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Resumen: La tristeza del aguacate es una
de las principales enfermedades de raiz,
causa defoliacién, secamiento de ramas
y muerte de los arboles de aguacate
(Persea americana Mill.). En este estudio
se aislo, identifico y realizaron pruebas de
patogenicidad de hongos asociados a la
raiz de arboles de aguacate con sintomas
de esta enfermedad. Se colectaron raices
de arboles enfermos para el aislamiento
e identificacion de microorganismos, se
obtuvo planta sana de aguacate criollo raza
mexicana para realizar los postulados de
Koch, en laboratorio y vivero. En medio de
cultivo PDA, se obtuvieron 27 Cepas. Para las
pruebas de patogenicidad se seleccionaron
los hongos fitopatégenos presentes con
mayor incidencia: Fusarium oxysporum, E
sambucinum, E. moniliforme, F. tabacinum,
E solani, E sporotrichioides, Verticillum
sp., Cilindrocarpon sp., Melanospora sp., y
Phytophthora cinnamomi, a concentraciones
de 1x10° y 1x10° conidios/ mL, inoculando
200 mL por planta. Los sintomas iniciaron a
los cuatro dias en laboratorio y a los 7 en
vivero, confirmandose los postulados de
Koch. Se concluye que en la enfermedad
estan involucrados varios hongos, que
actian en tiempo y espacios diferentes en la
rizosfera de la planta.

Palabras clave: Aislar, Identificar, Asociados,
PDA, Inoculacidn, Rizosfera.

INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) se
cultiva actualmente en mas de 60 paises,
pero el lider indiscutible es México, que
ocupa el primer lugar, tanto en produccién
(con mas de un millén de toneladas al ano),
como en exportacion, aportando uno de
cada tres aguacates al mercado internacional
(SENASICA 2021).

El cultivo del aguacate se enfrenta a
diversos factores abioticos y biodticos; dentro

de estos ultimos, las enfermedades causadas
por hongos. La tristeza del aguacatero es la
enfermedad mas importante y destructiva de
este cultivo en el mundo ya que ataca arboles
de todas las edades, incluyendo los que se
encuentran en vivero, destruye las raices y
finalmente causa la muerte. Existen diferentes
agentes causales de esta enfermedad, se han
reportado hasta 21 hongos patoégenos, entre
ellos a los del genero Fusarium (Camargo,

2012).
Los sintomas similares ocasionados
por estos agentes causales y la carencia

de un diagndstico preciso, han generado
practicas inadecuadas de manejo de esta
enfermedad, dirigidos solamente al control
de Phytophthora cinnamomi Rands como
unico agente causal. El manejo inadecuado
de esta enfermedad ha ocasionado pérdidas
cuantiosas; resultando en el decaimiento
y muerte de los arboles en meses o pocos
afios, después de su establecimiento (Ciro
et al., 2006; Tamayo, 2007; Aproare Sat,
2009; Duque, 2011; Vasquez et al., 2011).
En el estado de Michoacan, esta enfermedad
ocasiona dafos del 8 al 15% y se presenta
en aproximadamente 5% de la superficie
cultivada, afectando econdémicamente a
productores e incide en la rentabilidad,
incrementa costos y reduce la produccion y
la calidad de la fruta (Morales, 2013).

Los arboles afectados presentan un
decaimiento progresivo el cual ofrece un
aspecto general de marchitez, en el follaje
se observa un color verde palido, clorosis,
defoliacidn, necrosis y hojas mas pequenas,
posteriormente, las hojas se caen de forma
descendente y la fructificacién disminuye,
aunque a veces se puede producir una
fructificacién excesiva, con muchos frutos
de tamafio pequefio y de mala calidad
(Morales, 2011). En la zona radical se
observa la ausencia de raices secundarias y
las raices mas viejas y gruesas desarrollan en
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su interior manchas de color castafio-rojizo
cuando el arbol presenta un estado avanzado
de la enfermedad. Cuando la enfermedad
se detecta en sus inicios Unicamente se
observa que las raices absorbentes se tornan
de un color oscuro, se vuelven quebradizas
y finalmente mueren. Los sintomas
mencionados anteriormente se detectan
facilmente en época de lluvias (Morales,
2011). Inicialmente esta enfermedad se
asociaba unicamente al hongo P. cinnamomi;
sin embargo, en los dltimos afios se han
observado sintomas aéreos de muerte
regresiva, brotes y ramas secas, que no han
correspondido con el aislamiento de este
patdgeno. Algunos aislamientos y pruebas de
patogenicidad han reportado a los siguientes
patégenos asociados a esta enfermedad:
Armillaria mellea, especies de los géneros
Rosellinea (Morales, 1983), Phytium (Zea,
2011) Verticillium y Fusarium (Morales,
2011). Otros patogenos que afectan raices
y la base del tallo son: P. heveae, P. citricola,
Cylindrocladium sp., E. equiseti., Rhizoctonia
sp., Phymatrotrichum ommnivorum,
Cylindrocladiella sp. y Cylindrocarpon sp.

Hasta la fecha no se conocen reportes en
el estado de Michoacan de que se encuentren
presentes todos los hongos asociados al
sintoma de tristeza (Ramirez, 2013).

En Michoacan no se cuenta con la
informacion completa sobre el complejo
de patégenos que causan la marchitez del
aguacatero y no se ha implementado un
sistema de diagndstico oportuno, preciso,
organizado y concreto para todas las areas en
produccion. Con base en lo anterior, en este
estudio se aislaron, identificaron y realizaron
pruebas de patogenicidad con los hongos
asociados a la raiz de los arboles de aguacate
con sintomas de esta enfermedad, ademas de
evaluar la severidad de estos patdgenos.

MATERIALES Y METODOS
COLECTA DE MUESTRAS

Se colectaron muestras de raiz de 75
arboles de aguacate que presentaron los
sintomas de la enfermedad en la huerta “El
Salto 2” ubicada en Matanguaran (San José
del Valle), Uruapan, Michoacan (Longitud
102° 09’ 83” Latitud 19° 33" 947, a 1,520
m.s.n.m.). Las raices presentaban un color
café oscuro de aspecto quebradizo y se
descortezaban facilmente. Las muestras se
tomaron a una distancia de 50 cm del tronco
del arbol realizando un bloque de 30 x 30 x
30 cm en la zona de goteo, se colocaron en
bolsas de papel estraza y se transportaron al
laboratorio de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez en Uruapan, Michoacén.
Las muestras se etiquetaron de acuerdo al
orden de colecta, indicando fecha y numero
de arbol.

AISLAMIENTO

Para el aislamiento de los microorganismos,
las raices colectadas en campo se lavaron
con jabon y agua de grifo con el fin de retirar
los restos de materia organica y suelo. Con
ayuda de un bisturi esterilizado, se cortaron
secciones de estas raices (2 a 3 mm), las
cuales se desinfestaron en una soluciéon de
hipoclorito de sodio a 3% durante 15 a 30 s.
Posteriormente, estas muestras se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril, se
colocaron sobre papel absorbente estéril y
se sembraron de manera equidistante en
cajas Petri con medio de cultivo PDA (cinco
secciones de tejido por cada caja Petri), las
cuales se sellaron con Kleen-Pack. A este
medio de cultivo se agregaron 7 mL de acido
tartarico al 10% para evitar el crecimiento de
bacterias. Estas cajas Petri se incubaron a una
temperatura de 24 °C en la oscuridad. Cada
aislamiento se purificé en cajas nuevas. Para
ello, con la ayuda de una aguja de diseccion,
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en el centro de una caja se colocd una seccién
(2-3 mm?) de medio de cultivo que contenia
el hongo. Estas cajas se sellaron con Kleen-
Pack y se incubaron en las condiciones antes
mencionadas.

Una vez purificado el material se realizd
la identificaciéon morfolégica con ayuda de
claves especializadas (Nelson et al. 1983;
Barnett y Hunter, 1998).

PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Con el fin de determinar si alguno de los
microorganismos aislados es el causante de
la enfermedad de la tristeza del aguacate
se realizaron pruebas de patogenicidad en
laboratorio y en invernadero. Se utilizaron
semillas (n=200) de arboles de aguacate criollos
raza mexicana procedente de la localidad de
Tingambato, Michoacdn. En vasos de unicel
de 1 L se sembraron, individualmente, 100
semillas y posteriormente se colocaron en
el invernadero, mientras que las otras 100
semillas se sembraron en vasos de unicel del
nimero 12, las cuales se mantuvieron en el
laboratorio. El sustrato utilizado fue Peat
Moos. Previo a la siembra, las semillas de
aguacate se lavaron con agua de la llave, se
expusieron a la luz solar durante 20 a 30 min
y se sumergieron en agua a 49°C durante
30 minutos. Posteriormente, se realizo la
escarificacion de la semilla removiendo
la testa que recubre la semilla y el corte de
candado realizando un corte en la parte apical
de la semilla, se les aplicé el fungicida Tecto
60 (tiabendazol) para eliminar cualquier
presencia de patdgenos. Las plantas se
regaron cada vez que lo requerian.

Se seleccionaron los aislados de acuerdo
a la frecuencia de aparicion. La inoculacion
se realizo en las plantas de aguacate con seis
a siete hojas verdaderas en invernadero y
laboratorio. Se ajustaron dos concentraciones
de conidios de 1x10° y 1x10° esporas por mL,
de cada uno se colocaron 200 mL en frascos

de cristal previamente esterilizados. Las
plantulas de aguacate se extrajeron de sus
respectivos recipientes y se lavaron las raices,
las cuales se podaron y se colocaron en los
frascos que contenian la concentracién de
los patogenos por 24 hrs. Posteriormente, se
volvieron a colocar en los recipientes con el
sustrato. Las evaluaciones se realizaron una
vez por semana, evaluando dafo (clorosis,
necrosis y pudricién de raices).

Al detectar sintomas de la enfermedad en
las plantas, se procedié ahacer el reaislamiento,
con el fin de observar las caracteristicas del
patoégeno desarrollado en las cajas Petri antes
de hacer la inoculacién. Se compararon las
caracteristicas morfolégicas del patdgeno
inoculado, los sintomas que presentaron las
plantas inoculadas, periodo de incubacion y
dafo de tejido.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las raices de los 75 arboles de aguacate
muestreados se aislaron 28 cepas (Cuadro
1). De las cuales las cepas que pertenecian a
organismospatdgenosyqueseencontraroncon
mayor frecuencia fueron: especies del género
Fusarium (60.6%), seguido de Phytophthora
cinnamomi, (13%), Cylindrocarpon sp. (6%),
Verticillium sp.( 2%), y Melanospora sp. (1%).
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Especie de hongo

Frecuencia de
ocurrencia (%)

Las pruebas de patogenicidad se realizaron
con las 10 cepas que presentaron la mayor
frecuenciadeocurrencia: Fusariumoxysporum,

Fusarium oxysporum 22.4
E solani, E moniliforme, F. sporotrichioides, F.
Fusarium sambucinum 14.4 . . . e
sambucinum, E tabacinum, Verticillium sp.,
Phytophthora cinnamomi 13 Cylindrocarpon sp., Phytophthora cinnamomi
Trichoderma sp. 11 y Melanosp ora sp..
Se evaluo la aparicion de los sintomas
Fusarium solani 10.8 - ,
hasta que se presentaron los dafos mas
Cylindrocarpon sp. 6 severos o muerte de las plantas observando si
Fusarium tabacinum 6 existia diferencia en el tiempo de aparicion y
. S severidad de los sintomas.
Fusarium sporotrichioides 4 ,
Se comenzaron a observar sintomas de
Fusarium moniliforme 3 la enfermedad a los cuatro en laboratorio y
Verticillum sp. 2 a los siete dias en invernadero dependiendo
, de la concentracién utilizada y el organismo
Aspergillus sp. 2 . .
inoculado (Figura 1y 2).
Chlamydomyces sp. 16 La sintomatologia que presentaron las
Gliocladium sp. 15 plantas en laboratorio y en invernadero, las
caracteristicas macroscdpicas, microscopicas
Melanospora sp. 1 .. .
las pruebas de patogenicidad positivas
y
Gliocladium roseum ! en ambas inoculaciones, comprueban
Amblosporium sp. 1 que los aislamientos corresponden a los
patdgenos inoculados. En los tratamientos
Acrenonum annan 0.8 . ,
con las diferentes cepas, todos los patégenos
Anugitopsis especiosa 08 evaluados presentaron dafios en la raiz
Gilmaniella sp. 0.8 de las plantas, esto debido a que ese tejido
Gabarnaudia anan 08 er'a~ el hospe@ante ideal para las cepas
utilizadas, particularmente para las especies
Peacilomyces punctonia 08 de Fusarium sp. y P. cinnamomi que fueron
Blastomyces sp. 0.8 las cepas que presentaron dafios mas severos
Monilia sp. 08 en este tejido. Entre los aislamientos que
causaron mas dafos en las plantas esta
Geniculife t i 0.8 . . .
cnicutiera cystosporiit P cinnamomi, seguido de FE oxysporum,
Aureobasidium pullulans 0.8 Verticillium sp. coincidiendo con (Morales
Ldriella sp. 0.8 2011 y Ramirez 2013) que los reportaron
como asociados a la tristeza del aguacate,
Trichocladium sp. 0.8 . ;
mientras que los sintomas causados por
No identificados L5 E  moniliforme, F.  sporotrichioides y F

tabacinum no han sido reportados en

Cuadro 1.- Microorganismos aislados de raices

arboles de aguacate. FE sambucinum y F
tabacinum ocasionan pudriciéon de raiz en
varios hospederos (Dhingra y Muchovej,
1979; Chongo et al., 2001), E moniliforme

de arboles de aguacatero que presentaron
sintomas de la enfermedad conocida como

tristeza del aguacatero.
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Figura 1. Sintomas de la enfermedad en plantas de aguacate en vivero y laboratorio con concentraciones de

1x10°y 1x10° A) Plantas inoculadas con F. oxysporum en laboratorio con las dos concentraciones utilizadas.

B) Plantas inoculadas con E moniliforme en laboratorio con las dos concentraciones utilizadas. C) Plantas

inoculadas con E sambucinum en laboratorio con las dos concentraciones utilizadas) Plantas inoculadas

con E solani en vivero con las dos concentraciones utilizadas. E) Plantas inoculadas con E sporotrichioides

en vivero con las dos concentraciones utilizadas. F) Plantas inoculadas con E tabacinum en vivero con las
dos concentraciones utilizadas.

Figura 2. Sintomas de la enfermedad en plantas de aguacate en vivero y laboratorio con concentraciones
de 1x10°y 1x10° A) Plantas inoculadas con Melanospora sp. en laboratorio con las dos concentraciones
utilizadas. B) Plantas inoculadas con Verticillium sp. en vivero con las dos concentraciones utilizadas.
C) Plantas inoculadas con P. cinnamomi en laboratorio con las dos concentraciones utilizadas) Plantas
inoculadas con Cylindrocarpon sp. en vivero con las dos concentraciones utilizadas.




ha sido relacionado con enfermedades como
leucoencefalomalacia en equinos (Marasas,
et al., 1976) edema pulmonar en porcinos
(kriek, et al, 1981) y en humanos se ha
asociado con cancer esofagico mediante
la ingestion de maiz contaminado con sus
toxinas (Chu y Li, 1994), E sporotrichioides
se asocia con pudriciones de mazorca se le
relaciona con intoxicaciones en humanos y
animales (Marasas, 1984; Beardall y Miller,
1994; Desjardins, 2006). Sin haber reportes
de que éstos patdgenos estén presentes en el
cultivo del aguacate en la zona productora de
Uruapan Michoacdn, en esta investigacion
se demuestra que estas cepas son altamente
agresivas para el cultivo en plantas de
laboratorio y en vivero, en un periodo de
incubacion de uno a dos meses en funcién
de la concentracién utilizada. Melanospora
sp. es considerado como saproéfito de restos
vegetales en el suelo o en semillas (Hanlin
1990) y se ha reportado como asociado a los
granos de arroz y de trigo con manchado
sin haberse comprobado si es causante de
ese sintoma o unicamente estd presente sin
causar enfermedad (Castafo, 1998; Gutiérrez
et al., 2002; Bonilla et al., 2002; Neninger
et al., 2003; Barrios y Pérez, 2005; Pineda
et al., 2007; Cardona y Gonzalez, 2008); lo
cual difiere con los resultados obtenidos ya
que en altas concentraciones el hongo es
capaz de provocar sintomas como clorosis,
necrosis y defoliacion en plantas de aguacate
en laboratorio e invernadero lo que indica
que en plantas débiles y cuando el patégeno
se encuentra en altas concentraciones
puede causar dano a la planta. E solani en
las inoculaciones en plantas de laboratorio
no hubo sintomas severos y las plantas
continuaron en crecimiento, lo cual
probablemente se debe a que las condiciones
de alta humedad no son favorecedoras para
el patégeno, en las plantas en invernadero
los sintomas fueron muy semejantes a las

otras cepas utilizadas, de las especies de
Fusarium fue la cepa que se evalué por
mas tiempo extendiéndose por 6 y 3 meses
en concentracion de 1x10° y 1x10° esporas
por mL respectivamente siendo la cepa que
resulto menos agresiva, lo cual difiere conlo
reportado por (Vargas, 1992).

Las plantas inoculadas con los 10
aislamientos de hongos mostraron sintomas
de dafo en tejidos, durante los tiempos de
evaluacion en los cuales hubo variacion de
dias respecto al tratamiento inoculado. La
apariencia de la raiz y de las hojas resultd
diferente a la observada en los testigos
inoculados con agua. Todas las cepas
inoculadas en las plantas en laboratorio y en
planta de vivero resultaron ser patogénicas
causando sintomas similares wnicamente
a diferente tiempo. Los ligeros sintomas de
necrosis y clorosis en los testigos no fueron
debidos a patdgenos, sino posiblemente
a falta de espacio en los vasos y al largo
tiempo de permanecer en el agua al final del
experimento.

CONCLUSIONES

La enfermedad de tristeza del aguacate es
causada por un complejo de hongos, no es
atribuida inicamente a un patégeno.

Las 10 cepas seleccionadas que
corresponden a P. cinnamomi, E oxysporum,
E solani, E. moniliforme, F. sporotrichioides, F.
sambucinum, E. tabacinum, Melanospora sp.,
Verticillium sp., Cylindrocarpon sp. resultaron
positivas en las pruebas de patogenicidad.

La cepa que causo sintomas severos y
muerte de plantas en pocos dias fue la de
P cinnamomi en las cuatro inoculaciones
utilizadas.

De las seis especies del genero Fusarium
inoculadas, cinco resultaron mads agresivas: F
oxysporum, F. moniliforme, F. sporotrichioides,
E  sambucinum, FE tabacinum, causando
clorosis, defoliaciéon necrosis en hojas y raiz,
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desprendimiento de raiz y posterior muerte
de las plantas.

La cepa de E solani fue poco agresiva
en las diferentes inoculaciones evaluadas,
extendiendo el periodo de aparicion de los
primeros sintomas.
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