosa

Todas las reacciones dieron resultados negativos (Figura 5, 6 y 7) en la deteccion de
Xylella fastidiosa en las plantas de aguacate analizadas con sintomas de moteado

clorético en las hojas.

Figura 5. PCR con iniciadores XF1-F, XF6-R para la deteccién de Xylella fastidiosa en

muestras de aguacate con sintomas de moteado clorético de hoja.

El Cuadro 9 muestra los resultados de las reacciones de PCR realizadas utilizando los

iniciadores XF1-F, XF6-R; RST31, RST33; 272-1-int, 272-2-int y HL5, HL6.

31



Cuadro 9. Resultados obtenidos de la PCR con diferentes iniciadores que detectan

Xylella fastidiosa

Iniciador Identificacion Identificacion Enfermedades Referencias
positiva negativa

XF1-F X No relacionadas con Firrao & Bazzi (1994)

XF6-R Pierce’s Disease

RST31 X Pierce’s Disease Minsavage et al.

RST33 (1994)

272-1-int X Todas las especies de Pooler et al. (1997)

272-2-int X. fastidiosa

HL5 X Pierce’s Disease, Francis et al. (2006).

HL6 Clorosis variegada de

los Citricos, quemado
de hojas en almendro y

adelfa

El control positivo de Xylella fastidiosa que se uso6 es una clona que solamente amplifica

con los iniciadores HL5, HL6 (Figura 7) presentando una banda de 221 pares de bases,

las demas muestras no amplificaron con los iniciadores ni mostraron bandas definidas

(Figura 6), como en el control positivo. Esto indic6 que los protocolos y procedimientos

realizados en las reacciones de PCR fueron aplicados de manera correcta, dando pauta

para confirmar que no es Xylella fastidiosa la que causa el moteado clorético en las hojas

de las plantas de aguacate de este estudio.
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Figura 6. PCR con iniciadores RST31, RST33 y 272-1int, 272-2int para la deteccion de

X. fastidiosa en muestras de aguacate con sintomas de moteado de hoja.

Control Positivo
- ]| X. fastidiosa
221 ph

300
200
100

Figura 7. PCR con iniciadores HL5, HL6 para la deteccion de X. fastidiosa en aguacate

con sintomas de moteado de hoja y control positivo de X. fastidiosa en vid.
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DISCUSION

Conforme a los resultados obtenidos se pudo comprobar que el patbgeno que causa el
moteado clorotico de la hoja de aguacate se transmite por medio de injerto, tal como ha
sido reportado en citricos para el caso de CVC causado por Xylella fastidiosa (He et al.,
2005), y que para el caso de injertacion de vareta infectada con el patdgeno sobre
portainjertos muy jovenes (4 meses de edad) result6 incluso con la muerte de estos. De
acuerdo a Sanderlin (2005) las plantas de semilla son mas susceptibles (88 %) al ser

inoculadas con Xylella fastidiosa que las variedades (44 %).

De las pruebas de transmision de planta con sintomas a injerto sano, se estudio la posible
susceptibilidad de tres variedades con contraste en dimensiones de elementos de vaso
con la idea de que al tener elementos de vaso mas estrechos como es el caso de ‘Colin
V-33’ (Reyes-Santamaria, Terrazas, Barrientos-Priego & Trejo, 2002), podriamos pensar
en que la posible bacteria no podria moverse libremente. ‘Colin V-33' resulté menos
afectado con el moteado clorético de aguacate conforme a lo obtenido, mientras que
‘Hass’ fue muy afectado, esto tal vez sea explicado por el hecho de que tenga los
elementos de vaso muy anchos comparado con otros genotipos (Reyes-Santamaria et

al., 2002).
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Los autores Firrao y Bazzi (1994), Minsavage et al. (1994), Lin & Walker (1997), Pooler
et al. (1997), Hopkins & Purcell (2002), Francis et al. (2006), Janse & Obradovic (2010),
entre otros, han basado sus estudios en el desarrollo de protocolos y métodos
moleculares para la deteccion de la bacteria Xylella fastidiosa en diferentes cultivos (vid,
citricos, almendro, adelfo, etc.), mismos que han sido aplicados a cultivos como el olivo
en Europa (Loconsole et al., 2014), cultivo de papa con sintomas de punta morada en
México (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2009), existiendo asociacion de Xylella fastidiosa con
esta enfermedad y en todos estos estudios han obtenido resultados positivos en la
deteccidn de esta bacteria, dichos protocolos se aplicaron en la presente investigacion,
donde los resultados obtenidos son fiables y permiten descartar la presencia de Xylella
fastidiosa en las muestras con sintomas de moteado clorético de hoja del aguacate. Por
lo tanto, queda pendiente aislar el posible patbgeno que causa el moteado de hoja del

aguacate y verificar mediante infeccién artificial si se replican los sintomas.

Para corroborar los resultados obtenidos en esta investigacion, se enviaron muestras de
plantas de aguacate ‘Duke 7’ con presencia de moteado clorético al Laboratorio de
Diagnostico Integral Fitosanitario (LADIFIT) del Colegio de Posgraduados, para deteccion
de Xylella fastidiosa y del viroide de la mancha de sol del aguacate (Avocado Sunblotch
Viroid, ASBVd) por medio de PCR. Los resultados obtenidos de las reacciones de PCR
en LADIFIT fueron negativos en ambos casos comprobando asi que no esta presente

Xylella fastidiosa en las plantas de aguacate con sintomas de moteado clorotico de hoja.
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CONCLUSIONES

La enfermedad del moteado clorético de la hoja de aguacate es transmisible por medio

de injertos, donde ‘Hass’ es fuertemente afectada.

La bacteria Xylella fastidiosa no esta presente en las muestras de plantas de aguacate

con sintomas de moteado clorotico de hoja al resultar negativas en las pruebas

moleculares, por lo que se concluye que no es causante de dicho sintoma.
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CAPITULO Il

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y PATOGENICIDAD DE AGENTES ASOCIADOS

AL MOTEADO CLOROTICO DE HOJA DE AGUACATE
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RESUMEN

En el cultivo de aguacate actualmente estd tomando importancia la enfermedad del
moteado clorético de la hoja de aguacate a la cual no se le conoce el agente causal; en
este contexto se planted el presente estudio de investigacion con el objetivo siguiente:
Aislar, identificar y comprobar la patogenicidad de los agentes asociados al moteado
clorético de hoja de aguacate, se aislaron microorganismos a partir de hojas afectadas por
moteado clorético y savia, estos se identificaron morfolégicamente y se inocularon para
determinar su patogenicidad in vivo. Se aislaron en medio PDA y agar nutritivo cuatro
bacterias de diferente coloracién (blanca, rosa, amarilla y naranja). La bacteria Clavibacter
michiganensis, formd colonias pequefias de crecimiento lento, mucoides, convexas de
color amarillo al naranja incluso, rosas o rojas. La prueba de patogenicidad in vivo en
tabaco mostré que las bacterias blanca y amarilla fueron mas patogénicas con sintomas a
partir de 19 dias después de la inoculacidon hasta causar la muerte 34 dias después. La
prueba de patogenicidad in vivo en plantas de aguacate resulté en mayor patogenicidad
de bacteria de colonia color blanco con sintomas de moteado cloroético, necrosis con halo
clorético a partir de 55 dias con maxima expresion de sintomas a 80 dias después de la

inoculacion.

Palabras clave: Persea americana Mill., Clavibacter michiganensis, aislamiento,

patogenicidad.
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND PATHOGENICITY OF AGENTS ASSOCIATED
WITH AVOCADO LEAF CHLOROTIC MOTTLE

ABSTRACT

In the crop of avocado, the disease of avocado leaf chlorotic mottle, to which the causal
agent is not known, is currently taking on importance; In this context, the present research
study was proposed with the following objectives: Isolate, identify and check the
pathogenicity of agents associated with avocado leaf chlorotic mottle, microorganisms
were isolated from leaves affected by chlorotic mottle and sap, these were
morphologically identified and inoculated to determine their pathogenicity in vivo. Four
bacteria of different coloration (white, pink, yellow and orange) were isolated in PDA
medium and nutritive agar. The bacterium Clavibacter michiganensis, formed small
colonies of slow growth, mucoid, convex yellow to orange even pink or red. The in vivo
pathogenicity test in tobacco showed that white and yellow bacteria were more pathogenic
with symptoms from 19 days after inoculation to cause death 34 days later. The in vivo
pathogenicity test in avocado plants resulted in greater pathogenicity of white colony
bacteria with symptoms of chlorotic mottle, chlorotic halo necrosis from 55 days with

maximum expression of symptoms at 80 days after inoculation.

Keywords: Persea americana Mill., Clavibacter michiganensis, isolation, pathogenicity.
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INTRODUCCION

La superficie plantada de aguacate, asi como la produccion y el consumo mundial de esta
fruta registran tendencia al alza durante la década reciente. México es el mas importante
productor y exportador mundial, mientras que Estados Unidos es el principal importador
y consumidor mundial. El cultivo del aguacate es el tercero en importancia por su
contribucion en el valor de la produccion agricola primaria en México. La Secretaria de
Agricultura, ganaderia, desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion proyect6 que, en el 2018,
el 2024 y el 2030, la producciéon de aguacate ascienda a 2.05, 2.61 y 3.16 millones de
toneladas, respectivamente (Carredn Cruz, 2018). El cultivo del aguacate impacta
positivamente la economia de los productores y del pais por la entrada de divisas que
genera, ademas de que es esencial en nuestra dieta. Con una produccion de 1,644,000
toneladas, México es lider en su cultivo y exportacion a nivel mundial, le sigue Republica

Dominicana con una produccion de 387, 546 toneladas al afio (SENASICA, 2018).

Las enfermedades estan entre los factores que mas limitan la productividad y la
longevidad del arbol. La importancia de un organismo fitopatégeno varia dependiendo del
pais, region productoray el tipo de mercado (nacional o internacional) y puede estar dada
por la distribucién y severidad de dafios que los patdégenos ocasionan 0 por su
importancia cuarentenaria para un pais importador (Téliz y Mora, 2007). Los problemas
fitosanitarios se han acrecentado debido, en parte, a la falta de un diagndstico certero y
oportuno que permita a los productores manejar apropiadamente el impacto de las

enfermedades.
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Diferentes patégenos pueden provocar enfermedades con sintomatologia similar, o bien
ésta puede deberse a la conjuncion de un patégeno con algun factor biético, como
toxicidad de agroquimicos o deficiencia/exceso de ciertos minerales del suelo (Borboa

Flores et al., 2009).

De acuerdo con Sandoval (2004), el diagnéstico correcto del agente causal del problema
es clave para el manejo integrado de enfermedades. Un diagndéstico preciso requiere del
auxilio de técnicas bioquimicas, microbioldgicas y moleculares (Barnes, 1994). El
moteado clordético de la hoja de aguacate se presenta en el Estado de México, Morelos y
Michoacan, hasta el momento no se ha descrito un agente causal y por lo tanto debe

estudiarse, asi como su patogenicidad.

Agrios (2005), define la patogenicidad como la capacidad relativa que tiene un
microorganismo fitopatdgeno para producir una enfermedad. Cuando se piensa que un
microorganismo puede ser la causa de una enfermedad cualesquiera y no existen
estudios previos que los comprueben, por lo tanto hay que seguir la metodologia de los
postulados de Koch para verificar o no la hipétesis que el o los microorganismos son la
causa para que se produzca la enfermedad (Robles et al., 2014), dichos postulados se
presentan a continuacion sigue: 1) Hay una relacion muy estrecha entre la enfermedad
con el microorganismo fitopatdgeno, es decir el fitopatdgeno debe estar asociado con la
enfermedad en todas las plantas enfermas que se examinen. 2) Se debe aislar y obtener
un cultivo axénico o cultivo puro del microorganismo en estudio y anotar sus

caracteristicas (morfoldgicas, bioquimicas entre otras).
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3) El microorganismo en estudio y desarrollado en cultivo puro debe ser inoculado en
plantas sanas de la misma especie de donde se aisld. Las plantas inoculadas deber
reproducir los mismos sintomas de la enfermedad. 4) ElI microorganismo fitopatogeno
debe ser reaislado otra vez en el cultivo puro y sus caracteristicas deberan ser
exactamente igual al paso dos (Hernandez, 2010). En este contexto se planted el
siguiente objetivo: Aislar, identificar y comprobar la patogenicidad de los agentes

asociados al moteado clorético de hoja de aguacate.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de campo de la
Academia de Fruticultura ubicado en el campo experimental Xaltepa del Departamento
de Fitotecnia de la Universidad Autdbnoma Chapingo, Texcoco, Estado de México en los

afios 2017 y 2018.

Toma de muestras de plantas enfermas

Se tomaron muestras de plantas de aguacate afectadas con moteado clorético de hoja
durante el periodo agosto 2017 a marzo 2018, se tomaron hojas, peciolos y haces
vasculares de ramas pequeiias (0.5 a 0.7 cm de diametro), se utilizaron plantas ‘Hass’,
‘Fuerte’, ‘Filtro 8’y ‘Lomas 1’ provenientes del invernadero de la Academia de Fruticultura.
A su vez se utilizd una camara de presion o bomba Scholander el cual es un instrumento
utilizado para medir el potencial hidrico aproximado de los tejidos de una planta (Figura
8). La bomba Schoolander fue utilizada para obtener muestras de savia de plantas
afectadas con moteado clorético de hoja, al ejercer presion osmotica la savia expulsada

por los vasos fue recolectada por una pipeta y vaciada en tubos de 20 uL estériles.

Figura 8. Toma de muestra de savia utilizando la Bomba Scholander.
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Preparacion de medio Papa Dextrosa Agar (PDA)

Se resuspendieron 39 g del medio de cultivo PDA (NEONI ®) en un litro de agua
purificada, se dejo reposar 10 al5 min, este se calent6 agitando frecuentemente y se dejo
hervir por 1 min para disolver completamente el medio. Se sell6 con algoddn estéril y
papel aluminio para proceder a su desinfeccion en autoclave a 121 °C durante 15 miny
se dejo enfriar aproximadamente a 45 °C. El medio PDA se vertié en cajas petri estériles
haciendo uso de camara de flujo laminar (Prendo® CFL-100), se utiliz6 una lampara de
alcohol para flamear y evitar contaminacién a la hora de verter el medio; estas se

conservaron en refrigeracion de 2 a 8 °C.

Preparacion de medio Agar Nutritivo (extracto de carne, peptonay agar)

El medio de cultivo agar nutritivo (DIBICO ®) se preparé de la siguiente manera: se
rehidratd 23 g del medio en un litro de agua destilada, se dej6 reposar por 10 a 15 min,
luego se calent6 agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 min para
disolverlo por completo. Se coloco tapon de algodon estéril y papel aluminio para
proceder a su desinfeccidon en autoclave a 121°C (15 Ib de presién) durante 15 min y se
dejé enfriar aproximadamente a 45 °C. El medio agar nutritivo se vertio en cajas petri
estériles haciendo uso de camara de flujo laminar (Prendo® CFL-100), se utilizdé una
lampara de alcohol para flamear y evitar contaminacion al momento de verter el medio;

estas se conservaron en refrigeracion de 2 a 8 °C.
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Desinfestacion del material vegetal

Se utilizaron hojas y se lavaron con agua de grifo y luego con alcohol etilico al 70 %,
posteriormente se realizaron cortes de la vena central; cortes transversales y
longitudinales de peciolos y de ramas pequeiias (0.5 a 0.7 cm). Estos se colocaron con
pinzas desinfestadas, en hipoclorito de sodio al 3 % durante 5 min, trascurrido el tiempo
se retird las muestras con unas pinzas y se trasladaron a una caja petri con agua destilada
estéril para enjuagar bien las muestras por 5 min. El paso final fue dejar secar en una

servilleta de papel (sanita).

Aislamiento de microorganismos

Los aislamientos se realizaron en ambiente estéril dentro de camara de flujo laminar
(Prendo® CFL-100), se utilizé calor seco (lampara de alcohol) para eliminar algunos
microorganismos que hay en el medio ambiente y asi evitar que se contaminara el
material, se tomaron muestras de vena central y peciolo con pinzas flameadas en la
lampara de alcohol y se colocaron en 10 cajas petri con medio de cultivo PDA y 10 con
medio de cultivo agar nutritivo. Se utilizaron cortes longitudinales y transversales, y la
eliminacion de la epidermis para ver de cual forma era mas eficiente el aislamiento de
microorganismos (Figura 9). Estas se colocaron a temperatura ambiente (28 °C) y en
zona con poca luminosidad para permitir el desarrollo de los microorganismos presentes

en las muestras.
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Figura 9. Muestras de vena central y parte de hoja de aguacate afectada con moteado

clorético en medio PDA.

En el caso de savia se colocaron gotas de 3 L con una micropipeta en cuatro puntos de
cada caja petri para tener un total de cinco cajas con medio PDA y cinco con medio agar
nutritivo. Se dejaron a temperatura ambiente (28 °C) y en zona con poca luminosidad

para permitir el desarrollo de los microorganismos presentes en las muestras.

Prueba de patogenicidad in vivo en planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

Se realizaron las pruebas de patogenicidad de acuerdo con los postulados de Koch y la
técnica descrita por Agrios (2005). La primera se realizé in vivo con bacterias aisladas de
plantas de aguacate con moteado clorotico de la hoja, esta se realiz6 en una planta de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) producida en invernadero, en estado V1 de la escala de

Fehr et al. (1971) dejando una hoja sin inocular como testigo.
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La inoculacion se realizé inyectando en seis puntos en las hojas, vena central, y venas
secundarias, un mililitro de una suspension conteniendo 108 UFC/ml. Luego de la
inoculacion la planta se coloc6 a temperatura ambiente (28 °C) para observar el progreso
de los sintomas. Los pasos de aislamiento y purificacion se repitieron desde la planta

donde se desarrollaron sintomas, para cumplir con los postulados de Koch.

Se aplic6 disefio completamente al azar teniendo en cuenta dafio o severidad contra el
tiempo. Los tratamientos fueron inoculacién de tres bacterias (blanca, amarilla y naranja),
una en cada hoja, a su vez se utilizé un control negativo (agua destilada estéril). Cada
tratamiento conto con seis repeticiones (pinchazos), siendo tres unidades experimentales
(hoja inoculada) y un testigo negativo. Se realizaron observaciones semanales para
determinar el tiempo de apariciébn de sintomas y su avance en las hojas inoculadas

(Figura 10).

Figura 10. Inoculacion de suspension bacteriana (108 UFC/ml) en plantas de tabaco con

jeringa estéril.
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Prueba de patogenicidad in vivo en plantas de aguacate.

Se realiz6 prueba de patogenicidad in vivo de bacterias aisladas de plantas de aguacate
con moteado cloroético de la hoja, esta se realizo en cuatro plantas de aguacate ‘Don Cris’
de 10 meses de edad, con una incision a 20 cm de altura a partir de la base del tallo, y
con aguja flameada en mechero de alcohol se tomé una rodaja de medio (2 cm de
didmetro) con crecimiento bacteriano y se colocé en la herida realizada con anterioridad,
esta se cubridé con algodén embebido en agua destilada estéril y se cubrié con papel
parafiim para mantener la humedad el mayor tiempo posible. Se realiz6 un disefio
completamente al azar con cuatro tratamientos (aislados de bacteria blanca, rosa,
amarilla y naranja) con cuatro repeticiones y un testigo negativo al que solo se le puso el

algoddn con agua destilada estéril.

Las plantas se mantuvieron en invernadero con riegos cada dos dias, se observaron
semanalmente las hojas en busca de sintomas, amarillamiento, necrosis, etc. Al estar

presentes se registré su avance en las plantas inoculadas.

Figura 11. Inoculacion mediante rodaja de cultivo bacteriano en plantas de aguacate.
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RESULTADOS Y DISCUSION lI

Aislamiento de microorganismos

Los aislamientos y cultivos puros (Figura 12), fueron obtenidos de plantas sintoméaticas
con ellos se realizé la identificacion fenotipica mediante un esquema tradicional el cual
se basa en las caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia y
desarrollo. El cultivo, cuando es factible, continda siendo el método de diagndstico a
elegir; este permite el aislamiento del microorganismo implicado, su identificacion, el
estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion de marcadores

epidemioldgicos (Robles et al., 2014).

De acuerdo a las caracteristicas de la colonia se determiné la presencia de la bacteria
Clavibacter spp (Figura 12), estas son colonias pequefias de crecimiento lento, mucoides,
convexas de color amarillo al naranja incluso, rosas o rojas, concuerda con lo descrito
por Rodriguez-Mejia (2012). De esta bacteria se han descrito cinco subespecies, dentro
de las que se comprenden patégenos conocidos, como, C. michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm; cancro bacteriano y marchitamiento del tomate), C. michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms; podredumbre bacteriana en el anillo de la patata), C.
michiganensis subsp. insidiosus (Cmi; marchitamiento y atrofia en la alfalfa), C.
michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn; marchitamiento y tizén del maiz), y C.
michiganensis subsp. tessellarius (Cmt; pecas y manchas foliares en el trigo). Las tres
primeras subespecies son de importancia cuarentenaria o patdégenos regulados de

cultivos agricolas importantes en muchos paises (Li et al., 2018).
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Figura 12. Colonias de bacterias aisladas de plantas de aguacate con sintomas de

moteado de hoja.

Clavibacter spp es de tincion Gram positiva, no formadora de esporas, bacteria aerdbica
sin flagelos. Produce colonias mucoides blancas a una temperatura de crecimiento
Optima de 20 a 23 °C. No crece en medios CNS o Cloruro de tetrazolio (TTC). No licua
gelatina ni produce levana. De acuerdo a Li et al. (2018), C. michiganensis se diferencia
de las otras especies de Clavibacter en la produccion de acido tanto de sorbitol como de
manitol. Utiliza acetato y succinato, pero no glicerol; hidroliza la aesculina; La actividad
de la fosfatasa alcalina es débil, y falta la actividad de la a-manosidasa. Causa la
enfermedad de la pudricién del anillo bacteriano de la papa (Solanum tuberosum L.).
Crecimiento bacteriano de C. michiganensis Subsp. sepedonicus, la cual después de 10

a 12 dias toman un color amarillo palido las colonias.

Prueba de patogenicidad in vivo en planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

Las hojas de tabaco donde se inocul6 el patdégeno presentaron manchas de color café

con halo clorético, en los puntos inoculados con el patégeno.
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La clorosis se extendié y se volvieron necroticas, los margenes de las hojas mostraron

necrosis hasta presentarse muerte total de hojas y de la planta misma (Figura 13).

Figura 13. Sintomas observados dias después de inoculacion(ddi) con bacterias aisladas
de plantas de aguacate con moteado clorético de hoja a. 6 ddi. b. 19 ddi. c. 27 ddi. d. 34

ddi.

Los aislados presentaron una patogenicidad diferente en el hospedante inoculado,
causaron sintomas visibles a los 19 dias y la muerte de las plantas a los 34 a 40 dias
después de la inoculacién. Se encontrd diferencia entre la expresién de los sintomas
siendo mas fuertes en los aislados de bacteria blanca y amarilla en contraste con el
aislado de bacteria naranja. Los resultados muestran que todos los aislamientos fueron
capaces de causar sintomas, pero los aislados blanco y amarillo fueron mas patogénicos
en la planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.), por lo que fue evidente que hay variacién
de patogenicidad entre los aislamientos encontrados en plantas de aguacate con

sintomas de moteado clorético en las hojas.
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Prueba de patogenicidad in vivo en plantas de aguacate.

La prueba de patogenicidad realizada en plantas de aguacate mostré que los aislados de
bacterias presentaron moteado clorético, necrosis con halo clorético y necrosis en
margenes de las hojas (Figura 14). Estos sintomas también fueron inducidos en planta
de tabaco, aunque en plantas de aguacate fue en un tiempo relativamente mayor que en

el tabaco.

Figura 14. Sintomas observados dias después de inoculacién(ddi) con bacterias aisladas
de plantas de aguacate con moteado clorético de hojaay b. 55 ddi. b. cy d. 76 ddi. e y

f. 80 ddi.
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Los aislados presentaron una patogenicidad diferente en el hospedante inoculado. El
aislado que causo sintomas visibles a 55 dias después de la inoculacion (ddi) fue la
bacteria blanca (Figura 14a, b), obtenida de plantas de aguacate con sintomas de
moteado clorético en las hojas. En tabaco los sintomas se presentaron a los 19 ddi.
Rodriguez-Mejia (2012) comenta que la demostracion de la patogenicidad de una cepa
bacteriana es un procedimiento complicado que requiere mucho tiempo para que

aparezcan los sintomas tipicos de la enfermedad en la planta homdloga.

El tabaco ha sido utilizado para deteccion de bacterias como Ralstonia fascians y en
bacterias que prefieren los haces del xilema como Clavibacter michiganensis (Rodriguez-

Mejia, 2012).

Los sintomas con el paso del tiempo fueron presentando una mayor expresion, desde los
76 ddi (Figura 14c, d) hasta 80 ddi con sintomas de areas cloréticas de la hoja del
aguacate, aunque no del todo parecido al moteado que es el tema en estudio (Figura
14e, f). Fue evidente que hay variacion de patogenicidad entre los aislamientos
encontrados en plantas de aguacate con sintomas de moteado clorético en las hojas,
encontrando que el aislado de bacteria blanca fue la que presenté mayor patogenicidad

en plantas de aguacate ‘Don Cris’.
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CONCLUSIONES

Se presento Clavibacter spp en plantas de aguacate con sintomas de moteado clorotico

de hojas.

Todas las bacterias aisladas de sintomas de moteado clorético de plantas de aguacate

dieron positivo a la prueba en planta de tabaco.

La bacteria blanca fue la que presentd mayor patogenicidad in vivo en plantas de

aguacate. Aungue los sintomas en general fueron diferentes a los tipicos del moteado de

la hoja.
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CAPITULO Il

TERMOTERAPIA PARA EL MANEJO DEL MOTEADO CLOROTICO DE HOJA DE
AGUACATE
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RESUMEN

El moteado clorético de la hoja de aguacate es de dificil solucién debido a que su
agente causal se encuentra en el xilema y no es posible aplicar un producto que
pueda alcanzar esta zona, por tal razdn se necesitan nuevas técnicas para tratar el
problema. El objetivo del presente estudio fue: determinar la eficacia de la
termoterapia para la erradicacion del moteado clorético de hoja de aguacate. Plantas
de aguacate afectadas con el moteado clorético de hoja fueron sometidas a
termoterapia en un invernadero de cristal. También se determind la eficacia de la
termoterapia utilizando una cdmara de ambiente controlado para la erradicacion del
moteado clorético de hoja de aguacate. Temperatura baja (-2 °C) fue evaluada en
varetas sintomaticas para el manejo de esta enfermedad. La termoterapia aplicada
en el invernadero de cristal disminuy6 en 98 % la incidencia de la enfermedad. Las
plantas en cdmara de ambiente controlado, disminuyeron los sintomas en 70 % en
hojas viejas y desarrollaron hojas nuevas sin presencia de moteado clorético a partir
de 8 a 10 semanas después de efectuada la termoterapia. La temperatura baja (-2
°C), no elimind el sintoma, pero atenué la severidad de estos en las plantas tratadas.
La termoterapia en seco es un método eficaz para eliminar el moteado clorotico de

hoja de aguacate.

Palabras clave: tratamiento de temperatura, eliminacion de sintomas.
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THERMOTHERAPY FOR THE CONTROL OF THE AVOCADO LEAF
CHLOROTIC MOTTLE

ABSTRACT

The avocado leaf chlorotic mottle is difficult to solve because its causative
agent is in the xylem and it is not possible to apply a product that can reach
this area, for this reason new techniques are needed to treat the problem. The
objective of the present study was to determine the effectiveness of
thermotherapy for the eradication of avocado leaf chlorotic mottle. Avocado
plants affected with leaf chlorotic mottle were subjected to thermotherapy in a
glasshouse. The effectiveness of the thermotherapy was also determined using
a chamber of controlled environment for the eradication of the chlorotic mottle
of avocado leaf. Low temperature (-2 ° C) was evaluated in symptomatic
budwoods for the management of this disease. The thermotherapy applied in
the glasshouse decreased the incidence of the disease by 98%. The plants in
controlled environment chamber, reduced the symptoms in 70% in old leaves
and developed new leaves without the presence of chlorotic mottle from 8 to
10 weeks after the thermotherapy. The low temperature (-2 ° C), did not
eliminate the symptom, but attenuated the severity of these in the treated
plants. Dry thermotherapy is an effective method to eliminate the chlorotic

mottle of avocado leaf.

Keywords: Thermotherapy, elimination of symptoms.
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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.), es nativo del continente americano,
especificamente de México y Centro América, se distribuye naturalmente hasta
Colombia, Venezuela, Ecuador y Pera. Los primeros pobladores de América del
area central de México probablemente domesticaron el aguacate por su exquisito

sabor (Téliz et al., 2000).

Uno de los aspectos fundamentales en toda industria horticola es la propagacion.
En el caso del aguacate, esta puede llevarse a cabo facilmente por medio de
semillas, pero por la alta variabilidad, los cultivares deben ser propagados
vegetativamente. El método de propagacion asexual o vegetativo por excelencia es
el injerto, aunque también se emplea el estacado para la raza antillana (Diaz, 1979),
el acodo para la propagacién clonal de portainjertos y el cultivo de tejidos (Bautista
Solis et al., 2002). El injerto es la operacion mediante la cual se une intimamente o
se inserta una parte de una planta en otra, de manera que queden soldadas y se
desarrollen juntas formando una Unica planta (Hartmann, 2002). La injertaciéon
puede transmitir enfermedades si no se tiene los cuidados y técnicas correctas para
eliminar los patdgenos que pueda traer consigo. La termoterapia ha dado resultados
positivos en eliminar patégenos al someter las plantas o partes de ellas a
tratamientos térmicos que destruyan o disminuyan la velocidad de reproduccion de

los patdgenos sin matar la planta.
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Este método ha sido eficaz en erradicar a Candidatus liberibacter en citricos (Fan
et al., 2016) y Phytophthora cinnamomi de semillas de aguacate (Zentmyer et al.,
1958; Durbin et al., 1957), entre otros patégenos. Dada la eficacia de la
termoterapia para eliminar patégenos se plante6 el presente estudio de
investigacion con los siguientes objetivos: Determinar la eficacia de la termoterapia
para la erradicacion del moteado clorético de hoja de aguacate, aplicar termoterapia
en invernadero de cristal a plantas de aguacate afectadas con el moteado clorético
de hoja, determinar la eficacia de la termoterapia utilizando una cAmara de ambiente
controlado para la erradicacion del moteado clorético de hoja de aguacate,
comprobar la eficacia de temperatura baja (-2 °C) aplicada a varetas para el manejo

de esta enfermedad.

66



MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en los invernaderos de cristal y
convencional de la Academia de Fruticultura ubicados en el campo experimental
Xaltepa del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo,
Texcoco, Estado de México en los afios 2016 y 2017. Estos se encuentran ubicados
a una altitud de 2,252 metros, el clima es templado semiseco, de acuerdo con
Kdppen y Geiger el clima se clasifica como Cwb -Templado con invierno seco
(verano suave). La temperatura promedio en Texcoco es 15.2 °C., con

precipitaciones promedios de 686 mm.

Exposicion de plantas con sintomas de moteado a altas temperaturas (47 a 49

°C) en invernadero de cristal

Se colocaron plantas de aguacate del portainjerto ‘Duke 7’ con sintomas de
moteado clordético de la hoja en invernadero de cristal, de diciembre 2016 a agosto
2017. Se monitored la temperatura y humedad relativa con un Data Logger HOBO
Modelo UX100-003 (Onset Co. MA., USA), ubicado a 50 cm del suelo el cual se
programoé para realizar lecturas cada 10 min. Las paredes y techo de cristal
permitieron el paso de la luz durante todo el dia, las ventanas laterales y cenitales

se cerraron para mantener una temperatura elevada dentro del invernadero.
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Se evaluo la incidencia de la enfermedad, se estimé la proporcién entre el nimero
de plantas enfermas y el numero total de plantas, cuatro meses después de la
exposicion a altas temperaturas (47 a 49 °C) en invernadero de cristal. Se utilizé un
disefio completamente al azar, con 48 plantas que corresponden a las unidades

experimentales.

Exposicién de plantas con sintomas de moteado a altas temperaturas (46 °C)

en camara de ambiente controlado

La termoterapia se realizé con una cdmara de ambiente controlado (TC-32 Warren
Sherer, Kysor Industrial Corp., Division Marshall, Michigan) del Departamento de
Botanica del Colegio de Posgraduados (Figura 15a), a su vez se hizo uso de un
Termohigrometro Digital Marca AVALY (Taylor) Model. VA-EDT-1-55 para medicion
de temperatura y humedad relativa dentro de la cadmara. Se utiliz6 un disefio
aleatorio simple. Los tratamientos fueron tiempos de exposicion de 1.5 hr
(Tratamiento 1) y 3 hr (Tratamiento 2) a temperatura de 46 °C. Se consider6 como
unidad experimental una planta ‘Mariano’ con sintomas de moteado clorético, se
definieron 16 repeticiones por tratamiento, obteniendo un total de 32 unidades
experimentales (Figura 15b). La termoterapia se realizo una vez por semana, en las
siguientes fechas: 13, 20 y 27 de noviembre, 2018. Se evaluo la incidencia de la
enfermedad, calculada como la proporcion entre el niumero de plantas enfermas y
el numero total de plantas evaluadas, 8 a 10 semanas después de la exposicion a

altas temperaturas (46 °C) en camara de ambiente controlado.
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Se cuantifico la severidad, medida como el nUmero de hojas con sintomas, sobre el
namero total de hojas por planta (Campbell & Madden,1990). Los datos, se

sometieron a analisis de varianza ANOVA y a la prueba de rango mdltiple de Tukey.

Figura 13. a. Camara de ambiente controlado (TC-32 Warren Sherer, Kysor
Industrial Corp., Division Marshall, Michigan, USA). b. Plantas de aguacate con

sintomas de moteado clorético de hoja dentro de la camara.

Tratamiento a varetas con temperatura baja (-2 °C).

Se utilizaron varetas de ‘Duke 7’ provenientes de arboles con sintomas de moteado
de la hoja ubicados en el Campo Experimental de Chapingo, Estado de México, el
experimento se realiz0 en agosto del 2018. Se utilizé6 un disefio experimental
completamente al azar con tres tratamientos que consistieron en tiempos de
exposicion de 5, 10 y 15 minutos a -2 °C, tomando como unidad experimental una

vareta injertada, se definieron 16 repeticiones por tratamiento.
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Se utilizo injerto de hendidura sobre portainjertos ‘Don Cris’ con 0.7 cm de diametro,
cada vez que se utilizé la navaja se desinfecté con cloro al 8 %. Se evalud la
incidencia de sintomas de moteado, como presencia 0 ausencia de estos, después
de la exposicion a temperaturas bajas, dejando un periodo de dos meses después
del injerto para permitir el desarrollo de los nuevos brotes y de esta manera evaluar

el efecto del tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION llI

Exposicién de plantas con sintomas de moteado a altas temperaturas (47 a 49

°C) en invernadero de cristal

Las mediciones de la temperatura maxima promedio mensual (Figura 16) dentro del
invernadero de cristal durante el periodo de estudio arrojaron que en las horas de
mayor radiacion solar (12 a 3 pm) en los meses de enero a mayo, las temperaturas
estuvieron por arriba de los 45 °C, alcanzando una maxima temperatura promedio
en el mes de febrero a marzo con 49 °C. Esto ayudé a la eliminacién de los sintomas
de moteado clorético de hoja de aguacate ya que diversos autores recomiendan
temperaturas de 45 °C por un periodo de 3 hr (Grondeau et al., 1992; Keck et al.,

1993; Fan et al., 2016,) para eliminar patégenos de plantas y de varetas.

83.99

71.97

47.01

69.49

49.02

63.48

48.32

65.51
60.52 60.20 6433

4714 4973

46.14 46.46

80.64
72.48

50.70
48.19 44.42

77.50
72.07

47.92  49.09

Ene

Figura 14. Temperatura maxima promedio y humedad relativa maxima promedio en

el afio 2017 en el invernadero de cristal, donde se expusieron a altas temperaturas

Feb

Mar

Abr May Jun Jul

e \ax of Temp °C

plantas con sintomas de moteado cloratico.

71

Ago Sep Oct

e \ax of HR %

Nov Dic



Las temperaturas maximas observadas oscilaron de 49 °C en febrero, 48.3 °C en
marzo, a maximos de 50 °C en julio y octubre, estos datos sirven de referencia de
los meses en que se alcanzan mayores temperaturas en el invernadero de cristal
con lo cual se puede utilizar la técnica de termoterapia. Debe evaluarse la
temperatura y humedad relativa cada afio para adecuar los tratamientos segun las

condiciones presentes.

Los sintomas caracteristicos del moteado clorético se observaron en todas las

plantas injertadas antes de la aplicacion del tratamiento de termoterapia (Figura 17).

4 & 4 L B

Figura 15. Sintomas de moteado clorético de hoja de aguacate antes del tratamiento

de termoterapia.

El tratamiento de termoterapia aplicado en el invernadero de cristal resulté en 98 %
de plantas sin sintomas de moteado clorético de hoja (Figura 18), resultados
similares se obtuvieron en el segundo grupo de plantas tratadas (Figura 19) después

del periodo primavera-verano de 2017.
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Figura 16. Plantas sin sintomas de moteado clorético (98 %) después de la

aplicacion de termoterapia en invernadero de cristal.

. i e N

Figura 17. Segundo grupo de plantas tratadas con termoterapia en invernadero de

cristal, mostrando una disminucion de 98 % de sintomas de moteado clorético.

Segun Mannini y Gribaudo (1999), cuando no se ha logrado seleccionar material
vegetal sano, se puede proceder a su regeneracion o saneamiento, esto se puede
conseqguir aplicando diferentes técnicas de termoterapia, cultivo de tejidos o

combinaciones de ambas.
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En la presente investigacion, la termoterapia se realizé utilizando un invernadero de
cristal con temperaturas de 48 a 50 °C y cdmara bioclimatica (46 °C) con lo que se
eliminaron los sintomas de moteado clorético de hoja de aguacate. La termoterapia
es un método eficaz para eliminar diferentes patdégenos, esta se ha utilizado
ampliamente para eliminar virus en vid, asi lo reportan Doazan et al. (1979), Galzy
(1964), Goheen (1973) y en cultivos lefiosos como manzano y pera, Campbell

(1970).

Los patdgenos asociados a enfermedades vasculares generalmente se establecen
como endofitos en células y tejidos vasculares, por lo que se dificulta su control con
algun producto quimico (Hossain et al., 2013), es necesario utilizar técnicas como
la termoterapia para reducir la poblacion del patégeno y por ende los sintomas
presentes. Cook & Yarham, (2006), indicaron que el control de las enfermedades
depende en gran parte de las practicas, que reduzcan la incidencia o severidad y
esto es lo que se logro con el uso de termoterapia en plantas de aguacate ‘Duke 7’

con sintomas de moteado clorético de hoja.

Exposicion de plantas con sintomas de moteado a altas temperaturas (46 °C)

en camara de ambiente controlado

Al realizar el analisis de varianza, se encontré diferencias entre tratamientos por lo

que los tiempos de exposicion afectan de manera significativa a la eliminacion de

sintomas de moteado clorotico de hoja de aguacate ‘Duke 7’ (Cuadro 10).
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Se encontro diferencias (P = 0.42) entre los tratamientos de termoterapia de una
hora y media y tres horas. La exposicion de las plantas con sintomas de moteado a
una temperatura de tres horas produjo mejores resultados en cuanto al testigo con
moteado, con un promedio de 72 % de disminucion de sintomas a comparacion del
tratamiento de hora y media con promedio de 30 % de disminucién de sintomas de

moteado de hojas.

Cuadro 10. Andlisis de varianza del efecto de tiempos de exposicién de plantas de
aguacate, con sintomas de moteado a altas temperaturas (46 °C) en camara de

ambiente controlado. Los datos se trabajaron en proporciones para su mejor

analisis.
Fuente de Suma de Cuadrado
al Fo Valor P F tabla
variacion cuadrados medio
Severidad (%) 1.412 1 1.412 233.167 1.09058E-15 4171
Error 0.182 30 0.006
Total 1.594 31

El tratamiento de termoterapia en camara de ambiente controlado a 46 °C durante
tres horas, resulté ser mas efectivo para la eliminacion de los sintomas de moteado,
presentando una disminucion de 70 % en hojas viejas (Figura 20) y el desarrollo de
nuevos brotes sin presencia de sintomas de moteado clorético a partir de 8 al0

semanas después de efectuada la termoterapia.
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En cuanto a plantas tratadas durante hora y media la reduccion de sintomas fue de
30 %, siendo menor en comparacion con el tratamiento de tres horas, indicando que
se necesita mas tiempo de exposicion a altas temperaturas (46 °C) para obtener
resultados eficaces de eliminacion del factor que causa el moteado y reduccion de

sintomas externos. A su vez, el 80 % de los brotes nuevos no presentaron sintomas

de moteado clorético.

Figura 18. Plantas con brotes nuevos sin sintomas de moteado clorético de la hoja
en aguacate 8 semanas después de Ultima termoterapia en camara de ambiente

controlado.

Los resultados obtenidos en la presente investigacién fueron similares a los
reportados por Fan et al. (2016), donde concluyen que el uso de termoterapia (45 o
48 °C) en un ambiente controlado puede reducir los sintomas de la enfermedad y
disminuir hasta 90 % la poblacién del patdgeno presente 8 semanas después de la

termoterapia.
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Uno de los pioneros en la utilizacion de termoterapia aplicada a arboles frutales de
hueso (Nyland, 1962) obtuvo buenos resultados en el saneamiento de cerezo y
ciruelo; actualmente existen mas patdégenos y mutaciones de estos, por lo que la
aplicacion de la termoterapia vuelve a tomar importancia contra los nuevos
patovares o razas descritas. Goheen et al. (1965) reportaron el uso de termoterapia

para eliminar virus de plantas de vid, asi como en manzano (Welsh & Nylan, 1965).

La termoterapia con agua caliente es utilizada para eliminar patégenos de semillas
en aguacate (Zentmyer et al., 1958; Durbin et al., 1957), donde la inmersion de
semilla de aguacate en agua a 48.8 °C por 30 minutos resulto en la eliminacion de
Phytophthora cinnamomi siendo este un método eficaz y de bajo costo para eliminar

este hongo de cualquier parte infectada.

Se ha utilizado ambiente himedo con altas temperaturas (45 °C) e inmersion en
agua caliente a 50 °C para eliminar la bacteria Erwinia amilovorax de material
propagativo de manzana y pera, siendo efectivo para la eliminacion total de la
bacteria sin ningun dafio a las varetas (Keck et al., 1993). La termoterapia es una
eficiente técnica para eliminar bacterias, virus y otros patdégenos que son dificiles de
controlar ya que se encuentran en zonas de dificil acceso como son los elementos
de vaso de xilema, que es donde probablemente se aloja el agente causante de los

sintomas del moteado de la hoja de aguacate.
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Tratamiento a varetas con temperatura baja (-2 °C)

Se presenté un 72 % de injertos vivos tratados con bajas temperaturas (-2 °C),
mostrando una incidencia del 100 % de los sintomas del moteado clorético de la
hoja, lo cual indica que el tratamiento no tuvo efecto en la disminucion de la
incidencia de la enfermedad. Aunque no se elimino la incidencia de la enfermedad,
visualmente las plantas tratadas con temperatura baja presentaron una atenuacion
de los sintomas (Figura 21b) en comparacion con el testigo sin tratamiento (Figura

21a).

Figura 19. a. Plantas testigo de aguacate ‘Duke 7’ sin tratamiento, con presencia de
sintomas moteado clorético de hoja bien diferenciados. b. Planta sometida a

temperatura baja con sintomas atenuados.

78



La atenuacion de los sintomas puede responder a la disminucion de las poblaciones
del o de los patdégenos presentes en la planta como una respuesta al estrés de las
bajas temperaturas. Gounot, (1991) indicé que los microorganismos responden al
estrés por frio de varias maneras. Por lo general, los microorganismos expuestos a
un cambio de temperatura cercano o inferior a la temperatura de crecimiento minima
alteran la sintesis de proteinas, las membranas celulares y una variedad de otras
estructuras celulares en un intento de adaptarse a las nuevas condiciones

ambientales.

VanBogelen & Neidhardt, (1990), indicaron que casi todas las células responden a
un aumento de la temperatura al inducir un conjunto de proteinas, llamadas
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés). Debido a que una gran
cantidad de otras condiciones de estrés inducen a las HSP (o al menos las mas
abundantes), esta respuesta a menudo se denomina respuesta de estrés universal.
Tanto para frio como para calor las células activan los genes llamados “Heat Shock
Response” y “Cold Shock Response”, de esta forma se van adaptando a cambios
de temperatura como en el caso de esta investigacion donde no se eliminé al
patogeno, pero si se disminuyd su tasa de crecimiento y por ende los sintomas

producidos en la planta enferma.

La temperatura afecta a la velocidad de crecimiento y por lo tanto al tiempo de

generacion de cada microorganismo, presentando una temperatura minima la cual,

por debajo de ella no hay crecimiento.

79



Esta es la forma de controlar los patdgenos presentes, aunque en este estudio si
sobrevivid el patégeno, su tasa de crecimiento se redujo y por ende su severidad.
Para lograr llegar al umbral por debajo de la temperatura minima que requieren los
patdgenos para reproducirse y sobrevivir es necesario continuar los estudios en la
enfermedad del moteado clorético de hoja de aguacate para asi tener el dato
especifico de tiempo de exposicion y temperatura 6ptima para lograr la eliminacién

de la enfermedad con una minima o nula mortalidad de las plantas injertadas.

En el caso de las células bacterianas, cuando estas encuentran una adversidad en
su ambiente, estas responden. Un paso inicial es registrar qué genes responden y
luego adaptan su actividad de acuerdo al tipo de respuesta de la célula ante la
adversidad, este envuelve retos tanto cualitativos como cuantitativos; identificando
los factores de respuesta y midiendo al mismo tiempo su respuesta. El siguiente
paso es descubrir los elementos regulatorios y sus funciones (Neidhardt, 2002). Con
todo este proceso las células bacterianas logran sobrevivir en otros ambientes no
favorables y a tratamientos como el aplicado en esta investigacion por lo que el frio

no fue lo suficiente para eliminarla completamente.
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CONCLUSION

La termoterapia en seco es un método eficaz para eliminar el moteado clorético de

hoja de aguacate.
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DISCUSION GENERAL

En el primer capitulo se determind la ausencia de Xylella fastidiosa mediante PCR
teniendo resultados negativos con cuatro pares de iniciadores diferentes, que
diversos autores como Firrao & Bazzi (1994), Minsavage et al. (1994), Lin y Walker
(1997), Francis et al. (2006), han desarrollo para la deteccion de la bacteria Xylella
fastidiosa en diferentes cultivos (vid, citricos, almendro, adelfo, etc.), el olivo en
Europa (Loconsole et al., 2014), cultivo de papa con sintomas de punta morada en
México (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2009). Por lo tanto, se descarta la presencia de
Xylella fastidiosa en las muestras con sintomas de moteado clorético de hoja del
aguacate. Resultados negativos en la deteccion de X. fastidiosa se obtuvieron al
enviar muestras al Laboratorio de Diagndstico Integral Fitosanitario (LADIFIT) del
Colegio de Postgraduados con lo que se avalan los resultados obtenidos en la
presente investigacion. A su vez se pudo comprobar que el patdgeno que causa el

moteado clorético de la hoja de aguacate se transmite por medio de injerto.

De las pruebas de transmisién de planta con sintomas a injerto sano, se pretendia
ver la posible susceptibilidad de tres variedades con contraste en dimensiones de
elementos de vaso con la idea de que al tener elementos de vaso mas estrechos
como es el caso de ‘Colin V-33’, la posible bacteria no podria moverse libremente.
‘Colin V-33’ resulté menos afectado con el moteado clorético de aguacate, mientras
que ‘Hass’ fue muy afectado, esto tal vez sea explicado por el hecho de que tenga
los elementos de vaso muy anchos comparado con otros genotipos (Reyes-

Santamaria et al., 2002).
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Para el aislamiento, identificacion y determinacion de patogenicidad de
microorganismos fitopatdgenos asociados al moteado clorético de hoja de aguacate
se obtuvieron aislamientos y cultivos puros. Con ellos se realizé la identificacion
fenotipica mediante un esquema tradicional la cual se basa en las caracteristicas
observables de las bacterias, como su morfologia y desarrollo. Se aisl6 en medio
de cultivo PDA y Agar nutritivo cuatro bacterias de diferente coloracion (blanca, rosa,
amarilla y naranja). Dadas sus caracteristicas se encontro la bacteria Clavibacter
spp, con colonias pequefias de crecimiento lento, mucoides, convexas de color
amarillo al naranja incluso, rosas o rojas concordando con Rodriguez-Mejia (2012).
De esta bacteria tres subespecies (subsp. michiganensis, sepedonicus e insidiosus)
son cuarentenadas o patdgenos regulados de cultivos agricolas importantes en

muchos paises (Li et al., 2018).

Mediante pruebas de patogenicidad in vivo en tabaco se encontré que las bacterias
blanca y amarilla eran mas patogénicas con sintomas a partir de 19 dias hasta
causar la muerte 34 dias después de la inoculacion. La prueba de patogenicidad in
Vivo en plantas de aguacate resulté en mayor patogenicidad de bacteria de colonia
color blanco con sintomas a partir de 55 dias con maxima expresion de sintomas a
80 dias después de la inoculacion, sin embargo, no fueron sintomas tipicos de

moteado clorético de hojas de aguacate.
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En el tercer capitulo se estudi6 la eficacia de la termoterapia para la erradicacion
del moteado clorético de hoja de aguacate realizdndose de dos formas, una en
invernadero de cristal con temperaturas por arriba de 48 °C, cerrando las ventanas
para mantener el maximo de temperatura dentro del invernadero y la otra utilizando

una camara de ambiente controlado, a 46 °C.

En el invernadero de cristal se lograron temperaturas por arriba de 45 °C en las
horas de maxima radiacion solar (12 a 3 pm) en los meses de enero a mayo,
teniendo una maxima temperatura promedio en los meses de febrero y marzo con
49 °C. Esto ayudo a la eliminacion de los sintomas de moteado clorético de hoja de
aguacate ya que diversos autores recomiendan temperaturas de 45 °C por un
periodo de 3 hr (Grondeau et al., 1992, Keck et al., 1993, Fan et al., 2016,) para

eliminar patégenos de plantas y de varetas.

El tratamiento de termoterapia aplicado en el invernadero de cristal resulté en 98 %
de plantas sin sintomas de moteado clorético de hoja, de manera similar ocurrié en
el segundo grupo de plantas con sintomas de moteado tratadas con termoterapia

en el invernadero de cristal.
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Uno de los pioneros en la utilizacion de termoterapia aplicada a arboles frutales de
hueso (Nyland, 1962) obtuvo buenos resultados en el saneamiento de cerezo y
ciruelo; actualmente existen mas patdégenos y mutaciones de estos, por lo que la
aplicacion de la termoterapia vuelve a tomar importancia contra los nuevos
patovares o razas descritas. Goheen et al. (1965) también reportan el uso de

termoterapia para eliminar virus de plantas de vid.

Al realizar el analisis de varianza, se encontr6 que existen diferencias entre
tratamientos por lo que los tiempos de exposicion afectan de manera significativa a
la eliminacion de sintomas de moteado clorético de hoja de aguacate. Se encontré
diferencias (P = 0.42) entre los tratamientos de termoterapia de una hora y media y
tres horas. La exposicion de las plantas con sintomas de moteado a una
temperatura de tres horas produjo mejores resultados en cuanto al testigo con
moteado, con un promedio de 72 % de disminucion de sintomas a comparacion del
tratamiento de hora y media con promedio de 30 % de disminucién de sintomas de

moteado de hojas.

Las plantas tratadas en camara de ambiente controlado a 46 °C durante tres horas,
resultaron mas efectivas para eliminar los sintomas, presentando una disminucién
de 70 % en hojas viejas y el desarrollo de nuevos brotes sin presencia de sintomas
de moteado clordtico a partir de 8 a 10 semanas después de efectuada la

termoterapia.
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En plantas tratadas durante hora y media la reduccion de sintomas fue menor, con
un 30 %, en comparacion con el tratamiento de tres horas, indicando que se
necesita mas tiempo de exposicion a altas temperaturas para obtener resultados
eficaces de eliminacién de factor que causa el moteado y reduccion de sintomas
externos. El 80 % de los nuevos brotes no presentaron sintomas de moteado

clorético.

Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Fan et al. (2016),
donde concluyen que el uso de termoterapia (45 0 48 °C) en un ambiente controlado
puede reducir los sintomas de la enfermedad y disminuir hasta un 90 % la poblacion

del patdgeno presente 8 semanas después de la termoterapia.

Se determiné la eficacia de temperatura baja (-2 °C) aplicadas a varetas para el
manejo del moteado clorético de hoja de aguacate. En este estudio se present6 un
72 % de injertos vivos tratados con bajas temperaturas (-2 °C), mostrando una
incidencia del 100 % de los sintomas del moteado clorético de la hoja, lo cual indica
que el tratamiento no tuvo efecto en la disminucion de la incidencia de la
enfermedad. Aungue no se elimino la incidencia de la enfermedad, visualmente las
plantas tratadas con temperatura baja presentaron una atenuacion de los sintomas

en comparacion con el testigo sin tratamiento
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CONCLUSIONES GENERALES

Se descarta la presencia de Xylella fastidiosa en plantas con sintomas de moteado
clorético de hoja del aguacate. A su vez se pudo comprobar que el patbgeno que

causa el moteado clorético de la hoja de aguacate se transmite por medio de injerto.

‘Colin V-33'’ resulté menos afectado con el moteado clorético de aguacate, mientras

que ‘Hass’ fue mas afectado.

Se encontré Clavibacter spp en plantas de aguacate con sintomas de moteado
clorético de hojas. La mayor patogenicidad in vivo fue del aislado de la bacteria
blanca en plantas de aguacate, sin embargo, no mostraron los sintomas tipicos del

moteado clorético de hoja.

La termoterapia en seco es un método eficaz para eliminar los sintomas del

moteado clorético de hoja de aguacate.
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