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Resumen general

PATOGENICIDAD DE HONGOS ASOCIADOS A ESCARABAJOS
AMBROSIALES Y SUSCEPTIBILIDAD EN GENOTIPOS DE AGUACATE

En estudio se realizaron pruebas de patogenicidad en aguacate ‘Hass’, de
hongos relacionados a complejos ambrosiales, donde se evalué su
sintomatologia, y el avance del dafio dentro del tallo, después de la inoculacion
de aislamientos provenientes de arboles de aguacate enfermos provenientes del
estado de Michoacdn y Chiapas, México. Los hongos estudiados fueron los
siguientes: Raffaelea brunnea, Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), Fusarium
solani, y Fusarium sp, en los que con excepcion de R. brunnea se realizd su
identificacion molecular por medio de PCR y secuenciacion. Evaluaciones de las
cuales destacaron en patogenicidad R. brunnea y Fusarium sp., con un mayor
avance dentro del tallo y dafio que en algunos casos llegd hasta el tejido de
médula, mostrando marchitez en las hojas y manchado café rojizo en el interior
del tallo. Posteriormente a estas pruebas de patogenicidad se realizd una
seleccion por medio de los resultados obtenidos de los mejores hongos y cepas
a evaluar en la siguiente fase experimental. Como complemento a las anteriores
pruebas se evalué el comportamiento y susceptibilidad de los hongos
seleccionados los cuales fueron inoculados en ocho variedades (‘Hass’,
‘Pionero’, ‘Méndez No.1’, ‘Encinos’, ‘Maluma’, ‘Pinkerton’, ‘HxP 83’, ‘Fundacion
I’) y una raza pura (‘Olanca 3 S1’) de Persea americana Mill. Los hongos
inoculados fueron Raffaelea brunnea, Ophiostoma sp. y Fusarium sp. Se evalué
su sintomatologia en invernadero por dos meses, terminando este tiempo se
midié el avance del dafio dentro del tallo longitudinal y trasversalmente. Se
encontré que ‘Hass’ y ‘Méndez No. 1’ fueron las variedades mas susceptibles a
los hongos por el avance de dafio interno y la presencia de dafio externo,
mientras ‘Pionero’ fue el genotipo menos susceptible. En el resto de los genotipos
se encontraron diferencias en cuanto a dafio en tejido maduro y tierno.

Palabras clave: Persea americana Mill. Raffaellea brunea, Ophiostoma sp.,
Fusarium solani, Fusarium sp., enfermedad. !
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General Abstract

PATHOGENICITY OF FUNGI ASSOCIATED WITH AMBROSIAL BEETLES
AND SUSCEPTIBILITY IN AVOCADO GENOTYPES

In this study, pathogenicity tests were performed on 'Hass' avocado, of fungi
related to ambrosial complexes, were their symptomatology was evaluated, and
the progress of damage within the stem, after inoculation of isolates from diseased
avocado trees from the state of Michoacan and Chiapas, Mexico.The fungus
studied were the following: The fungus studied were the following, Raffaelea
brunnea, Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), Fusarium solani and Fusarium
sp., molecular identification by PCR and sequencing was done with the exception
of R. brunnea that was previously identified. Emphasizing that R. brunnea and
Fusarium sp., with a greater progress of damage in the stem that in some cases
reached the pith tissue, showing wilt on the leaves and reddish-brown stains in
the inside of the stem. As a complement to the previous tests, the behavior and
susceptibility of the selected fungi were evaluated, which were inoculated into
eight varieties ('Hass', 'Pionero’, 'Méndez No.1', 'Encinos’, 'Maluma', 'Pinkerton’,
'HxP 83', 'Fundacién 1I') and a pure race individual ('Olanca 3 S1') of Persea
americana Mill., to fungi associated with ambrosial complexes from Michoacan
and Chiapas, Mexico. The inoculated fungi were Raffaelea brunnea, Ophiostoma
sp., and Fusarium sp. Their symptoms were evaluated in the greenhouse for two
months, at the end of this time the advance of internal damage inside the stem
was measured longitudinally and transversely. ‘Hass’ and ‘Méndez No. 1’ were
found to be the most susceptible varieties to fungi due to the advance of internal
damage and the presence of external damage, while ‘Pionero’ was the least
susceptible genotype. In the rest of the genotypes, differences were found
regarding damage to mature and young tissue. The ‘HxP 83’ genotype showed
as an advancement of damage only in the pith tissue, which did not cause external
symptoms.

Keywords: Persea americana Mill. Raffaellea brunnea, Ophiostoma sp.,
Fusarium solani, Fusarium sp., disease.
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1. Introduccion General

El aguacate es originario de México y Guatemala, su seleccién y consumo en
México data de hace 10000 afios (Barrientos-Priego & Lopez-Lopez, 1998). Este
frutal ha sido mundialmente considerado como una gran contribucién nutrimental,
industrial y comercial. En lo que fue el afio 2010 se cultivé al menos en 60 paises
de los cuales cabe destacar que México sobresalia como primer productor con
102,467 ha (Gutiérrez-Contreras, Lara-Chavez, Guillen-Andrade & Chavez-
Barcenas, 2010). Estados Unidos es el principal comprador de aguacate
mexicano, pues aproximadamente 75 % de sus importaciones provienen de
México, seguido por Francia, Japén, Canada, China, Chile y Australia (Torres,
2009). La produccion de aguacate mexicano representa mas del 30% de la
cosecha mundial, siendo Michoacan el estado de la republica que mas aguacates

produce aportando cuatro quintas partes del total nacional.

El aguacate ha pasado de ser considerada una fruta exdtica a incorporarse en la
dieta basica en muchos paises, incluyéndose en la tendencia creciente hacia el
consumo de productos naturales. En el ranking mundial, los principales 20 paises
productores de aguacate, produjeron 3.5 millones de toneladas (mt). México
destaca como el principal productor con 1.2 mt, que representa el 35 % de la
produccion mundial (SIAP, 2015).

Dentro de las diferentes clases y especies de aguacate, el mas consumido en
México, y que ademas esta considerado en la canasta basica, es el aguacate
‘Hass’ por lo que para el 2015 su consumo anual per capita fue de 6.5 kg (SIAP,
2015). El aguacate mexicano ha adquirido gran importancia, al estimarse que, de
cada 10 aguacates comercializados a nivel mundial, tres son vendidos por

productores mexicanos.
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Recientemente en México ha surgido la preocupacién por el monitoreo de lo que
se conocen como complejos ambrosiales, que consisten en una relacion
simbidtica entre un escarabajo y un hongo, donde principalmente las hembras
invaden una amplia variedad de especies hospedantes haciendo galerias, en las
qgue se reproducen y cultivan los hongos de los cuales se alimentan tanto las
larvas como los adultos. (Eskalen et al., 2013). Estos hongos que son inoculados
y cultivados por los escarabajos pueden ser fitopatbgenos que causan dafios

graves en los arboles infectados.

De estos complejos ambrosiales los mas estudiados y de interés en México en
aguacate han sido el ascomycete Raffaelea lauricola que causa una enfermedad
vascular en los miembros de la familia de las Lauraceas, llamada Marchitez del
Laurel, cuyo principal vector es, Xyleborus glabratus (Harrington et al., 2011).
Reportado en 2011 en Persea americana por primera vez en el condado de
Miami, Florida, en Swamp Bay (Ploetz et al., 2011) siendo una amenaza la
cercania de su presencia para las zonas productoras en el norte de México, por
otro lado se tiene un gran interés en el hongo Fusarium euwallacea y su vector
Euwallacea sp., (Eskalen et al., 2012); ya que esta asociacidon provoca la
enfermedad conocida como muerte descendente por Fusarium o “Fusarium
Dieback (FD)” en aguacate y otras lauraceas, es una plaga reglamentada en
México, su dispersion representa una amenaza significativa para arboles del
paisaje urbano, areas naturales, marginales y agricolas. Asimismo, pone en
riesgo la produccion de 175,939.76 ha de aguacate, con valor de
$20,715,986,370 (SIAP, 2015).

La preocupante cercania y llegada de estos casos al continente americano ha
alertado a las autoridades fitosanitarias de nuestro pais ya que estos hongos han

causado grandes pérdidas en otros paises por lo que el monitoreo y reporte de
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nuevos hongos asociados a complejos ambrosiales es de gran importancia para

prevenir el dafio a los cultivares de aguacate en territorio mexicano.
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivos generales

Este trabajo busca aportar informacion acerca de nuevos complejos ambrosiales
gue se encuentran en los estados de Michoacan y Chiapas. Esto evaluando
primeramente la patogenicidad de los hongos asociados a complejos
ambrosiales encontrados en estos dos estados mencionados anteriormente en
plantas de la var. Hass. Para posteriormente comparar la resistencia de ocho
variedades y una raza pura de aguacate inoculados con los hongos

seleccionados en las pruebas de patogenicidad.
1.1.2 Objetivos particulares

Identificar mediante técnicas moleculares el hongo proveniente del estado de
Chiapas.

Evaluar la patogenicidad de los hongos inoculados.

Identificar la sintomatologia y comportamiento de los hongos inoculados.
Comparar la susceptibilidad y dafios entre los diferentes genotipos de aguacate

seleccionadas.

1.2 Hipétesis
Los hongos evaluados mostraran diferente sintomatologia y dafio en los

genotipos evaluados, y al menos una variedad mostrara posible resistencia con

respecto a los hongos.
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2. Revision de literatura

2.1 Importancia econémica

México es considerado el lugar de origen del aguacate (Persea americana Mill.)
(Sanchez, Mijares, Lopez & Barrientos, 2002) segun evidencias en el sitio
arqueologico de Coxcatlan, perteneciente a Tehuacan, Puebla. Este fue
domesticado y cultivado entre las primeras culturas en Mesoameérica,
posteriormente se transmiti6 de generacion en generacion por las culturas
emergentes (Chen, Morrell, Ashworth, De la Cruz & Clegg., 2009). El aguacate
perteneciente a la familia de las laurdceas es una especie polimorfa; arbol de
tronco potente con ramificaciones vigorosas, perennifolio con hojas muy brillantes
y raiz superficial (Quintero, 2011). Hasta el momento se han descrito tres razas
de importancia econdémica: Mexicana (Persea americana var. drymifolia),
Guatemalteca (Persea americana var. guatemalensis) y Antillano (Persea
americana var. americana) (Galindo et al., 2008). A nivel mundial, México es el
principal productor de aguacate concretando en 2012 el 30.19 % de la produccién
mundial, seguido de Indonesia con 6.75% y de Republica Dominicana con 6.65
%. (FAOSTAT, 2016).

2.2 Plagas y enfermedades de importancia econOmica en el aguacate

En el cultivo del aguacate en México se presentan diversas plagas de importancia
econdémica, como los thrips, acaros y escamas armadas. (Equihua-Martinez,
Estrada-Venegas & Gonzalez-Hernandez, 2007). Sin embargo, la Direccion
General de Sanidad Vegetal menciond cerca de 55 plagas asociadas al
agrosistema aguacatero; alterando el orden de importancia segun el area

aguacatera de que se trate.
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Los insectos y acaros que se encuentran asociados al cultivo del aguacate en
México varian de regiobn a regidon dependiendo de las condiciones
edafoclimaticas, variedades nativas y mejoradas que se encuentren colindando,
difiriendo en los patrones de diversidad. Siendo de gran importancia este cultivo;
los investigadores se han centrado en estudiar con mas precision las especies
gue se asocian al aguacate en las principales zonas productoras de México como
lo es Michoacan. Algunas de las principales plagas consideradas son: thrips
(Thysanoptera), arafia roja (Oligonichus punicae H.), barrenadores de tronco y
ramas (Coptorus aguacatae Kissinger), barrenadores de semilla (Conotrachelus
perseae y Conotrachelus aguacatae Barber (Gonzalez, et al., 2000). Siendo de
mayor importancia fitosanitaria los barrenadores de tronco y ramas y de la semilla
del aguacate, por su gran impacto econdmico que provoca restricciones

cuarentenarias.

Entre otro de los factores que limitan la produccion y vida del arbol de aguacate
se encuentran las enfermedades causadas por bacterias y hongos
principalmente, la importancia de estos fitoparasitos varia dependiendo de la
region productora y tipo de mercado destino. Entre las enfermedades que
destacan por sus dafos y prevalencia, es la rofia (Elsinoe perseae) que infecta
los frutos en sus primeros estados fenolégicos (Marroquin—Pimentel, 1999; Téliz
y Mora, 2007); pudricién del pedunculo (Lasiodiplodia theobromae) provocando

la caida de los frutos (Salvador et al., 1999; Téliz y Mora, 2007.

En México por las campafias de restriccion por el USD, USA se destacan también
la antracnosis (Colletotrichum gloesporioides) y rofia (Sphaceloma persea) por
reducir significativamente la calidad de la fruta destinada a la exportacién.)

También cabe destacar el dafio en raices que puede causar muerte descendente
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del arbol enfermedad conocida como tristeza del aguacate (Phytophthora

cinnamomi) (Adame, 1993).

2.2.1 Enfermedades cancros

Heladas o dafios mecénicos pueden representar el acceso inicial para la entrada
de los patdgenos que causan cancros que vienen acompafnados de exudados,
escamas Y lesiones que expulsan polvo blanco. (Vitale et al. 2012, Ceja-Torres,
Téliz-Ortiz, Osawa-Kawasoe & Morales-Garcia, 2000). En lo que respecta a
México, se han reportado varios agentes causales como lo son: Nectria galligena
(Martinez, 1974; Jiménez, 1987) Phytophthora boehmeriae y Fusarium solani
(Coria, 1985); Physalospora perseae (Ramirez y Estrada, 1996). En otros paises
como Sicilia, Italia se han encontrado hongos asociados al cancro de ramas como
Neofusicoccum parvum, Colletotrichium gloesporoides o C. fruticola, Diaporthe
foeniculacea o D. sterilis (Guarnaccia et al, 2016). Cada vez mas especies que
pertenecen a la familia Nectriaceae son responsables de enfermedades en
aguacate, incluyendo muchos miembros de Fusarium y géneros similares a este,
como Albonectria o Neocosmospora (Parkinson, Shivas & Dann, 2017, Farr &
Rossman 2018).

2.2.2 Escarabajos ambrosiales, hongos simbiontes y enfermedades

asociadas

Los complejos ambrosiales consisten en la relacion simbidtica entre un
escarabajo y un hongo, estos escarabajos ambrosiales transportan hongos en
sus micangios los cuales cultivan al interior de las galerias en la corteza, y se
alimentan de este (Rangel, Pérez, Sanchez & Capello, 2012).
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Recientemente con la llegada de Raffaelea lauricola hongo que causa una
enfermedad vascular en miembros de la familia de las Lauraceae llamada como
“Marchitez del Laurel” el estudio de los hongos relacionados a escarabajos
ambrosiales tom6 mayor importancia en el continente americano. Este hongo
fitopatdbgeno y su vector conocido, Xyleborus glabratus (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), (Rabaglia, Dole & Cognato, 2006; Hanula, Mayfield,
Fraedrich & Rabaglia, 2008; Harrington et al., 2011).

Se asume que su llegada desde Asia a Estados Unidos fue por medio del
transporte de su vector en materiales de embalaje (Fraedrich et al., 2008).
Posteriormente en lo que fue el afio 2011, se reporté en Persea palustris, por
primera vez en Miami, Florida, en “Swamp Bay”, y poco después en aguacate,
Persea americana (Ploetz et al., 2011). En poco mas de una década, se esparcio
en varios miembros de la familia lauraceas, en el sudeste de los Estados Unidos,
enfermando y afectando tanto poblaciones de arboles autdctonos como cultivares
de aguacate (Hughes et al., 2015; Ploetz et al., 2017).

La marchitez del laurel es una seria amenaza para la produccion de Florida, al
ser la tercera zona productora de aguacate mas grande y su propagacion podria
impactar dramaticamente la produccion de otras areas como lo es California y
México (Ploetz et al.,, 2017). En las escazas pruebas realizadas no se ha
encontrado aun un cultivar que sea completamente resistente a la marchitez del
laurel, y se sabe que los cultivares de las indias occidentales son los més
susceptibles, y aun asi los menos susceptibles aln sufren dafios graves ante la
enfermedad (Ploetz et al., 2012).

La marchitez del laurel afecta el tejido vascular del arbol alterando el flujo de agua
y nutrientes causando lo que es considerada una muerte descendente de ramas,
esto acompafado de previa sintomatologia como lo es marchitez de ramas y
decoloracién de hojas, rompimientos de ramas con alta produccion (Mendel et
al., 2014).
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Entre otros complejos ambrosiales de interés actual, primeramente, hubo
reportes en Israel de los dafios provocados en aguacate por el escarabajo
Euwallacea sp., mejor conocido como “Polyphagus Shot Hole Borer” se han
observado en los principales cultivares: 'Hass', 'Pinkerton' y 'Ettinger’, pareciendo
ser 'Hass' el hospedante mas susceptible. Las plantaciones de aguacate en Israel
cubren aproximadamente 7,000 ha, y cerca de dos tercios de esta produccion
total se exporta. Durante un estudio de cinco afios, este escarabajo se extendio
en aproximadamente el 60 % de la produccion en ese pais, en donde algunos

huertos presentaron tasas de infestacion de hasta el 100 % (Eskalen et al., 2012).

Posteriormente en California, EE.UU., se reportd la asociacion de Euwallacea
sp., con F.euwallaceae Graphium sp., y Acremonium sp en 2012, cuando por
primera vez se observo el dafio de la muerte descendente por Fusarium (Lynch
et al., 2016, Eskalen et al., 2012).

Debido a la distribucion del complejo ambrosial en California, EE. UU. y su
cercania a México; en el afio 2016 se reportd por primera vez al escarabajo
Euwallacea nr. fornicatus, capturado en una trampa tipo Lindgreen en la ciudad
de Tijuana, en el estado de Baja California, México (Garcia-Avila et al., 2016);
posteriormente, se reporté al Instituto de Ecologia (INECOL) en el 2016 la
presencia del hongo Fusarium euwallaceae, en cuatro arboles en Tijuana,

México.

Se sabe que la mayoria de los escarabajos ambrosiales dependen de la relacion
simbidtica con especies de hongos (Parthiban y Muraleedharan, 1992; Klepzig &
Six, 2004) y se debe profundizar en el estudio de hongos relacionados

escarabajos ambrosiales.
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En lo que respecta a estudios recientes se han hecho acerca de Xyleborus en
México dirigidos a regiones especificas de México y a hospederos especificos
(Atkinson y Equinua-Martinez,1986) también se ha trabajado en taxonomia y
comportamiento de la subfamilia Scolytinae en el pais (Romero, Anaya, Equihua
& Mejia, 1997: Equihua & Burgos, 2002). Tal como fue en un estudio reciente en
Colima donde se registrO la presencia de tres especies de escarabajos
ambrosiales del género Xyleborus en arboles de aguacate (Castrejon-Antonio et
al., 2017), este reporte siendo de gran aporte para incentivar el estudio de hongos

relacionados a escarabajos ambrosiales en nuestro pais.
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3.1 Resumen

Recientemente en México ha surgido la preocupacién por el seguimiento de los
complejos ambrosiales que consisten en una relacion simbibtica entre un
escarabajo y un hongo, donde las hembras invaden una amplia variedad de
especies haciendo galerias en la corteza y madera, en las que se reproducen y
los escarabajos cultivan los hongos para alimentarse, estos hongos pueden ser
fitopatdgenos causando graves dafios en los arboles infectados. La proximidad
de Raffaela lauricola en Florida y la presencia de Fusarium euwallacea en el norte
de México; hongos que han causado grandes pérdidas en Estados Unidos ponen
en riesgo las zonas productoras de aguacate en México. Por lo que el reporte de
nuevos hongos asociados con complejos ambrosiales es de gran importancia. El
objetivo del presente estudio fue realizar pruebas de patogenicidad en aguacate
‘Hass’, de hongos relacionados a complejos ambrosiales, donde se evalud su
sintomatologia, y el avance del dafio dentro del tallo, después de la inoculacion
de aislamientos provenientes de arboles de aguacate enfermos provenientes del
estado de Michoacan y Chiapas, México. Los hongos estudiados fueron los
siguientes: Raffaelea brunnea, Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), Fusarium
solani, y Fusarium sp. Destacé en patogenicidad R. brunnea y Fusarium sp., con
un mayor avance dentro del tallo y dafio que en algunos casos llegé hasta el
tejido de médula, mostrando marchitez en las hojas y manchado café rojizo en el
interior del tallo.

Palabras clave: Persea americana Mill. Raffaellea brunea, Ophiostoma sp.,

Fusarium solani, Fusarium sp., enfermedad.
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3.2 Abstract

Recently there has been concern for the monitoring of ambrosial complexes in
Mexico that consist of a symbiotic relationship between a beetle and fungi, where
female ones invade a wide variety of species making galleries in the bark and
wood, in which beetles reproduce and farm the fungi to feed the colony, these
fungi can be a phytopathogen that can cause serious damage in the infected
trees. The proximity of Raffaelea lauricola to Florida and the presence of Fusarium
euwallacea in the north of Mexico; fungus that have caused great losses in the
United States put in risk the avocado production zones in Mexico. So, the report
of new fungi related to ambrosial complexes is of great importance. The objective
of the present study was to achieve pathogenicity tests of fungus related to
ambrosial complexes on ‘Hass’ avocado, were their symptomatology was
evaluated, and the progress of damage inside the stem, after the inoculation of
isolates from diseased avocado trees from the state of Michoacan and Chiapas,
Mexico. The fungus studied were the following, Raffaelea brunnea, Ophiostoma
sp. (Ceratocystiopsis sp.), Fusarium solani and Fusarium sp. Emphasizing that R.
brunnea and Fusarium sp., with a greater progress of damage in the stem that in
some cases reached the pith tissue, showing wilt on the leaves and reddish brown
stains in the inside of the stem.

Keywords: Persea americana Mill. Raffaellea brunea, Ophiostoma sp., Fusarium
solani, Fusarium sp., disease.

3.3 Introduccion

Nativo de Mesoamérica el aguacate (Persea americana Mill.) ha pasado de ser
un fruto exédtico a uno de los frutos méas cotizados comercialmente por su valor
nutricional, industrial y comercial en el &mbito mundial. En lo que fue el afio 2010,
se cultivd en al menos 60 paises, entre estos destaca México como principal
productor con 102,467 ha y una produccion de 1,148,517 toneladas cosechadas
(Gutiérrez-Contreras, Lara-Chavez, Guillen-Andrade, & Chavez-Barcenas,
2002). Actualmente el principal comprador de aguacate mexicano es Estados
Unidos, el 75 % de estas exportaciones provienen de México, seguido por
Francia, Japon, Canada, China y Australia (Torres, 2009). Segun el Servicio de

Informacidon Agroalimentaria y Pesquera, para 2015 la produccion de aguacate
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en México representaba méas del 30 % de la cosecha mundial, destacando en
nuestro pais como primer estado productor Michoacan contribuyendo con cuatro
quintas partes del total de la produccion nacional; y para lo que respecta el estado
de Chiapas se ubica en el séptimo lugar nacional en la produccion de aguacate

‘Hass’, con una produccion anual de casi 17 mil toneladas al afio.

El cultivo del aguacate presenta alta produccion, a pesar de ser fuertemente
afectado por diversas plagas que limitan su comercializacion local e internacional,
muchas de ellas de importancia cuarentenaria. En la actualidad el seguimiento
de complejos ambrosiales ha tomado gran importancia en el pais vecino EE. UU.,
esto a causa de las pérdidas en aguacate generadas principalmente por dos
complejos ambrosiales Xyleborus glabratus-Raffaelea lauricola y Euwallacea sp.-
Fusarium euwallacea. Estos complejos ambrosiales consisten en una relacion
simbidtica entre un escarabajo y un hongo, donde las hembras responsables del
desarrollo de las colonias invaden una amplia variedad de especies de arboles
haciendo galerias en la corteza, donde se reproducen y cultivan distintos tipos de
hongos para alimentar a las larvas y adultos, en ocasiones estos hongos pueden
ser fitopatdégenos y causar graves dafos a los arboles invadidos (Eskalen et al.,
2013). Por la gran cercania de la presencia de estos patdgenos en territorio
estadounidense ha surgido un gran interés en el estudio y monitoreo de estos
complejos ambrosiales en México. El ascomycete R. lauricola causa una
enfermedad vascular en los miembros de la familia de las Lauraceas, llamada
Marchitez del Laurel, cuyo principal vector es, X. glabratus (Harrington et al.,
2011), siendo una amenaza la cercania de su presencia para las poblaciones
naturales de Lauraceae y las zonas productoras en el norte de México, ya que la
presencia del hongo se ha detectado ya en el estado de Texas, EE. UU. Por otro
lado, se tiene un gran interés en el hongo F. euwallacea y su vector Euwallacea

sp. (Eskalen et al.,, 2013); ya que esta asociacion provoca la enfermedad
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conocida como “muerte descendente por Fusarium en aguacate” y otras
lauraceas, primeramente, se encontraba causando estragos en California, EE.
UU. y para el afio 2016 se reportd por primera vez la presencia del vector
Euwallacea nr. fornicatus en una trampa en Tijuana, México (Garcia-Avila et al.,
2016).

Estos hongos han causado grandes pérdidas en otros paises, por lo que el
seguimiento y reporte de nuevos hongos asociados a complejos ambrosiales es
de gran importancia para prevenir el dafio a los cultivares de aguacate en
territorio mexicano. El estudio de estos hongos es escaso en nuestro pais por lo
gue esta investigacion busco aportar conocimiento acerca de la sintomatologia y
patogenicidad de algunos hongos aislados y asociados con dafios por insectos

ambrosiales provenientes de Michoacén y Chiapas.
3.4 Materiales y Métodos

Las muestras fueron colectadas en Ario de Rosales, Michoacéan y la regién de
Lazaro Cardenas del municipio de Trinitaria, Chiapas. Las primeras muestras,
que pertenecen al estado de Michoacan, provienen de madera dafiada de un
arbol de aguacate que sufri6 desecamiento donde se identific6 al escarabajo
Xyleborus affinis en Cutzato, de donde se aisl6 del arbol afectado Fusarium sp.
También fueron identificados dos escarabajos en madera afectada de aguacate,
Monarthrum conversum del cual de sus micagias se aisl6 Ceratosytiopsis sp.
(identificacion inicial), y de Monarthrum exornatum de sus micagias se aislé
Raffaelea brunnea (L.R. Batra) T.C. Harr. (Angel-Restrepo et al., 2019).

En la regidn de Lazaro Cardenas del municipio de Trinitaria, Chiapas, se
recolectaron muestras de ramas de aguacate ‘Hass’ afectadas (5 cm de diametro
y 10 cm de largo) fueron colocadas en recipientes plasticos de color obscuro
cerrados en tapa hermética como lo describe Carrillo, Duncan, & Pefa (2012). El
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arbol afectado era parasitado por el escarabajo Microcorthylus vescus
identificado por el Dr. T. H. Atkinson de la Texas A&M University, y se aislo

Fusarium sp.
3.4.1 Incremento de hongos

El incremento de hongos se llevo a cabo en medio PDA (papa dextrosa agar) con
excepcion de R, brunnea en el cual se utiliz6 medio CSMA (cicloheximida,
estreptomicina, malta agar y ampicilina) el cual permite el crecimiento de hongos
Ophiostomatales (Harrington, 1981). Posteriormente, se seleccioné una colonia
representativa y se realizd un cultivo monospdérico para la identificacion molecular
de cada hongo no reconocido y para la inoculacion de las pruebas de

patogenicidad.
3.4.2 Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en 28 plantas de aguacate de un afio
y medio, injertadas con el cv. Hass sobre portainjertos de la raza mexicana y con
una altura alrededor de 1.20 m, las cuales se inocularon y mantuvieron bajo
condiciones de invernadero en Chapingo, Texcoco, Estado de México. Se
realizaron cuatro repeticiones por cada hongo a inocular; una planta por
repeticion. La inoculacion se realiz6 en dos puntos de crecimiento, en la base
cercana al injerto (maduro) y en un brote (joven), se realizé un corte con navaja
estéril de 5 mm en el tallo, se coloc6 un disco micelial de 0.5 cm de diametro de
PDA o CSMA con micelio acorde a cada uno de los hongos a inocular,
posteriormente se cubrié con una sola capa de parafilm. A las plantas testigo se
les produjeron heridas iguales, se les asperjo agua estéril. Posteriormente se
metieron a camara humeda 72 horas manteniendo una HR mayor o igual al 80 %
para la penetracion exitosa del hongo. Se realizaron evaluaciones cada semana
durante 1 mes para ver el desarrollo de la enfermedad, presencia y ausencia de
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alguna sintomatologia. Al finalizar este tiempo se realiz6 una evaluacion
destructiva en la cual se realizaron cortes longitudinales en el tallo para cuantificar
el avance de la infeccion en el xilema y determinar si estuvo presente el dafio en
otros tejidos. Para lo cual se midio la longitud que avanzo la infeccion hacia arriba
y hacia abajo del punto de inoculacion.

3.4.3 Re-aislamiento del patégeno

Tras las pruebas de patogenicidad se seleccionaron los hongos que mostraron
mayor dafio y avance en los tejidos de las plantas de aguacate, se realizaron re-
aislamientos y se purificaron las colonias. Para lo cual, se retir6 parte de la
corteza de la muestra obtenida, se cortaron fragmentos de 5 mm en donde se
encontraba el tejido dafiado, se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 3 %
durante 90 segundos; se enjuagaron tres a cuatro veces con agua estéril; se
secaron en papel estéril y se sembraron en cajas Petri. Los fragmentos se
sembraron en medio de cultivo PDA y CSMA, dependiendo del hongo, y se
colocaron a 25 °C por 7 dias. Posteriormente se seleccionaron las colonias mas
caracteristicas de hongos y se procedio a purificarlos por lo que las colonias se
transfirieron a cultivo agua-agar y se incubaron a 25 °C por 3 dias. Obteniendo
aislados monospoéricos por punta de hifa transfiriéndose nuevamente a medio
PDA o CSMA, segun el caso.

3.4.4 Identificacion molecular de los hongos fitopatégenos

A partir de estas colonias que se dejaron de 7 a 14 dias de crecimiento en PDA
y CSMA se extrajo micelio aéreo con espatula, con la excepcion de Raffaelea
brunnea la cual estaba perfectamente identificada, posteriormente se macero6 en
un mortero de porcelana estéril al cual se le adiciond nitrégeno liquido
gradualmente. Posteriormente se deposito en un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml con 500 uL de buffer de extraccion (Meyerowitz), se expuso a 45 °C durante
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30 minutos mezclando por inversiébn cada 5 minutos. Se agregaron 30 pL de
CTAB al 10 % y 70 uL de cloruro de sodio a5 My se coloco a 65 °C por 30 min.
Se afladieron 50 pL de acetato de potasio 5 My se incub6 a -20 °C por 5 minutos,
al término de la incubacién se mezcl6 con 700 pL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1 v/v) y se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, temperatura
ambiente. El sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo de microcentrifuga de
1.5 mL y se le agregaron 640 uL de isopropanol frio para precipitar el ADN.
Durante 10 min se incubd la muestra a -20 °C y después se centrifug6 a 13,000
rpm durante 5 min, temperatura ambiente para obtener el botén. El sobrenadante
se desecho y se afiadieron 500 pL de etanol al 70 % para lavar el pellet a 13,000
rpm durante 5 min. El etanol se descartd, posteriormente se secaron los botones
durante 20 min a temperatura ambiente. Se agregaron 40uL de agua destilada
libre de ADNasa para rehidratar el ADN.

Se amplificé por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la regién
completa del espacio transcrito interno (ITS4). La PCR se llevé a cabo en un
termociclador BIORAD® (EE. UU.), con una desnaturalizacién inicial de 94 °C 2
min, 35 ciclos de 94 °C 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C 1 min; y una extension final de 72
°C por 10 min. Los productos amplificados se verificaron por electroforesis en
agarosa al 1 %. El gel se analizé en un transiluminador GelDoc-ItTM 300 UVP
(Inglaterra). Los productos de PCR obtenidos se enviaron a secuenciar a la
empresa Macrogen (Corea) estas secuencias fueron editadas y ensambladas
con el programa Geneious® 9.1.5 (https://www.geneious.com) (Kearse et al.,
2012). Las secuencias resultantes fueron alineadas y comparadas en homologia
(99-100 %) con secuencias de la base de datos del banco de genes (NCBI
GenBank) utilizando el software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Se realizé para la muestra perteneciente a

Chiapas una alineacion de secuencias con muscle v3.8.31, posteriormente se
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buscé el modelo que mejor se ajustd a los datos acorde a MEGA 7 el cual fue el
modelo de sustitucion nucleotidica: Kimura de dos parametros. Después se
realizé una filogenia con el método de maxima verosimilitud con 1000 réplicas de

remuestreo (“bootstrap”).
3.5 Resultados

Se realiz6 una alineacion de secuencias para la muestra perteneciente a
Fusarium sp. del Estado de Michoacan, la cual en Blast mostré6 una mayor
similitud de la secuencia sometida del 50 % con un valor de error de 0 y un
porcentaje de identidad similar del 93.12 % a la muestra con el identificador
KF880404.1 perteneciente a Fusarium solani.

Se realiz6 una alineacion de secuencias para la muestra perteneciente a
Ceratocystiopsis sp. la cual en BLAST mostr6 una mayor similitud de la
secuencia sometida del 48 % con un valor de error de 0 y un porcentaje de
identidad similar del 96.93 % a la muestra con el identificador JF946760.1
perteneciente a Ophiostoma sp, cabe mencionar que la mayor parte de las
secuencias sugeridas con Megablast predominaban en su mayoria por

Ophiostoma sp.

También se realizé una alineacidon de secuencias para la muestra perteneciente
al estado de Chiapas, la cual en BLAST mostré una mayor similitud con una
secuencia sometida del 23 % con un valor de error de 2e-17 y un porcentaje de
identidad similar del 93.70 % a la muestra con el identificador MK595413.1
perteneciente a Fusarium solani, otras de las secuencias sugeridas con
megablast son Fusarium oxysporum, Neonectria sp., Fusarium sp. (FSSC) y
Necosmospora sp. Dado la relativa baja similitud se procedié a realizar la
construccion de una filogenia (Figura 1), la cual se baso en el DNA (ITS), el arbol
se generd a partir de especies del género Fusarium, y otros miembros de la
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familia Nectricaeae segun la publicacion Lombard et al (2015) y de la familia
Tilachlidiaceae. El analisis filogénetico se realizd con el modelo de sustitucion
Kimura de dos parametros con el método de maxima verosimilitud con 1000
réplicas de remuestreo (“bootstrap”). En dicho arbol se pudo observar una
distincion clara con las otras especies de Fusarium y cuya ramificacion tiene 100

% de certeza, por lo que es probable que se trate de una nueva especie (Fig 1).

KJ026700.1 Fusarium oxysporum

99 | LT746247.1 Fusarium ensiforme
KP992939.1 Fusarium solani
651 | KT270266.1 Neocosmospora sp.
MH863652.1 Fusarium pseudensiforme
KM231801.1 Fusarium ambrosium
56 72 KY499282.1 Fusarium euwallaceae

200228-027 E23 C2 ITS4.ab 1 2054

100

69

KY873308.1 Geejayessia sp.
49 _|—— AB470830.1 Nectria rigidiuscula

82 HM484558.1 Nectria cyanostoma
JQ946642.1 Fusarium dimerum
?{ MHB865280.1 Nectria pseudocinnabarina

KM231794.1 Rectifusarium robinianum
MF162269.1 Psychronectria hyperantarctica

0.020

Figura 1 Arbol del mejor modelo Kimura-2P x ML de la alineacion de la secuencia (ITS) del hongo
proveniente de Chiapas asociado al barrenador ambrosial Microcorthylus vescus. La barra de
escala muestra 0.02 sustituciones por sitio, los valores de “Bootstrap” de 1000 réplicas se
muestran al lado de las ramas. La muestra del aislado corresponde al nombre de C2 (en letras
negritas).

Los hongos originarios de Michoacén fueron agrupados por su morfologia, en el
caso de Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), fueron separados en cinco
colonias diferentes con caracteristicas similares ya que la morfologia del
crecimiento variaba en forma y color. Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), fue
separado en cinco colonias a las cuales se les asigno el siguiente nombre para
diferenciarlas Cel, Ce2, Ce3, Ce4 y Ce5. Por otro lado, en el caso de Fusarium

solani y Raffaelea brunnea solo se consider6 una misma colonia ya que la
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morfologia que se mostré en varias de las cajas fue recurrente, sin encontrar
alguna diferencia de color o forma de crecimiento. En el caso de Chiapas so6lo se
logré conservar una colonia de hongo perteneciente a Fusarium sp., la cual

mostro unicamente un tipo de colonia.

En las pruebas realizadas en las distintas colonias de Ophiostoma sp.
(Ceratocystiopsis sp) se pudo observar lo siguiente; Cel mostr6é una inoculacién
exitosa tras las 72 horas de mantenerse en camara humeda ya que a los escasos
5 dias de ser inoculado aparecié un poco de polvo granuloso blanco en la zona
de la herida, Ce2 mostrd una inoculacién exitosa tras las 72 horas de mantenerse
en camara hiumeda ya que a los 5 dias de ser inoculado aparecié polvo granuloso
ligeramente amarillento en la zona de la herida, y a los siete dias se observé que

los pequefios brotes comenzaban a marchitarse.

En una de las plantas se inici6 a ver como surgia alrededor de la herida de
inoculacién un halo necrético de 1 cm, en cada extremo acompafada con
marchitez en sus hojas de un color café muy palido, se prosiguié a abrir el tallo
afectado para observar el dafio y se pudo observar cémo los tejidos por dentro,
ya se encontraban secos en un color café claro sin tensién hidrica, extendiéndose
completamente a toda una rama que se sec6 por completo. Al décimo dia otra
planta comenz6 a presentar defoliacion y la presencia de polvo ligeramente
amarillento aun se tenia presente, misma planta que al dia 20 se encontraba aun

mas defoliada pero no completamente.

Ce4 mostré una inoculacion exitosa tras las 72 horas de mantenerse en camara
hameda, a los 5 dias de ser inoculado mostré polvo amarillento granuloso en la
zona de la herida, y posteriormente a los 20 dias presentan marchitez en las

puntas de las hojas.
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En el caso de Ce3 y Ce5 mostraron una inoculacion exitosa tras las 72 horas de
mantenerse en camara humeda, aunque no hubo una sintomatologia externa
significativa mas que la presencia de polvo blanquecino, pero en menor cantidad
que en los otros casos desde el 5 dia y marchitez muy ligera en una planta de
Ceb5 a partir del dia 20.

Se realizaron re-aislamientos de estas colonias y se obtuvieron 100 % en el caso
de Cely Ce2, 75 % en el caso de C3 y un 50 % en el caso de Ce4 y Ce5.

Fusarium solani, mostro a los 5 dias de ser inoculado polvo granuloso blanco y
en partes amarillentas. Al séptimo dia se pudo observar que el polvo empezé a
extenderse a lo largo de los tallos de una manera mas extensa, se pudo apreciar
gue presentd secreciones de azucares por parte de la planta, por lo mismo, ésto
pudo haber logrado que el hongo se extendiera en la parte externa del tallo en
mayor longitud y proporcién que los demas, como se muestra en la (Figura 2-1b).
El re-aislamiento de Fusarium fue del 80 %.

Raffaelea brunnea, mostré una inoculacién exitosa al tercer dia y se pudo
observar que ya habia indicios de polvo granuloso blanco, el cual al quinto dia
era mucho mayor su crecimiento en la zona de la herida, desarrollandose en la
superficie de la herida en forma de domo (Figura 2-3b), al décimo dia se pudo
empezar a observar una cicatrizacion negra parecida a una necrosis, aunque se
podia ver un poco de polvillo color negro (Figura 2-3b). A los 15 dias algunas de
las plantas presentaban marchitez en el apice de las hojas, el cual fue avanzando
hacia el interior de las mismas, como se muestra en la (Figura 3-3a). El re-

aislamiento fue de 60 %, su desarrollo en medio CSMA fue de 1 a 2 semanas.

Fusarium sp., mostro una inoculacion exitosa tras las 72 horas de mantenerse en
camara humeda ya que a los escasos 5 dias de ser inoculado aparecié un poco
de polvo granuloso blanco al igual que exudados de azucares. A los 7 dias

37



empez06 a mostrar una sintomatologia peculiar en las hojas, marchitez desde el
apice avanzando en el margen de éstas. Para el dia 20 algunas hojas mostraban
una marchitez mas pronunciada de un color café claro que en algunos casos
tendia a un tono violaceo, llegando hasta un tercio de la hoja (Figura. 3-2a), y la
herida de inoculaciébn mostraba aun polvo blanco (Figura 2-2b). El re-aislamiento
fue de 90 %.

En cuanto a las mediciones del avance longitudinal del dafio de los hongos en lo
que fueron las inoculaciones en brote maduro, cabe destacar que R. brunnea
presento diferencias significativas con Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Cel
y Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce3 (Figura 4) y fue el que tuvo mas
avance con un promedio de 23.47 mm, seguido por Cel con 13.05 mm vy
Fusarium sp., con 12.24 mm. Seguidos, respectivamente, por Fusarium, Ce5,
Ce2, Ced y Ce3. Por estas caracteristicas en el avance en brote maduro de los
tres primeros, estos podrian causar mas dafio en plantas de una edad mas
avanzada. Los dafios encontrados en la corteza mostraron, por otra parte,
coloraciones color café rojizo que van marcando el avance distintivo tras los

cortes longitudinales del tallo (Figura 3).
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Figura 2 Colonias de hongos y sintomatologia en invernadero. 1) Fusarium solani, 2) Fusarium
sp., 3) Raffaelea brunnea, 4) Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Cel, 5) Ophiostoma sp.
(Ceratocystiopsis sp.) Ce2, 6 Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce3, 7) Ophiostoma sp.
(Ceratocystiopsis sp.) Ce4, 8 Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce5. Las imagenes son
referentes a) Colonia en PDA, excepto R. brunnea en CSMA, a los 7 dias a temperatura ambiente
y b) Herida a los 15 dias de inoculaciéon
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Figura 3 Cortes longitudinales de var. Hass. Cortes longitudinales de var. Hass. 1 Fusarium solani,
2 Fusarium sp., 3 Raffaelea brunnea, 4 Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Cel, 5 Ophiostoma
sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce2, 6 Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce3, 7 Ophiostoma sp.
(Ceratocystiopsis sp.) Ce4, 8 Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.) Ce5. Las imagenes son
referentes a) Sintomatologia en hojas a los 30 dias y b) cortes longitudinales del tallo mostrando
el avance del dafo de la enfermedad a los 30 dias.
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Respecto al analisis de comparacién de medias (Figura 5) del avance del dafio
en brote tierno se observé diferencia significativa de Fusarium sp. con
Ophiostoma sp. Ce3, siendo mayor el avance en Fusarium sp. con 14.93 mm,
Ophiostoma sp. Cel con 13.09 mm, Ophiostoma sp. Ce2 con 12.63 mm, y
Fusarium solani, con 11.03 mm. Seguidos por R. brunnea, Ophiostoma sp. Ce4,
Ophiostoma sp. Ce5 y Ophiostoma sp. Ce3. El avance en brote tierno puede
hacer suponer que plantas mas jévenes podrian ser mas susceptibles a estos
patégenos y la parte de las ramas mas jovenes o la parte superior del tallo. La
coloracion de un café rojizo es la que distintivamente marca el avance de la
enfermedad tanto para arriba como para abajo de las heridas de inoculacién
(Figura 3).

Raffaelea brunnea 23.47 a

Ophiostoma sp. Cel

13.05 b

Fusarium sp. C2 12.24 pe

Fusarium solani

9.66 bc

Ophiostoma sp. Ce5 9.48 bc

Ophiostoma sp. Ce2

8.17 bc

Ophiostoma sp. Ced 15.99 be

Ophiostoma sp. Ce3 ﬁ 262 ¢ DMS = 10.40

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
H Avance de dafio en brote maduro {(mm)

Figura 4 Avance del dafio longitudinal por hongos asociados a barrenadores ambrosiales en brote
maduro de aguacate ‘Hass’. Letras distintas significan diferencias entre medias de acuerdo con

la prueba de Fisher LSD (DMS) a una P=0.05.
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Fusarium sp. - | —— /.93 3
Ophiostoma sp. Cel ¥ 13.09 ab
Ophiostoma sp. Ce2 g 12.63 ab

Fusarium solani ; 11.04 abc
Raffaelea brunnea ; 8.95 abc
Ophiostoma sp. Ce4 ; 8.28 abc
Ophiostoma sp. Ce5 g 5.48 bc
Ophiostoma sp. Ce3 E 351c

DMS=8.29

000 200 400 6.00 800 1000 12.00 14.00 1e.00

E Avance de dafo en brote tierno (mm)

Figura 5.Avance del dafio longitudinal por hongos asociados a barrenadores ambrosiales en brote
tierno de aguacate ‘Hass'. Letras distintas significan diferencias entre medias de acuerdo con la
prueba de Fisher a una P=0.05.

En cuanto al avance del dafio dentro del tallo, donde se vieron involucrados otros
tejidos como lo fue no solo el xilema y floema, sino transversal hasta llegar a la
meédula (Figura 3). Fusarium sp., y R. brunnea. mostraron un mayor avance con
2.05 mm y 2.0 3 mm, respectivamente (Figura 6), seguido por Ce4, Ce2 y
Fusarium solani, a los tejidos internos del tallo tanto para brote tierno como brote
maduro, mostrando una coloracién café rojiza similar a la del avance que fue
longitudinal. En el caso de Cel, Ce3 y Ce5 ninguno de los casos mostré dafios
que llegaron a la médula, sin embargo, cabe mencionar que la separacion de

medias no mostro diferencias estadisticas significativas.
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Fusarium sp. | ] 2.06 2
Raffaelea brunnea _ 2.02a
Ophiostoma sp. Ce2 _ 1.57 a
Ophiostoma sp. Ce4 _ 1.35a
Fusarium solani _ 1.34 a
Ophiostoma sp. Ce3 | 0.00 a
Ophiostoma sp. Ce5 | 0.00 a
Ophiostoma sp. Cel  0.00 DMS =2.47
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

E Avance de dafio en brote tierno (mm)

Figura 6. Avance transversal el dafio de los hongos dentro del tallo de aguacate ‘Hass’. Letras
distintas significan diferencias entre medias de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (DMS) a
una P=0.05.

En cuanto a lo que respecta al promedio del avance total de dafio en brote tierno,
brote maduro y dentro del tallo se observé que destacan R. brunnea, Fusarium
sp. y Ophiostoma sp. Cel (Figura 7), como los hongos que presentaron mayor
avance de dafio por lo que se puede considerar que deben de ser los mas
agresivos o dafinos en el tiempo que se realiz6 la evaluacion, siendo comudn
entre ellos que la sintomatologia externa no forzosamente indicara la severidad
del dafio interno encontrado. También cabe mencionar que no necesariamente
el dafio debe llegar a la médula para presentar sintomatologia, ya que muy
probablemente el dafio en xilema y floema es primordial en la presencia de los
sintomas.
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Por otro lado, las otras colonias evaluadas de Ophiostoma sp. (Ce2, Ce3, Cedy
Ce5) y Fusarium solani. aunque causaron dafio, el avance fue menor a los

anteriores, pudiéndose considerar menos agresivos.

Raffaelea brunnea | 11 48
Fusarium sp. | 974
Fusarium solani | 734
Ophiostoma sp. Ce2 |l 7.46
Ophiostoma sp. Ce5  |und 3.89
Ophiostoma sp. Ced | 3-15
Ophiostoma sp. Ce3 [ 2.04

Ophiostoma sp. Cel | 8.71

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

M Total de avance interno (mm)

Figura 7. Avance promedio total del dafio interno de los tipos de brote y los tipos de dafio de los
hongos en aguacate ‘Hass’.

3.6 Discusién

En el caso de los resultados obtenidos en Blast con relacion a Ophiostoma sp.
se puede contemplar también que entre el género Ceratocystiopsis y Ophiostoma
se encuentran muy pocas diferencias llegandose a sugerir una sinonimia entre
los dos géneros, como argumenta Wingfield (1993) que mencion6é que no es
l6gico mantener a Ceratocystiopsis como un género diferente basado en que
Ophiostoma contenga como distincion morfolégica mudltiples formas de
ascosporas, siendo esta divergencia solo una de muchas caracteristicas para

hacer subdivisiones en el género. Por lo que posteriormente se sugiere el realizar
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una sinonimia entre estos dos géneros, una identificacion morfoldgica mas a
fondo ya que la principal diferencia reside en que Ophiostoma tiene una gran
variedad de ascosporas con distinta morfologia (Hausner, Reid & Klassen, 1993)
y se procedié formalmente a reducir a Ceratocystiopsis como una sinonimia de

Ophiostoma, basado en secuencias SSU y LSU rDNA.

Respecto a Fusarium sp. (C2) de Chiapas se puedo observar que es parte del
clado correspondiente a los géneros Fusarium y Neocosmospora, posteriormente
formandose dos subclados dénde se puede ver que el aislado C2 diverge de las
especies de Fusarium presentes en la filogenia. Lo anterior puede indicar que
nuestro C2 puede ser una nueva especie, formar parte de algun clado en el cual
alguna especie en comun no fue contemplada en la filogenia o se debi6 realizar
una alineacién de secuencias con el DNA de otro loci, por lo que se sugiere
realizar mas estudios para obtener una informacibn mas precisa. Cabe
mencionar que las especies pertenecientes a Nectriaceae son conocidos por ser
responsables de enfermedades en plantas de aguacate (Vitale et al., 2012,
Parkinson et al., 2017), e incluyen dentro de ella varios miembros del género

Fusarium y similares a este, como Neocosmospora (Farr & Rossman 2018).

En lo que respecta a Ophiostoma sp. la cepa Cel destacé con un avance
sobresaliente en los brotes tiernos y maduros, pero no se mostraron dafios que
llegaran hasta la médula a diferencia de otra de las dos colonias C3 y C4 que
mostraron dafio en médula, pero avance de la enfermedad en brote tierno y
maduro no significativa. Generalmente los hongos pertenecientes al género
Ceratocystiopsis (Ophiostoma) causa dafios en pinos, lo cual fue reportado en
Inglaterra (Winfield & Gibbs,1991), se mencion6é también que puede llegar a
causar manchado de la madera (Zhou, De Beer, Wingfield & Wingfield, 2001) tal
como se pudo observar en los tallos donde el manchado marca el avance del

dafo causado por el hongo en ambos tipos de brotes en xilema y floema. La
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informacion respecto de este hongo es bastante reducida por lo que los aportes

nuevos acerca de esto es de gran importancia, y mas en aguacate.

En cuanto a lo que se observo, Fusarium solani, mostré a los 5 dias de ser
inoculado polvo granuloso blanco y en partes amarillento similar a lo que
menciona Ceja, Téliz, Osada, & Morales (2000) en el caso de Fusarium
oxysporum y F. solani donde la inoculacion artificial en el tallo de plantulas de
aguacate mostrd una necrosis tenue con polvo granuloso blanco, e indicaron que
también ese sintoma externo coincide con lo que llegaron a observar en campo.
También a diferencia de F. oxysporum y F. solani donde se mencion6 que estos
Gnicamente provocaron pequefias lesiones de color rojizo bajo la corteza que no
se extendieron ni profundizaron hacia el cilindro central, en este estudio la cepa
de Fusarium solani, se pudo observar como si existié dafio en floema, xilema, y
en algunos casos hasta la médula. Como se menciond previamente al séptimo
dia se pudieron observar exudados de azucares provenientes de las lesiones de
inoculacion acompafiadas de polvo blanco que se regaba a lo largo de esta
secrecion, similar al caso de arboles parasitados por Fusarium euwallacea,
donde se ha mencionado que los aguacates infestados exhiben depdésitos de
polvo blanco y exudados compuestos de perseitol alrededor de la herida de
entrada del barrenador (Mendel et al.,, 2012). Aunque se pudo observar un
manchado en la corteza y una sintomatologia caracteristica, Fusarium solani no
resultd ser de los mas patogénicos, sin embargo, se considera que una
evaluacion en arboles mayores y un experimento de mayor duracién puede

generar diferentes resultados.

En lo que se refiere a R. brunnea se menciono que a los 15 dias algunas de las
plantas presentaban marchitez café en la punta de las hojas, al paso de los dias
la marchitez fue avanzando hasta cubrir casi toda el area foliar. R. brunnea

presentd el mayor avance longitudinal en el tallo de brote maduro y tierno, tuvo
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dafos en la corteza que llegaron hasta la médula en algunos casos, demostrando
gue es capaz de llegar a otros tejidos. Los dafios observados en los cortes fueron
rayas y parches de color café rojizo. Relacionando la sintomatologia externa e
interna se pudo observar que no era necesario que la planta tuviera un dafio
interno para forzosamente presentar una sintomatologia externa. Lo previamente
escrito es similar a lo mencionado por Ploetz et al. (2012) en R. lauricola donde
se realizaron pruebas de patogenicidad en variedades de aguacate, sefialando
que los primeros sintomas foliares de la marchitez del laurel, es marchitez en las
hojas cambiando de un color de un verde olivo a un café tan pronto que se
marchiten, la coloracion de los dafios se mostro en un color café obscuro en
parches o rayas como sintomatologia externa y un color café rojizo de manera
interna contrastando con la corteza. También se pudo observar que la
sintomatologia interna y externa estaba relacionada, pero en algunos casos
donde habia una severidad vascular mayor se desarrollaba una sintomatologia
externa menor. Con esto se puede indicar que el comportamiento ente R.
brunnea y R. lauricola es similar en cuanto a sintomatologia externa e interna, y
sobre todo, que la relacién entre ellas no necesariamente pareciera estar ligada
de manera estricta, donde en el caso de haber dafio interno puede o no
presentarse sintomas externos, pero no presentarse una sintomatologia sin un
dafio interno. Lo cual puede ser debido a la resistencia que pone la planta ante
la enfermedad, y sobrepasando esa resistencia es cuando los sintomas externos
comienzan a presentarse y asi dar paso también a muertes subitas e
inesperadas, siendo esto Ultimo lo mas peligroso para el productor, ya que la
enfermedad y la severidad de la enfermedad podria pasar en ocasiones
desapercibida. Cabe indicar que de acuerdo con el arbol filogenético de Raffaelea
sensu stricto el cual se divide en dos, Raffaelea brunnea y Raffaelea lauricola

estan en la misma rama, o sea mas relacionadas (Dreaden et al., 2014).
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En lo que respecta al hongo perteneciente a Chiapas, Fusarium sp., se encontré
polvo blanquecino emanado del punto de inoculacion y en las heridas dentro del
tallo color café rojizo similar a lo encontrado por Guarnaccia, Sandoval-Denis,
Aiello, Polizzi & Crous (2008) en Sicilia, Italia, donde encontraron lesiones en la
corteza de aguacate similar a un cancro, con exudados de azlcares en la
superficie y por dentro del tallo un color café rojizo, esto en el nuevo hongo que
proponen Neocosmospora perseae. En lo que respecta a las evaluaciones
realizadas con Fusarium sp., fue el segundo en tener mas avance en el tallo y
dafio, el cual lleg6 hasta la médula deteriorando varios tejidos. Esto ultimo puede
explicar la sintomatologia de marchitez que se encontré aproximadamente desde
los 7 dias y que fue avanzando gradualmente. En campo, en arboles adultos de
aguacate este hongo afecta ramas jovenes de uno a dos afios y avanza
regresivamente e inclusive llegando al tronco y eventualmente secando todo el

arbol.

Por otra parte, se debe de tomar en cuenta que los estudios solo se realizaron
en una variedad de aguacate, por lo que esto puede ser un factor importante, ya
que probablemente si se probaran los hongos en mas variedades se podria
encontrar mas diferencias en el comportamiento del avance de los hongos.
También cabe recalcar que el estudio se realizé bajo condiciones de invernadero,
donde las plantas y hongos no se expusieron a los cambios ambientales ni
interacciones con otros organismos, lo cual pudo influir significativamente en los

resultados.

Para obtener resultados mas certeros se sugiere el uso de arboles con una edad
mayor y mas repeticiones para obtener resultados con una mayor sensibilidad.
Un experimento en campo seria lo mas adecuado, donde se pudiese evaluar el
dafio generado por la constante interaccion de los escarabajos con los hongos.

Una evaluacion con mayor duracién podria proporcionar mas datos, ya que el
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avance de los hongos a mayor tiempo puede producir mayores dafios y
sintomatologia diferente. Por otra parte, el comportamiento que pudiesen tener
los hongos con otras variedades de aguacate es de gran importancia, ya que no

han sido estudiados en México, y en otros paises.

La busqueda de mas fitopatbgenos asociados con escarabajos ambrosiales en
todo el pais, relacionado con el cultivo del aguacate debe ser priorizada, ya que
se desconoce la interaccién que pueda tener con el cultivo de interés y se sabe
que varias pueden provocar pérdidas econdémicas considerables, generando asi
un conocimiento preventivo para el manejo fitosanitario y del cultivo, identificando

plagas potenciales para el aguacate en este pais.

3.7 Conclusiones

Raffaelea brunnea., Fusarium sp., Ophiostoma sp. (Ceratocystiopsis sp.), y
Fusarium solani, son considerados patogénicos por el avance del dafio en tallo,

en brote maduro y brote tierno.

En cuanto a R. brunnea se encontré un comportamiento peculiar, en la relacién
entre la severidad del dafio interno y externo, en el cual se describe que en el
caso de haber dafio interno puede o no presentarse sintomas externos,

estrictamente en plantas de aguacate ‘Hass’ a los 30 dias de inoculados.
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4. Susceptibilidad de variedades de aguacate a hongos

asociados con complejos ambrosiales

Alejandra Barrientos Martinez !, Santos Gerardo Leyva Mir!, Alejandro F. Barrientos-
Priego?, Mateo Vargas Hernandez !, Moisés Camacho Tapia?3

4.1 Resumen

La evaluaciébn de germoplasma de aguacate con la llegada de importantes
complejos ambrosiales al continente americano que generan grandes pérdidas
econdémicas ha resultado de gran importancia, esto con la finalidad de aportar
conocimiento al posible manejo de variedades resistentes. Por lo cual el objetivo
del presente estudio fue evaluar el comportamiento y susceptibilidad de ocho
variedades (‘Hass’, ‘Pionero’, ‘Méndez No.1l’, ‘Encinos’, ‘Maluma’, ‘Pinkerton’,
‘HxP 83’, ‘Fundacion II') y una raza pura (‘Olanca 3 S1’) de Persea americana
Mill. a hongos asociados a complejos ambrosiales provenientes de Michoacan y
Chiapas, México. Los hongos inoculados fueron Raffaelea brunnea, Ophiostoma
sp. y Fusarium sp. Se evalu6 su sintomatologia en invernadero por dos meses,
terminando este tiempo se midié el avance del dafio interno del tallo longitudinal
y trasversalmente. Se encontr6 que ‘Hass’ y ‘Méndez No. 1’ fueron las variedades
mas susceptibles a los hongos por el avance de dafio interno y la presencia de
dafio externo, mientras ‘Pionero’ fue el genotipo menos susceptible. En el resto
de los genotipos se encontraron diferencias en cuanto a dafio en tejido maduro y
tierno. El genotipo ‘HxP 83’ presentd como particularidad avance de dafo solo
en el tejido de médula lo que no causé sintomatologia externa.

Palabras clave: Persea americana Mill., Raffaellea brunnea, Ophiostoma sp.,
Fusarium sp., enfermedad.

Susceptibility of avocado varieties to fungi associated with ambrosial
complexes

4.2 Abstract

The evaluation of avocado germplasm with the arrival of important ambrosial
complexes in the American continent that generate great economic losses has
been of great importance, to contribute with knowledge to the possible
management of resistant varieties. Therefore, the objective of the present study
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was to evaluate the behavior and susceptibility of eight varieties (‘Hass', 'Pionero’,
'Méndez No.1', 'Encinos', 'Maluma', 'Pinkerton’, 'HxP 83', 'Fundacion II') and a
pure race individual ('Olanca 3 S1') of Persea americana Mill., to fungi associated
with ambrosial complexes from Michoacan and Chiapas, Mexico. The inoculated
fungi were Raffaelea brunnea, Ophiostoma sp., and Fusarium sp. Their
symptoms were evaluated in the greenhouse for two months, at the end of this
time the advance of internal damage inside the stem was measured longitudinally
and transversely. ‘Hass’ and ‘Méndez No. 1’ were found to be the most
susceptible varieties to fungi due to the advance of internal damage and the
presence of external damage, while ‘Pionero’ was the least susceptible genotype.
In the rest of the genotypes, differences were found regarding damage to mature
and young tissue. The ‘HxP 83’ genotype showed as an advancement of damage
only in the pith tissue, which did not cause external symptoms.

Keywords: Persea americana Mill.,, Raffaellea brunnea, Ophiostoma sp.,
Fusarium sp., disease.

4.3 Introduccion

La llegada de complejos ambrosiales al continente americano y las pérdidas
causadas por estos en la industria del aguacate ha sido preocupante para los
productores del mismo. De origen asiatico, el escarabajo Xyleborus glabratus,
llegé al continente en 2002 y, en 2008 se encontrd relacionado simbidticamente
con un nuevo hongo, Raffaelea lauricola, al cual se le adjudicé la enfermedad de
marchitez del laurel. El cual se extendié rapidamente por el sudeste de Estados
Unidos en varios miembros de la familia de las Lauraceas, terminando por afectar
la principal zona productora de aguacate de Florida (Fraedrich, 2008; Harrington
et al.,, 2011; Hughes et al., 2015). Por otra parte, tras las pérdidas causadas en
California, en el afio 2016 se reporta por primera vez al escarabajo Euwallacea
nr. fornicatus, capturado en una trampa en la ciudad de Tijuana, en el estado de
Baja California, México (Garcia-Avila et al., 2016); posteriormente, el INECOL
(Instituto de Ecologia A. C. de México) en ese mismo afio reporto la presencia
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del hongo Fusarium euwallaceae, en cuatro arboles en Tijuana, México (Equihua
et al., 2016).

En México existen escarabajos ambrosiales locales que pueden encontrarse
atacando arboles de aguacate (Angel-Restrepo et al., 2019) y que dispersan
hongos asociados, estos insectos pueden en el futuro, ser transmisores de
Fusarium euwallaceae y de Raffaelea lauricola por transferencia lateral o
“contaminacion cruzada” de los hongos (Gebhardt, Begerow & Oberwinkler,
2004), como ha pasado ya en EE. UU., aparte de los posibles hongos

patogénicos que puedan contener

Por lo que es de importancia realizar un escrutinio entre genotipos, respecto a
hongos patogénicos asociados a escarabajos ambrosiales con el fin de crear
conocimiento que se pueda aportar con respecto al posible manejo de
variedades resistentes, lo cual podria auxiliar para implementar estrategias de
manejo integrado. Este estudio busc6 evaluar el comportamiento de hongos
asociados a complejos ambrosiales provenientes de Michoacan y Chiapas,
previamente seleccionados en pruebas de patogenicidad y comparar la
susceptibilidad de ocho variedades y una raza pura de aguacate inoculados con

Raffaelea brunnea, Ophiostoma sp. y Fusarium sp.

4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Hongos

Los hongos seleccionados para el experimento fueron usados previamente en
otra investigacion donde se realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de
aguacate del cv. Hass, eligiendo asi los hongos que mostraron un mayor

avance de dafo en el interior del tallo. Estos hongos provinieron de Ario de
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Rosales, Michoacéan (R. brunnea y Ophiostoma sp.) y de la regién de Lazaro
Cérdenas del municipio de Trinitaria, Chiapas (Fusarium sp.). Respecto a los
escarabajos asociados a esos hongos, los primeros se recolectaron de dos
insectos en madera afectada de aguacate Monarthrum conversum del cual de
sus micangias se aislé Ophiostoma sp., y al igual en Monarthrum exornatum se
obtuvo R. brunnea (L.R. Batra) T.C. Harr. (Angel-Restrepo et al., 2019). En la
region de Lazaro Cardenas del municipio de Trinitaria, Chiapas, se recolectaron
muestras de ramas de aguacate ‘Hass’ afectada (5 cm de diametro y 10 cm de
largo) las cuales fueron colocadas en recipientes plasticos de color obscuro
cerrados con tapa hermética como lo describié Carrillo, Duncan & Pefia (2012).
El arbol afectado era parasitado por el escarabajo Microcorthylus vescus
identificado por el Dr. T. H. Atkinson de la Texas A&M University, y se aisl6 el

hongo Fusarium sp.

4.3.2 Incremento de hongos

El incremento de hongos se llevé acabo en medio PDA (papa dextrosa agar)
para Fusarium sp. y para R. brunnea y Ophiostoma sp se utilizé medio CSMA
(cicloheximida, estreptomicina, malta agar y ampicilina) el cual permite el
crecimiento de hongos Ophiostomatales (Harrington, 1981). Posteriormente, se
selecciond una colonia representativa y se realizé un cultivo monosparico, para

la inoculacién de las pruebas de patogenicidad.

4.3.3 Genotipos de aguacate

Se consideraron ocho variedades de aguacate y una raza pura pertenecientes a
la Fundacién Salvador Sanchez Colin-CICTAMEX, S.C. que alberga el Banco
Nacional de Germoplasma del Aguacate y Universidad Autonoma Chapingo. Las

variedades fueron seleccionadas por su potencial comercial, las cuales fueron:
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‘Hass’, ‘Pionero’, ‘Méndez No.1’, ‘Encinos’, ‘Maluma’, ‘Pinkerton’, ‘HxP 83,
‘Fundacion II''y ‘Olanca 3 S1’ (CH-G-11 S1) de la raza guatemalteca (Cuadro 1).

Cuadro 1. Genotipos de aguacate inoculados con hongos asociados a escarabajos ambrosiales

Genotipo Variedad Origen Se obtuvo de: Caracteristica
botanica o
raza
‘Hass’ M x G EE. UU. Universidad Estandar internacional
Auténoma
Chapingo
‘Méndez No. 1’ ['Hass Mx G México Fundacién Variedad mutante de ‘Hass’
Carmen’] Salvador Sanchez  con produccion fuera de
Colin-CICTAMEX, época normal, actualmente
S.C. segunda variedad cultivada
en México
‘Maluma’ GxM Sudafrica Fundacién Variedad nueva que tiene
[‘Dries Hass’] Salvador Sanchez varias perspectivas a nivel
Colin-CICTAMEX, mundial
S.C.
‘Pionero’ M x G México Fundacion Nueva variedad con buena
Salvador Sanchez  produccion y calidad
Colin-CICTAMEX,
S.C.
‘Pinkerton’ GxM USA Fundacion Variedad con muy buena
Salvador Sanchez  produccion y porte bajo
Colin-CICTAMEX,
S.C.
‘Encinos’ GxM México Fundacién Variedad con perspectivas
Salvador Sanchez  para uso para cortina
Colin-CICTAMEX, rompevientos y polinizador
S.C.
‘Fundacion II M x G México Fundacién Variedad con perspectivas
Salvador Sanchez para la industria del
Colin-CICTAMEX, guacamole, planta enanay
S.C. muy productiva
‘HxP 83’ M x G Méx|ico Fundacién Nueva variedad con buena
(‘Pionero’ x Salvador Sanchez  produccion y calidad
‘Hass’ Colin-CICTAMEX,
S.C.
‘Olanca 3 S1’ G Chiapas, Fundacion Genotipo puro de la raza
México Salvador Sanchez guatemalteca

Colin-CICTAMEX,
S.C.
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4.4.4 Evaluacién de genotipos

El experimento se realizd en un total de 104 plantas de aguacate de un afo de
edad, injertados con los genotipos antes indicados sobre portainjertos de la raza
mexicana y con una altura alrededor de 1 m, los cuales se inocularon y
mantuvieron bajo condiciones de invernadero en Chapingo, Texcoco, Estado de
México. Se realizaron cuatro repeticiones por cada hongo (excepto en ‘Olanca
3 S1’y ‘Pionero’ con tres repeticiones), por lo que el disefio experimental fue
desbalanceado; una planta por repeticién. La inoculacion se realizé en dos
puntos de crecimiento, en la base cercana al injerto (maduro) y en un brote
(joven), se realizé un corte con navaja estéril de 5 mm en el tallo, se coloc6 un
disco micelial de 0.5 cm de diametro de PDA o CSMA con micelio, acorde a
cada uno de los hongos a inocular. Posteriormente la herida se cubrié con una
sola capa de parafilm. A las plantas testigo se les produjeron heridas iguales, se
les asperjé agua estéril. Posteriormente se metieron a camara humeda 72 horas
manteniendo una humedad relativa mayor o igual al 80 % para propiciar un
adecuado ambiente para el hongo. Se realizaron evaluaciones cada semana
durante 2 meses para ver el desarrollo de la enfermedad, presencia y ausencia
de alguna sintomatologia externa. Al finalizar este tiempo se realiz6 una
evaluacion destructiva en la cual se realizaron cortes longitudinales en el tallo
para cuantificar el avance de la infeccién y determinar los tejidos dafiados. Para
lo cual con un Vernier digital se midio la longitud que avanzé la infeccion hacia
arriba y hacia abajo del punto de inoculacion, por otra parte, en algunas plantas
también se realizé una medicién trasversal cuando presentaban un dafio hacia

la médula.
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4.4.5 Reaislamiento del patégeno

Tras evaluar y medir el avance de los dafos, se realizaron reaislamientos, y se
purificaron las colonias. Para lo cual, se retir6 parte de la corteza de la muestra
obtenida, se cortaron fragmentos de 5 mm en dénde se encontraba el tejido
dafiado, se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 3 % durante 90 segundos;
se enjuagaron tres a cuatro veces con agua estéril; se secaron en papel estéril
y se sembraron en cajas Petri. Los fragmentos se establecieron en medio de
cultivo PDA y CSMA, dependiendo del hongo, y se colocaron a 25 °C por 7

dias.

4.4.6 Disefio Experimental y de tratamientos

Se utilizé un disefio completamente al azar. Como factores de estudio se
consideraron los tres hongos y los nueve genotipos de plantas de aguacate, por
lo que el disefio de tratamientos fue factorial 3 x 9, y dio un total de 27
tratamientos que contienen las combinaciones de ambos factores. Los analisis

se realizaron con el programa estadistico SAS.

4.5 Resultados

4.5.1 Observaciones externas de sintomas

En lo que respecta a los sintomas externos se encontraron varias combinaciones
en hongo-genotipo, donde se visualizd6 que existieron mas sintomas de
Ophistoma sp. y Fusarium sp. en los diferentes genotipos (Cuadro 2), mientras
que ‘HxP 83’ y ‘Pionero’ presentaron menos sintomas en todos los hongos

inoculados a lo largo de los 60 dias de evaluacion.
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Cuadro 2. Sintomas externos presentados en plantas de genotipos de aguacate después de
inoculacién de hongos asociados a escarabajos ambrosiales.

Hongo inoculado y genotipo Sintomas después de los dias de inoculacién
0 7 14 21 | 28 35 42 | 49 | 56 60
Raffaelea brunnea
‘Fundacién I S MP
‘HxP 83’ S MP
‘Pinkerton’ S MP | D | NR
‘Hass’ S MP
‘Olanca 3 81’ S MP
‘Encinos’ S MP
NR
‘Méndez No. 1’ S MP HC | HC | D | MD
‘Pionero’ S MP
‘Maluma’ S MP | MD | HC D NR
NR
Ophiostoma sp.
‘Fundaciéon I’ S MP HC | HC | HC
‘HxP 83’ S MP | E
‘Pinkerton’ S MP | MD | HC | D MD
D
‘Hass’ S MP E HC | HC | HC
‘Olanca 3 ST’ S MP D D D
‘Encinos’ S MP | HC | D | NR D D D
‘Méndez No. 1’ S MP | NR
‘Pionero’ S MP
‘Maluma’ S MP | HC | D NR | HC D NR
Fusarium sp.
‘Fundacion I S MP | D |[NR| D
EN
‘HxP 83’ S MP
‘Pinkerton’ S MP D | NR
‘Hass’ S MP | D | NR NR D D D D
‘Olanca 3 S1’ S MP NR | HC | D D D
HC
‘Encinos’ S MP | P P P NR D D D D
EN
‘Méndez No. 1’ S MP
‘Pionero’ S MP
‘Maluma’ S MP | MD
NR

S: Saludable, E: Exudados del tallo, EN: Exudado naranja, HC: Hojas cafés, D: Defoliacion, MP: Micelio
polvo, P: Pudricion, NR: Necrosis en ramas, MR: Muerte descendente.
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Raffaelea brunnea después de ser inoculada y de utilizar la camara himeda para
asegurar la penetracion del hongo, al dia 5 las plantas presentaron crecimiento
micelar alrededor de la herida con polvo granuloso blanquecino, al dia 7 una
planta de ‘Maluma’ y otra de ‘Encinos’ mostraron dafio en ramas con una
coloracion café obscura indicando una necrosis que avanzé de manera
descendente. A los 14 dias la planta de ‘Maluma’ que presentaba necrosis en
ramas sufri6 de muerte descendente y una planta de ‘Pinkerton’ comenzé a
presentar defoliacion, a los 21 dias, otra de ‘Pinkerton’ present6 necrosis en las
ramas con una coloracion café y otra planta de ‘Maluma’ empez6 a presentar una
coloraciéon café en las hojas. A los 28 dias la planta de ‘Maluma’ con hojas de
color café presentd defoliacion y una planta de ‘Méndez No. 1’ comenz6 a

presentar hojas con coloracion café.

E A

Figura 8 Sintomatologia externa en aguacate. ‘Hass, 2) ‘Méndez No.1’, 3) ‘Pionero’, 4) ‘HxP 83’
de los hongos a) Ophiostoma sp., b) Fusarium sp., ¢) Raffaelea brunnea asociados a escarabajos
ambrosiales.
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4 5.2 Observaciones de dafios internos

En lo que respecta a la sintomatologia interna en R. brunnea cabe destacar que
en el caso de la variedad ‘HxP 83’ se encontré que esta solamente presentaba
un manchado en la médula, sin dafio en xilema y floema con una coloracién que
iba desde lo grisdceo a un color café claro. ‘Pionero’ presentd una coloracion
grisacea tenue en médula y ligeramente café en floema, ambas variedades no
mostraron sintomatologia externa (Figura 9), en el caso de ‘Maluma’, ‘Pinkerton’,
‘Encinos’ y ‘Méndez No. 1’ (Figura 9) en la mayoria de las repeticiones se
encontraron dafos presentes en lo que fue xilema, floema y en algunos casos

hasta llegar a la médula de coloracion café rojiza.

La sintomatologia interna encontrada en las variedades inoculadas con
Ophiostoma sp. mostraron dafios que se extendieron en xilema y floema y a
veces llegando a la médula en ‘Encinos’, ‘Méndez No.1’, ‘Maluma’, ‘Pinkerton’ y
‘Hass’ (Figura 9). En ‘Olanca 3 S1’ predominé la presencia de dafio en médula,
aunque en ocasiones lleg6 a afectar otros tejidos, en cuanto a ‘Fundacion II' y
‘HxP 83’ el dafio se limitd Unicamente a la médula, mientras en ‘Pionero’ no se
encontr6 dafio contundente en ningun tejido, el avance fue casi nulo. La

coloracién del dafio fue desde café claro, café rojizo, café obscuro.

Referente a la sintomatologia interna encontrada en las variedades que fueron
inoculadas con Fusarium sp. todas las variedades mostraron dafio interno y dafio
en xilema y floema, en algunos casos llegando a la médula con una coloracion
café rojiza, sin embargo, en lo que respecta al dafio encontrado en ‘HxP 83’ este
unicamente se limité a la médula y en ‘Pionero’ el dafio presentado en xilema 'y

floema fue casi nulo (Figura 9).
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Fas 2
19 10! 19

Figura 9 Dafios internos en variedades de aguacate 1) ‘Hass, 2) ‘Méndez No.1’, 3) ‘Pionero’, 4)
‘HxP 83’ de los hongos a) Ophiostoma sp., b) Fusarium sp., c) Raffaelea brunnea, d) Raffaelea
brunnea, corte longitudinal completo donde se muestra que el avance del dafio interno se limita
solamente al tejido de la médula en ‘HxP 83’. Los hongos son asociados a escarabajos
ambrosiales.

4 5.3 Andlisis de varianza

Se realiz6 un analisis de varianza considerando la estructura factorial del
experimento, es decir para los efectos principales de hongos y de variedades y
la interaccién entre ellos. Se encontrd6 que el factor hongo fue altamente
significativo (P<0.01) en lo que respecta al dafio que se midi6 de manera
longitudinal en tallo maduro, mientras que para dafo longitudinal en tallo tierno y
transversal no present6 diferencias (Cuadro 3).
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Cuadro 3.Resultados del andlisis de varianza de hongos asociados a escarabajos ambrosiales
inoculados en genotipos de aguacate.

Probabilidad y significancia

Factor Dafio Dafio Dafio
longitudinal en longitudinal en transversal en
tallo maduro tallo tierno tallo
Hongo 0.0007 ** 0.7923 NS 0.0848 NS
Genotipo 0.3437 NS 0.0043 ** 0.0029 **
Hongo x Genotipo 0.0803 NS 0.0053 ** 0.1699 NS

**Significativo a una P< 0.01. NS: No significativo

El factor variedades presentd al contrario del factor hongo, diferencias
significativas (P<0.01) para avance del dafo transversal y longitudinal en tallo
tierno. Mientras que no fue significativo para avance longitudinal de dafio en tallo

maduro.

En lo que respecta a la interaccion Hongo x Genotipo, solo se encontro
significativo el avance longitudinal de dafio en brote tierno. Para avance

longitudinal en tallo maduro y transversal no fue significativa.

4.5.4 Factor hongo

Se encontrd que los tres hongos presentaron diferencias entre medias respecto
a avance de dafio longitudinal en tallo maduro, donde Raffaelea brunnea fue
diferente a Ophiostoma sp. y Fusarium sp. (Cuadro 4). Para avance del dafio

longitudinal y transversal no presentaron diferencias (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Avance de dafos internos en los tallos de aguacate por hongos asociados a
escarabajos ambrosiales.

Probabilidad y significancia

Factor Dafio Dafio Dafio
longitudinal en longitudinal en transversal en
tallo maduro tallo tierno tallo

Raffaelea brunnea 17.00 a? 13.14 a 1.11b

Ophiostoma sp. 11.22 Db 13.01 a 233 a

Fusarium sp. 10.86 b 14.60 a 1.48 ab

DMS 3.41 5.13 1.09

ZMedias con letras diferentes por columnas son estadisticamente diferentes de acuerdo con la
prueba de Fisher LSD a una P=0.05. DMS: diferencia minima significativa.

4.5.5 Factor genotipo de aguacate

Respecto a los genotipos de aguacate evaluados ‘Hass’ resulté el mas dafiado
por el avance longitudinal de los hongos en tallo maduro, sin embargo, no
existieron diferencias con varios de los otros genotipos (Figura 10), pero si con

‘Maluma’, ‘Pionero’ y ‘Olanca 3 S1’ que presentaron menor avance de dafo.
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Figura 10.Avance de dafio longitudinal en tallo maduro en genotipos de aguacate inoculados con
hongos asociados a escarabajos ambrosiales. Medias con letra diferente indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Fisher LSD a una P=0.01. DMS: Diferencia
Minima Significativa

En cuanto a las medias del avance del dafio longitudinal en brote tierno se
observé que los hongos recorrieron mas en ‘Hass’ siendo diferente (P<0.01) a
cuatro genotipos que presentaron menor avance y se consideré como la mas
susceptible (Figura 11), mientras que el menos fue ‘Pionero’. ‘Fundacion II’
también destaco al ser menos susceptible comparado con ‘Hass’. ‘Méndez No.
1’ fue la segunda mas susceptible y el resto de los genotipos tuvo diferente
grado de avance del dafio.
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Figura 11. Avance de dafo longitudinal en tallo tierno en genotipos de aguacate inoculados con
hongos asociados a escarabajos ambrosiales. Medias con letra diferente indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Fisher LSD a una P=0.01. DMS:Diferencia
Minima Significativa.

En el avance del dafio trasversal el mayor valor fue para ‘Hass’ y seguido de

‘Méndez No. 1’ (Figura 12). Por otra parte, ‘Fundacion II' y ‘Pionero’ fueron los

menos susceptibles a este tipo de dafio.
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Figura 12. Avance de dafio transversal en tallos de genotipos de aguacate inoculados con hongos
asociados a escarabajos ambrosiales. Medias con letra diferente indican diferencias estadisticas
significativas de acuerdo con la prueba de Fisher LSD a una P=0.01. DMS: Diferencia Minima

Significativa.

4.6 Discusion

De acuerdo con la sintomatologia externa, para R. brunnea se observé que los
genotipos ‘Maluma’, ‘Encinos’, ‘Pinkerton’ y ‘Méndez No. 1’ presentaron una
forma mas tardia de esta, donde el factor coman fue una muerte o necrosis en
ramas de forma descendente, al igual que defoliacion, hojas tornandose color
café, y solo en algunos casos muerte descendente. Dicha sintomatologia
encontrada es similar a la de la marchitez del laurel provocada por R. lauricola
en aguacate y otras lauraceas, donde se presentaba marchitez foliar y ésta a su
vez se atribuia a cambios fisicos e histologicos (Inch & Ploetz, 2011;
Beckman,1964). Cabe recalcar que se pudo observar un comportamiento con un
patron inconsistente entre los dafos externos donde en ocasiones solo algunas
ramas presentaban muerte del tejido, acompafnada de defoliacion, al igual se

encontré gque a pesar de no estar presentes los sintomas externamente
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(Cuadro 2) o en ciertos tejidos de la planta, mostraban un dafio interno notorio
como se observa en la (Figura 9), también se pudo observar una muerte rapida
e inesperada a falta de sintomatologia expresada exteriormente. Esto concuerda
con lo observado por (Ploetz et al., 2012), que indicaron inconsistencias entre la
sintomatologia y el desarrollo sistémico de la enfermedad, en el que el arbol

muere.

En lo que respecta a la sintomatologia interna cabe destacar que en el caso de
‘HxP 83’ se encontr6 que solamente presentaba un manchado en la médula, la
cual recorri6 el xilema y se registr6 como avance longitudinal (Figura 9), sin dafio
en xilema y floema, y el caso de ‘Pionero’ presenté dafio en médula y floema,
ambos genotipos no mostraron sintomatologia externa (Figura 8), en el caso de
‘Maluma’, ‘Pinkerton’, ‘Encinos’ y ‘Méndez No. 1’(Figura 9) en la mayoria de las
repeticiones se encontraron dafos presentes en xilema, floema y en algunos
casos hasta llegar a la médula, y donde si se presentaron sintomas externos.
Tanto xilema y floema son sistemas de conduccion con funciones especificas en
las plantas (Raven, 1983), por lo que un dafio a las mismas, causa desabasto de
agua via xilema y es probable que los dafios en la parte aérea empezando por

las hojas se notan sintomas parecidos a la de sequia.

El efecto evaluado del avance longitudinal del dafio en tallo maduro sefialé que
los tipos de hongos son significativos, esto pudo deberse a los diferentes niveles
de enzimas de penetracion de los respectivos hongos, ya que estos juegan un
papel significativo en la patogénesis al ser capaces o no de degradar la cutina 'y

suberina (Kolattukudy,1985), que son esenciales para su avance.
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En el caso de avance longitudinal de dafio en brote tierno en el cual el factor
genotipo puede atribuirse a los rasgos propios de cada uno, hay evidencias de
qgue existen diferencias en contenido de sustancias antifUngicas dieno entre
individuos de aguacate, las cuales se han encontrado en hojas (Carman &
Handley, 1999) y que seguramente se transportan via floema a otras partes del
arbol. Inclusive se ha encontrado que hay diferencias en contenido de dienos
antifungicos por efecto del portainjerto sobre el injerto de ‘Hass’ donde hay mas
concentracion en las hojas (Willingham et al., 2001). Al igual se encontré un
efecto significativo entre la interaccion hongo x genotipo, esto puede ser atribuido
a que la composicion de la pared celular es considerada un elemento clave en
las interacciones planta-patdogeno pudiendo ser una barrera de la entrada del
patdbgeno y puede verse implicada en las respuestas inmunolégicas del
hospedero (Gotesson et al., 2002), donde la lignina es de gran importancia para
la composicion de la pared celular y que puede ser favorecida por algunos
cofactores para su formacion como es el manganeso (Burnell, 1988) y cuyo
contenido se sabe que puede variar dependiendo del genotipo e inclusive por el
uso de un portainjerto especifico (Salazar-Garcia, Medina-Torres, Ibarra-Estrada
& Gonzélez-Valdivia, 2016).

En cuanto al dafio transversal que es referente a que tanto pudieron penetrar los
hongos hacia el centro del tallo fue significativo Unicamente la variedad de la
planta por lo que puede deberse a la composicion celular y diferencias en las
secreciones de metabolitos secundarios como lo son las tilosas y los compuestos
fendlicos en las distintas variedades de aguacate (Andrade et al., 2015), que son
fuentes en algunos casos como fenoles con propiedades de defensa (Raven,
1983).
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R. brunnea se destaco al tener el mayor avance longitudinal de dafio en tallo
maduro por lo que puede sugerir que seria de gran interés ahondar mas en que
este pudiese producir algun tipo de enzimas degradantes de la pared celular. Las
enzimas son consideradas en contribuir un papel importante en la patogénesis
de hongos en sus plantas hospederas (Annis & Goodwin,1997). La importancia
del estudio mas profundo de esta especie es que estd muy emparentada con
Raffaelea lauricola, ya que comparten en su arbol filogenético la misma
ramificacion extrema (Dreaden et al., 2014) y puede utilizarse como modelo para

seguir estudiando fuentes de resistencia entre el germoplasma mexicano.

El hongo Fusarium sp. presentd ligeramente mayor dafio en brote tierno, sin
embargo, el arbol parasitado por Mycocorthyus vescus del cual se aislo
presentaba dafios en las ramas relativamente jovenes (Figura 13), con un
sintoma similar a lo encontrado en la enfermedad denominada “Dutch Elm
Disease” con un sintoma particular llamado “branch flagging” donde ramas que
no estan juntas se empiezan a marchitar (Gonthier, 2013), esta situacion empieza
de la parte de las ramas y avanza descendente e incluso llega a secar todo el

arbol al llegar al tronco principal (Figura 14), similar a lo encontrado en 'Hass’

71



Figura 13. Dafio causado por Fusarium sp. asociado al escarabajo ambrosial Mycocorthyus
vescus, en Lazaro Cardenas, la Trinitaria, Chiapas, México

De acuerdo con lo encontrado ‘Hass’ y ‘Méndez No. 1’ tuvieron el mayor avance
de dafio interno en tallo maduro, tallo tierno y en dafo transversal, mientras que
‘Pionero’ fue el que presentd menor dafo interno, el cual consistentemente no
presentd sintomatologia externa. Cabe recalcar también que la ‘HxP 83" mostré
una particularidad, dafio interno limitado Unicamente a la médula, por lo tanto, no
presentd sintomatologia externa. ‘Méndez No. 1’ es un mutante derivado de
‘Hass’ (Méndez, 2000) y se ha determinado mediante secuenciacién completa
del genoma que ‘Hass’ tiene 64 % de su genoma derivado de la raza mexicana'y
36 % de la raza guatemalteca (Renddn-Anaya et al., 2019). A este aspecto se
sabe que la raza mexicana es resistente y la raza guatemalteca susceptible a
canceres causados por hongos como Dothiorella (Halma y Zentmyer, 1953) y es
probable que la susceptibilidad de ambos provenga de sus genes de parte de la
raza guatemalteca. Mientras que ‘Pionero’ proviene de la seleccion ‘120 PLS’ que
a su vez se genero a partir de ‘Colin V-33’ y este derivado de ‘Fuerte’, en el cual
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se piensa que tiene mas genes de la raza mexicana que de la guatemalteca, y

de ahi su probable resistencia a los hongos estudiados.

Figura 14. Dafio causado por Fusarium sp. asociado al escarabajo ambrosial Mycrocorthyus
vescus, donde causa secamiento completo de la planta y llega al tronco principal por muerte
descendente. Lazaro Céardenas, la Trinitaria, Chiapas, México.

Una de las reacciones durante cualquier infeccion es la produccién de sustancias
como mecanismo de respuesta de la planta. En el caso de las tilosas las cuales
son extensiones del parénquima que previenen la desecacion, dafio o infeccion
de las células aledafias (Rioux et al., 1998). En evaluaciones del dafio a nivel
histologico de Raffaelea lauricola se encontré que los cultivares de aguacate
respondian a la infeccion con el desarrollo de tilosas y geles (gomas), y en los
menos susceptibles se producian menos tilosas (Inch, Ploetz, Held & Blanchette,
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2012). Por otra parte, se ha reportado que la obstruccion de los elementos de
vaso de xilema por tilosas reduce la conductividad in vivo (Collins et al., 2009), lo
gue explicaria el dafio en hojas de sintomas parecidos a sequia y finalmente su
desecamiento, debido a la probable obstruccion de transporte de agua
principalmente. Por lo que, puede ser una de las razones del porqué ‘Pionero’
resultdé menos susceptible a los hongos y otras mas susceptibles como ‘Hass’ y
‘Méndez No. 1'.

También cabe destacar que en otros estudios se ha indicado que los elementos
de vaso de xilema de ‘Hass’ son de mayor didmetro comparado con otros
genotipos (Reyes-Santamaria, Terrazas, Barrientos-Priego & Trejo, 2002).
Probablemente el dafio y la susceptibilidad que se present6 en ‘Hass’ puede estar
relacionado a lo anterior indicado, al permitir una mayor facilidad de movilidad del
hongo por el xilema y, por ende, se puede especular que ‘Méndez No. 1’ seria
muy parecido a ‘Hass’ debido a su origen. Esto a diferencia de variedades como
‘Pionero’ que no sufrieron dafio relevante y ‘HxP 83’ donde el dafio se restringié
a la médula sin dafiar los sistemas de conduccién, lo que hace pensar que
probablemente sus haces vasculares son mas delgados, ya que dentro de su
linaje esta ‘Colin V-33’ que tiene elementos de vaso mas estrechos que ‘Hass’
(Reyes-Santamaria, 2002) y en el caso de ‘HxP 83’ tiene como uno de sus
progenitores a ‘Pionero’. La variabilidad en cuanto a la diferencia de tamafio de
haces vasculares puede ser atribuida al porcentaje de genes que este contenga
de cadarazay a la posible transgresion génica (Reyes-Santamaria et al., 2002).
Otros estudios relacionados a cancros causados por el hongo Dothiorella
gregaria donde se evalué la enfermedad tanto en el injerto como en el
portainjerto, donde la enfermedad se extendia de la union del injerto y

posteriormente avanzaba hacia arriba o hacia abajo si el portainjerto era raza

74



Guatemalteca, y hacia arriba Unicamente si el portainjerto era raza Mexicana
(Halma y Zentmyer,1953), en el caso del experimento realizado se utilizd6 un
portainjerto de la variedad Mexicana, y los hongos no tuvieron avance hacia el
portainjerto, creciendo estos sanamente después de la evaluacion de dafos en

el injerto.

El efecto de interaccion en brote maduro donde las combinaciones hongos-
genotipos no son significativas, pudo deberse a los diferentes niveles de enzimas
de penetracion de los respectivos hongos, ya que estos juegan un papel
significativo en la patogénesis al ser capaces o no de degradar la cutina y
suberina (Kolattukudy,1985), donde el factor hongo fue el significativo. En el caso
de dafio en brote tierno donde la interaccion fue significativa puede atribuirse a
diferencias anatdmicas de los tejidos de brotes del afio (Meza-Castillo,
Barrientos-Priego, Rodriguez-Pérez, & Reyes-Santamaria, 2010), ademas
probablemente a la composicion celular y diferencias en las secreciones de
metabolitos secundarios como lo son los compuestos fendlicos en las distintas
variedades de aguacate (Andrade-Hoyos et al., 2015). Otras sustancias que son
tipicas de la familia Lauraceae, al que pertenece el aguacate, son los compuestos
volatiles y aceites, como es el caso de la canela (Cinnamomum zeylanicum) que
en su corteza contiene concentraciones elevadas de aldehido cinAmico y en

hojas eugenol que son considerados antifingicos (Senanayake et al, 1978).

R. brunnea se destacé al tener el mayor avance de dafio en brote maduro por lo
gue puede sugerir que seria de gran interés ahondar mas en que este pudiese
producir algun tipo de enzimas degradantes de la pared celular. Las enzimas son
consideradas en la contribucion de un papel importante en la patogénesis de

hongos en sus plantas hospederas (Annis & Goodwin, 1997).
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4.7 Conclusiones

Derivado del estudio se encontré que ‘Hass’ y ‘Méndez No. 1’ fueron las
variedades mas susceptibles a los hongos por el avance de dafio interno y
expresion de dano externo. Mientras que ‘Pionero’ fue el genotipo menos
susceptible. En el resto de los genotipos hay diferencias en cuanto a dafio en
tejido maduro y tierno. El genotipo ‘HxP 83’ presentd solo dafio en tejido de

meédula lo que no causé sintomatologia externa.
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