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RESUMEN

La muerte regresiva del aguacatero es una enfermedad que se caracteriza por el
marchitamiento de las hojas que permanecen adheridas a las ramas, necrosis en la
corteza y coloracion rojiza al interior de las ramas en las zonas afectadas. El presente
estudio se llevé a cabo en cinco huertas de aguacate criollo raza Mexicana en el
municipio de Sabinas Hidalgo, Nuevo Leodn, donde se realizaron muestreos de ramas
de arboles con sintomas de cancros y muerte regresiva. Como hipétesis de esta
investigacion se planted que hongos de la familia Botryosphaeriaceae estan asociados
a la muerte regresiva de arboles de aguacate (Persea americana var. drymifolia) en
huertas de Sabinas Hidalgo, Nuevo Ledn. El objetivo general fue identificar el agente
causal de esta enfermedad.

Se obtuvieron 14 aislados fungosos a partir de las ramas colectadas de arboles con
sintomas de muerte regresiva, los aislados fueron identificados morfoldgica y
molecularmente a través de la amplificacion de regiones genéticas por PCR; mediante
el analisis de las secuencias genéticas amplificadas se identificaron a los géneros
Lasiodiplodia (un aislado) y Botryosphaeria (diez aislados) pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae. Se obtuvieron tres aislados pertenecientes a los géneros

Pleurostoma (dos aislados) y Colletotrichum (un aislado). La patogenicidad de cada

XX



aislado fue comprobada por inoculacion de discos de micelio en ramas sanas de
aguacate. La sensibilidad in vitro de los aislados a cinco fungicidas de diferentes
grupos quimicos y la ECso de estos fungicidas fueron determinadas mediante la técnica

de placa envenenada.

Los resultados obtenidos determinan a los géneros Lasiodiplodia, Botryosphaeria,
Pleurostoma y Colletotrichum como agentes causales de muerte regresiva de arboles

de aguacate en el municipio de Sabinas Hidalgo, Nuevo Leon.
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ABSTRACT

Avocado dieback is a disease characterized by wilt of leaves that remain attached to
the branches, necrosis in the bark and affected areas that show a reddish coloration
inside the branches. The present study was carried out in five avocado orchards in the
municipality of Sabinas Hidalgo, Nuevo Leon, where branches of avocado tree with
symptoms of cankers and dieback were sampled. The hypothesis of this research was
that fungi of the Botryosphaeriaceae family are associated with the dieback of avocado
trees Persea americana var. drymifolia affected by dieback in orchards in Sabinas
Hidalgo, Nuevo Leon. The general objective of the study was to identify the causal
agent of dieback disease in this area.

Fourteen fungal isolates were obtained from branches collected from trees with
symptoms of dieback, the isolates were identified morphologically and molecularly by
PCR amplification of genetic regions, by sequence analysis of amplified genetic regions
were identified the genera Lasiodiplodia (one isolate) and Botryosphaeria (ten isolates)
belonging to the family Botryosphaeriaceae. Three isolates belonging to the genera
Pleurostoma (two isolates) and Colletotrichum (one isolate) were obtained. The

pathogenicity of each isolate was tested by inoculation of mycelial discs on avocado

XXii



branches. The in vitro sensitivity to five fungicides of different chemical groups and the
ECso each of these fungicides was determined by the poison plate technique.

The results obtained allow to associate the genera Lasiodiplodia, Botryosphaeria,
Pleurostoma and Colletotrichum as causal agents of dieback of avocado trees in the

municipality of Sabinas Hidalgo, Nuevo Leon.
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1. INTRODUCCION

En sus diferentes etapas de desarrollo, el cultivo de aguacate (Persea americana), asi
como otras especies frutales son afectados por hongos fitopatogenos. Las
enfermedades causadas por estos patdgenos producen una gran variedad de
sintomas en sus hospederos como tizones, manchas clorGticas, costras,
ahogamientos, manchas necroticas, podredumbres humedas o secas y muerte
regresiva (Diaz et al., 2016). En el cultivo de aguacate, especies de la familia
Botryosphaeriaceae han sido asociadas a pudricién del pedunculo de los frutos en
postcosecha, cancros y muerte regresiva de las ramas. Las plantas afectadas por
miembros de esta familia presentan marchitamiento de hojas y muerte regresiva,
clorosis foliar y madera seca con manchas o decoloracién circular en los conductos
del xilema (Olmo et al., 2016).

Los hongos de la familia Botryosphaeriaceae tienen la habilidad de pasar de habito
endofito a patdgeno en plantas que se encuentran bajo estrés, esta familia es de gran
importancia por las enfermedades que ocasiona en cultivos de importancia agricola en
todo el mundo, por lo que son una amenaza para los cultivos en condiciones no
optimas de desarrollo (Mondragon-Flores et al., 2021).

La muerte regresiva en el cultivo de aguacate ha sido reportada en Espafia (Garcia et
al., 2017), Chile (Valencia et al., 2019), Peru (Rodriguez-Galvez et al., 2021) y Estados

Unidos (McDonald y Eskalen, 2011). En Atlixco, Pue., fue reportada la muerte

1



regresiva en arboles de aguacate variedad ‘Hass’ (Becerra et al., 2019) sin embargo,
no hay reportes que indiquen si la incidencia de esta enfermedad es de importancia

econdmica.

En huertos de aguacate del municipio de Sabinas Hidalgo, N.L. fueron detectados
arboles de aguacate raza Mexicana (Persea americana var. drymifolia) con sintomas
de muerte regresiva, por lo que la determinacion del agente causal de esta enfermedad
podria contribuir a disminuir el impacto en los sistemas productivos de aguacate en el

Estado, asi como en las regiones productoras de aguacate en México.

1.1. Hipotesis

Hongos de la familia Botryosphaeriaceae estan asociados a la muerte regresiva de
arboles de aguacate (Persea americana var. drymifolia) en huertas de Sabinas

Hidalgo, Nuevo Leon.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general
Identificar el agente causal de la muerte regresiva en arboles de aguacate (Persea
americana var. drymifolia) en huertas de Sabinas Hidalgo, Nuevo Ledn.
1.2.2. Objetivos especificos
1. Localizar arboles de aguacate var. drymifolia con sintomas de muerte

regresiva en huertas comerciales de aguacate de Sabinas Hidalgo, N.L.



2. Aislar y determinar la patogenicidad de los hongos de ramas de arboles
de aguacate con sintomas de muerte regresiva en huertas de Sabinas Hidalgo,

N.L.

3. Identificar morfolégica y molecularmente los hongos aislados de ramas

de arboles de aguacate con sintomas de muerte regresiva.

4. Evaluar in vitro la sensibilidad de los hongos aislados de ramas de
arboles de aguacate con sintomas de muerte regresiva a cinco fungicidas de

diferentes grupos quimicos.



2. REVISION DE LITERATURA

México es el primer productor de aguacate en el mundo con 2,393,849 t, lo que
equivale al 32% del volumen mundial. Este fruto es uno de los productos mas exitosos
de la exportacion agroalimentaria nacional. Las exportaciones han mostrado una tasa
de crecimiento del 12% en la ultima década, la demanda de este fruto estd en aumento
con una tasa del 12.7% del crecimiento anual. Las exportaciones mexicanas en el afio
2020 fueron destinadas a Estados Unidos (1,045,00 t), Canada (92,000 t) y Japén
(71,000 t) (SAGARPA, 2017; SIAP, 2021).

En el estado de Nuevo Leon son cultivadas variedades criollas de la raza Mexicana
(Persea americana var. drymifolia) en huertos de traspatio y comerciales en los
municipios de la zona norte: Bustamante, Sabinas Hidalgo, Monterrey y San Nicolas
de los Garza. En el municipio de Sabinas Hidalgo se encuentran variedades de criollos
mejorados como: Anita, Pepe, Florefio, Cuervo, entre otros (Acosta et al., 2013;
Gutiérrez-Diez et al., 2015). La produccion de aguacate criollo en Nuevo Ledn en el
afio 2021 fue de 1,347.15 t en 699 ha, Sabinas Hidalgo ocupa el cuarto lugar de

produccion con 5.72% de la produccion estatal.



2.1. Enfermedades del aguacate

2.1.1. Antracnosis
Es una de las enfermedades mas importantes del aguacate, es causada por
Colletotrichum spp. y causa pudricion de flores y mancha de frutos en el arbol. En el
fruto los sintomas de la enfermedad se desarrollan después de la cosecha y durante
su maduracion. El desarrollo de la enfermedad en el fruto sucede durante el traslado
al mercado debido a que el fruto se ablanda un poco y las esporas del hongo germinan,
atraviesan y mancha la cascara extendiéndose rapidamente a los frutos vecinos. Para
el control de la enfermedad se requiere la implementacion de estrategias en
precosecha y postcosecha, la aplicacion de fungicidas después de la cosecha es la
estrategia mas importante para la gestion de la enfermedad (GIIIA, 2013; Dann et al.,

2013).

2.1.2. Mancha de sol del aguacate
Esta enfermedad esta asociada con el viroide de la mancha de sol del aguacate o
Avocado Sunblotch Viroid (ASBVd), se manifiesta con la disminucion en el vigor del
arbol, el rendimiento y la calidad del fruto. Los sintomas caracteristicos en frutos para
el diagnostico de la enfermedad son la presencia de grietas amarillas que pueden
tornarse rojizas, blancas, purpuras o negras. Los frutos sintomaticos no son
comerciales por lo que son desechados, el rendimiento en arboles infectados resulta
en una disminucién del rendimiento hasta el 76% y pueden tener hasta el 78% de frutos

que presenten sintomas. (GIIIA, 2013).



2.1.3. Pudricion basal o mancha negra del fruto
Esta enfermedad es causada por Phytophthora heveae, afecta primeramente a los
frutos que se encuentran en la parte baja del arbol. Las esporas del patégeno se
desarrollan en frutos que han caido del arbol, estas esporas son transportadas a los
frutos sanos por medio de la lluvia y el viento. Este patdgeno invade todo el fruto en
cuatro dias y si se mantiene la lluvia o una alta humedad relativa a temperaturas
superiores de 25°C, el patdgeno esporula masivamente. A partir de las esporulaciones
se generan nuevas infecciones. Los frutos infectados caen al suelo y es donde
Phytophthora forma estructuras de resistencia para sobrevivir o producir una mancha

negra que puede infectar el tronco (GIIIA, 2013).

2.1.4. Tristeza del aguacatero y pudriciones de la raiz
La raiz del cultivo de aguacate es atacada y podrida por diversos hongos y
fitopatdgenos que viven en el suelo. Las raices afectadas por pudricion no absorben
agua y los sintomas son parecidos en el follaje independientemente si la causa es
marchitamiento, amarillamiento y follaje seco, y muerte del arbol. Las enfermedades
derivadas de la pudricion de raices son: tristeza, colapso y pudricién blanca, causadas
por Phytophthora cinnamomi, Ganoderma lucidum vy Rosellinia necatrix,
respectivamente. La identificaciébn en campo de la tristeza del aguacatero es mediante
la presencia de flacidez y marchitamiento de hojas, secado y muerte del follaje,
defoliacion de la punta a la base de las ramas, manchas negras en las raices y frutos

de menor tamaiio (GIIIA, 2013).



2.1.5. Armillariosis o muerte por pudricion de la raiz
Es una enfermedad letal de propagacion lenta que provoca el secamiento y muerte de
los arboles de aguacate, esta enfermedad es causada por el hongo del suelo Armillaria
spp. que ataca y pudre el cambium y la madera de las raices principales. Los arboles
afectados por este hongo presentan decaimiento, hojas cloréticas, poco crecimiento y
hojas secas que conducen a la muerte del arbol. Armillaria ataca las raices y madera
enterrada, las raices sanas son infectadas cuando existe contacto con los rizomorfos
o cuando el micelio crece de la madera infectada del suelo. Algunas especies de
Armillaria no producen rizomorfos y se mueven a través de filamentos miceliales. Una
vez que el arbol de aguacate se seca, el patbgeno se extiende a otros arboles. El
control de esta enfermedad es dificil, la eliminacion de todos los restos organicos en
las zonas nuevas no garantiza la ausencia de la enfermedad (GIIIA, 2013; Menge y

Ploetz, 2003).

2.1.6. Pudricién de raiz por Cylindrocarpon y Cylindrocladium
En varios paises se ha asociado a Cylindrocarpon y Cylindrocladium spp. a
enfermedades de raiz en aguacate, los sintomas en casos graves se manifiestan con
la aparicion de hojas cloréticas, se vuelven color marrén y caen antes de la muerte del
arbol. Los arboles afectados presentan una podredumbre de raiz grave. Esta
enfermedad ha sido observada en arboles jévenes de vivero y en arboles recién

transplantados (Dann et al., 2013).



2.1.7. Cancros

2.1.7.1. Botryosphaeria spp.
En los cancros causados por Botryosphaeria parva y Botryosphaeria dothidea los
primeros sintomas sobre las ramas son las secreciones blancas, en el interior se forma
una lesion compacta, rojiza y alargada de bordes definidos, en la corteza se observa
la presencia de grietas, lesiones que afecta el tejido conductor causando necrosis
vascular, con frecuencia, varias lesiones se unen y se presentan dafios de grandes
extensiones de tejido. Es comun encontrar ramas afectadas, estas ramas muestran
muerte regresiva. El patégeno requiere de heridas para penetrar y es altamente
invasivo; se encuentra en cancros crénicos de ramas viejas de donde se dispersan las

esporas a los tejidos sanos (GIIIA, 2013).

2.1.7.2. Phytophthora spp.
Varias especies de Phytophthora causan cancros en el tronco, ramas, corona y raices
del aguacate, los sintomas se originan bajo el suelo y se pueden extender 3 m hacia
arriba en el tronco y las ramas, los sintomas foliares en casos avanzados de cancro
del tronco suelen ser similares a los sintomas causados por la pudricion de la raiz por
Phytophthora. Los cancros exudan una savia viscosa de color rojo que contiene
azucar, al secarse se vuelve en un polvo blanco a marron, los tejidos se vuelven color

marron (Menge y Ploetz, 2003).

2.1.8. Marchitez del laurel
Esta enfermedad afecta a las plantas de la familia Lauraceae, es causada por

Raffaelea lauricola, simbionte del escarabajo Xyleborus glabratus que pasan la mayor
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parte de su ciclo de vida dentro del arbol. Las hembras transportan las esporas del
patdgeno en sus micangios de un arbol a otro, cuando un escarabajo hembra se posa
en el tallo o rama y perfora la madera. Los arboles afectados se marchitan
rapidamente, las hojas se tornan de un color verde olivo a un color marrén a medida
gue mueren. La defoliacion sucede en un plazo de 3 a 4 meses, los arboles afectados
por la marchitez del laurel no suelen recuperarse. El diagnostico de la enfermedad se
basa en la identificacion del escarabajo X. glabratus en los arboles afectados y la
confirmacién de la marchitez del laurel generalmente se logra mediante el aislamiento
del hongo en laboratorio a partir de muestras de madera recolectadas de arboles con

sintomas de la enfermedad (Dann et al., 2013; Mayfield et al., 2019).

2.1.9. Pudricion del tallo (stem end rot)
En esta enfermedad la pudricién del tallo comienza en su extremo, los sintomas se
manifiestan mediante la aparicion de una podredumbre marrén oscuro a negro con
margenes definidos, en una fase avanzada de la enfermedad se puede observar
crecimiento micelial en la superficie de las lesiones bajo condiciones de humedad. La
podredumbre del tallo puede ser causada por diversos hongos como Botryosphaeria

spp. y Colletotrichum gloeosporioides entre otros (Dann et al., 2013).

2.1.10. Muerte regresiva
La muerte regresiva se manifiesta con el marchitamiento de hojas que permanecen
unidas, ramas secas Yy necrosis en la corteza; el patdogeno se extiende de manera
longitudinal por debajo de la corteza o bien invade los vasos conductores del xilema

causando la necrosis del tejido. El oscurecimiento de las ramas se traduce en necrosis
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completa con aparicién frecuente de exudados en las zonas necrosadas (Arjona-
Girona et al., 2015; Becerra et al., 2019).

La entrada de hongos al xilema del huésped provoca la invaginacion de células
parenquimatosas para formar tilosas y la secrecion de resinas (Inch et al., 2012); estas
formaciones tilgticas en el sistema vascular provocan la obstruccion de los vasos del
xilema con la pérdida de conduccién de agua y marchitamiento derivando en la muerte
del arbol (Mayfield et al., 2008).

Entre los agentes causales de esta enfermedad se encuentran hongos de la familia
Botryosphaeriaceae; esta familia incluye especies sapréfitas, endofitas y patdgenas
asociadas principalmente a plantas lefiosas. Varias especies han sido asociadas a
cancros de las ramas, pudricién de brotes en arboles de aguacate y muerte regresiva.
Los géneros que con mas frecuencia se asocian a dafios en el aguacatero son:
Diplodia, Barriopsis, Lasiodiplodia, Neofusicoccum y Botryosphaeria (Garcia et al.,
2017).

Los cancros causados en aguacate por hongos de esta familia presentan un exudado
de savia rojiza que al secarse forma un polvo blanco, por debajo del cancro la madera
presenta una coloracion marrén, en ocasiones de color rojizo. Al realizar un corte
transversal a nivel del cancro se puede observar necrosis en forma de cufia que se
extiende al interior del xilema, la corteza puede presentar grietas o estar ligeramente
hundida (McDonald y Eskalen, 2011). De infectarse gran parte del xilema, el tallo
puede colapsar y las hojas se vuelven color marrén, pero permanecen unidas a las
ramas (Menge y Ploetz, 2003).

En California, Estados Unidos, fueron identificadas especies de la familia

Botryosphaeriaceae como los hongos mas abundantes aislados de ramas en
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plantaciones de aguacate ‘Hass’ con presencia de muerte regresiva y cancros
(McDonald y Eskalen, 2011). En Perl, Rodriguez-Galvez y colaboradores (2021)
obtuvieron aislamientos de diversas especies del género Lasiodiplodia en las regiones
de La Libertad (36.4%), Lambayeque (31.2%), Lima (22.1%) e Ica y Piura (5.2%),
provenientes de muestras de arboles de aguacate con sintomas de muerte regresiva.
En Espafia, fueron identificados 68 aislados asociados a muerte regresiva
pertenecientes a los géneros Colletotrichum, Lasiodiplodia y Neofusicoccum en
huertas comerciales de aguacate ‘Hass’; Neofusicoccum parvum fue el principal

agente causal (Arjona-Girona et al., 2019).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Areade estudio y toma de muestras

El presente estudio fue realizado en el municipio de Sabinas Hidalgo, Nuevo Ledn
durante el periodo de agosto 2020 a julio 2022, fueron seleccionadas cinco huertas
donde se detectaron arboles de aguacate criollo (Persea americana var. drymifolia)
con sintomas de muerte regresiva mediante recorridos en las mismas. La identificacion
y ubicacion geografica de cada una de las huertas se encuentra en el Cuadro 1.
Durante los recorridos se colectaron muestras de ramas y brotes de arboles de

aguacate con cancros, exudados grumosos, tejido central marrén, necrosis y/o muerte

regresiva.

Cuadro 1. Ubicacion geogréfica de las huertas del municipio de Sabinas Hidalgo,

Nuevo Ledn, incluidas en los muestreos.

Identificacion Nombre Ubicacion
H1 Rancho Daberat 26°29'14.8"N
100°10'40.6"W
H2 El Pedregal 26°29'52.5"N
100°11'47.5"W
H3 Los Salinas 26°29'53.4"N
100°11'22.3"W
H4 Victor Gonzalez 26°29'55.7"N
100°11'23.6"W
H5 Orel Chapa 26°29'55.3"N

100°11'21.3"W
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3.2. Aislamiento y obtencién de cultivos puros

Las muestras colectadas se transportaron al Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Agronomia en el Campus Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon, en donde fueron lavadas con agua corriente y jabon para
la eliminacién de tierra y otros contaminantes. Posteriormente se realizaron cortes
transversales de las ramas y brotes, y se obtuvieron trozos de la parte central afectada
de aproximadamente 3 mm, los trozos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio
al 2% durante 20 s seguido de tres enjuagues con agua bidestilada estéril. Una vez
desinfectados los trozos fueron establecidos en cajas Petri con medio de cultivo PDA
(Papa-Dextrosa-Agar) acidificado con &cido tartarico al 10% e incubadas a 25°C
durante 72 h en oscuridad para la obtencién de colonias.

A partir de las colonias obtenidas de las muestras de ramas y brotes, se aislaron
colonias nuevas en cajas Petri con medio PDA acidificado que se incubaron a las
condiciones mencionadas hasta la formacion de conidios/esporas. Se obtuvieron
cultivos monospoéricos de las colonias aisladas mediante la dilucién de suspension de
esporas en medio PDA con la técnica de rayado de placa. A partir de las colonias
monosporicas que fueron incubadas durante 24-48 h en oscuridad a 25°C, se tomé un
fragmento de la colonia para siembra en placa nueva con medio PDA, de esta colonia
monospdrica se realizaron tres copias que se utilizaron para la caracterizacion

morfoldgica, la caracterizacion molecular y las pruebas de patogenicidad.
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3.3. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron por medio de inoculacion de discos de
micelio de 5 mm de cultivo monosporico con crecimiento activo (siete dias), en tres
ramas jovenes y sanas de 30 cm de &rboles de aguacate, por medio de tres heridas
alternadas y equidistantes; como control se utilizaron dos ramas jovenes y sanas con
heridas sin inoculacion de micelio, todas las heridas de las ramas fueron cubiertas con
Parafilm (Bemis™). Las ramas fueron incubadas en camaras humedas realizadas con
recipientes de sello hermético en oscuridad a 25°C durante 14 dias. Los resultados de
las inoculaciones se evaluaron a los siete y 14 dias posteriores a su realizacion. A los
14 dias se reprodujeron los sintomas de la enfermedad en las ramas inoculadas con
los cultivos monosporicos, por lo que se procedié al re-aislamiento del patdégeno a
partir del tejido necrético de las ramas infectadas en cajas Petri con medio PDA
acidificado, e incubadas de la manera ya mencionada por siete dias, para la

verificacion de las caracteristicas morfoldgicas de la colonia.

3.4. Caracterizacién morfologica de la colonia

Los aislados monospéricos sembrados en medio PDA fueron incubados a 25°C en
oscuridad durante siete dias, se determinéd el género observando las caracteristicas
microscopicas y macroscopicas como forma, color y textura. La identificacion de los
aislados se realizé mediante la comparacion de las colonias con los estudios de Phillips

y colaboradores (2013).
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3.5. Caracterizacion molecular

3.5.1. Extraccion de ADN

A partir de las colonias monospoéricas de los aislados se realiz6 la extraccion de ADN
mediante el protocolo de Lee y Taylor (1990) modificado de acuerdo con lo que se
describe enseguida. Los monospdéricos fueron sembrados en medio liquido Papa-
Dextrosa e incubados durante dos semanas a 25°C en oscuridad, el micelio fue secado
a 37°C durante 1 h y macerado con nitrogeno liquido. Cada extraccién de ADN se
realiz6 por duplicado, el micelio seco y macerado se dividié en dos para colocarse en
tubos de 2 mL a los que se agregd 1 mL de buffer de extraccion de ADN (Anexo 1)
previamente calentado a 65°C. Las muestras fueron agitadas en vortex por 1 min,
después incubadas a 65°C por 1 h en agitacidén constante. Posteriormente se agregé
un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitaron por 30 s para
centrifugarse a 13,400 rpm durante 10 min; se transfiri6 el sobrenadante a tubos
nuevos de 2 mL y se adicion6 un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para
agitacion en vortex por 30 s y posterior centrifugacion a 13,400 rpm durante 10 min. El
sobrenadante fue transferido a tubos de 1.5 mL dénde se agregé un volumen de
isopropanol y se mezclé suavemente para precipitar el ADN, las muestras con
isopropanol se mantuvieron a -70°C durante 30 min para después centrifugarse a
13,400 rpm por 10 min. El sobrenadante fue desechado y las pastillas fueron secadas
al aire para posteriormente ser lavadas en dos ocasiones con etanol al 70%; previo
secado de las pastillas, se re-suspendieron en 50 pL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 0.1

mM EDTA pH 8).
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La integridad del ADN fue revisada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
el gel fue corrido a 80 V durante 40 min en buffer de corrida TBE 1X y fue visualizado

en un fotodocumentador BioDoc-I1t™ Imaging System.

3.5.2. Amplificacion y secuenciacion

Para la identificacion molecular se realizé la amplificacion de las regiones genéticas
ITS (internal transcribed spacer), TEF 1-alfa (translation elongation factor 1-alfa), TUB2
(tubulin beta chain 2), SSU (small subunit), LSU (large subunit) y RPB2 (RNA
polymerase Il complex); los iniciadores utilizados se encuentran en el Cuadro 2. La
mezcla de reaccion de PCR se llevo a cabo a un volumen de 6.25 pul y consistié en: 20
ng de ADN total, 2.5 mM de MgClz, 1X Buffer Taq polimerasa (Promega®), 0.02 mM
de dNTP mix (Promega®), 0.02 pmol de cada iniciador y 0.25 U de Taq polimerasa
(Promega®). La PCR fue desarrollada en un termociclador (Veriti®), las condiciones
de PCR (programa térmico) utilizadas para cada region amplificada se muestran en el
Cuadro 3. Los fragmentos amplificados fueron verificados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TBE 1X utilizando el marcador de peso molecular de 1 Kb
(Promega® DNA Ladder 1 Kb).

Los fragmentos amplificados y los fragmentos amplificados y recuperados de gel
fueron enviados a la empresa Macrogen (Seoul, Korea) para su secuenciacion. Las
secuencias resultantes fueron editadas en el software SegAssem ver. 07/2008
(Hepperle, 2004), posteriormente se realizé la alineacion y comparacion con
homologia del 98-100% con la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), utilizando el software Blast (Basic Local Alignment Search

Tool).
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Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la amplificacion de las regiones genéticas para la
identificacion molecular del agente causal de la muerte regresiva de arboles de
aguacate (Persea americana var. drymifolia) de Sabinas Hidalgo, N.L.

Regidn Iniciadores Referencias

ITS ITS1 5-(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)-3’ White et al., 1990
ITS4 5-(TCCTCCGCTTATTGATATGC)-3’
Tefl EF1-688F 5-(CGGTCACTTGATCTACAAGTGC)-3* Alves et al., 2008
EF1-1251R 5-(CCTCGAACTCACCAGTACCG)-3’
Tub2 Bt2a 5’-(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC)-3’ Glass y Donaldson,
Bt2b 5’-(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC)-3 1995; O'Donnell y

T1 5-(AACATGCGTGAGATTGTAAGT)-3’ Cigelnik, 1997

SSuU NS1 5-(GTAGTCATATGCTTGTCTC)-3 White et al., 1990
NS4 5’-(CTTCCGTCAATTCCTTTAAG)-3’

LSU LROR 5’-(ACCCGCTGAACTTAAGC)-3 Vilgalys y Hester,
LR5 5 (CGATCGATTTGCACGTCAGA) 3’ 1990

RPB2 RPB2-LasF 5 (GGTAGCGACGTCACTCCT) 3 Cruywagen et al.,

RPBR-LasR 5 (GCGCAAATACCCAGAATCAT) 3 2017

Cuadro 3. Condiciones de PCR de las regiones amplificadas para la identificacion
molecular del agente causal de la muerte regresiva de arboles de aguacate (Persea
americana var. drymifolia) de Sabinas Hidalgo, N.L.
Region Programa térmico
ITS 95°C x 2 min
40 ciclos (95°C x 30 s, 54-58°C x 30 s, 72°C x 60 s)
72°C x 5 min
Tefl 95°C x 2 min
30 ciclos (95°C x 30 s, 50-62°C x 30 s, 72°C x 30 S)
72°C x 5 min.
Tub2 95°C x 2 min
35 ciclos (94°C x 60 s, 54-64°C x 60 s, 72°C x 90 s)
72°C x 5 min.
SSuU 94°C x 2 min
35 ciclos (94°C x 60 s, 56°C x 60 s, 72°C x 90 s)
72°C x 5 min.
LSU 94°C x 2 min
35 ciclos (94°C x 60 s, 52°C x 60 s, 72°C x 90 s)
72°C x 5 min.
RPB2 94°C x 2 min
35 ciclos (94°C x 60 s, 58°C x 60 s, 72°C x 90 s)
72°C X 5 min.
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3.6. Sensibilidad in vitro de los aislados a cinco fungicidas de diferentes

grupos quimicos

Para evaluar la sensibilidad de los aislados obtenidos a cinco fungicidas de diferente
grupo quimico se utilizé la técnica de placa envenenada (medio PDA + fungicida).
Veinticinco tratamientos fueron evaluados por cada aislado bajo un disefio
completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento. Los tratamientos
consistieron en concentraciones de 0 (testigo), 1, 10, 100 y 1000 ppm de cada

fungicida. Los fungicidas evaluados se encuentran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Fungicidas utilizados en las pruebas de sensibilidad in vitro de los aislados
obtenidos de ramas de arboles de aguacate con sintomas de muerte regresiva.

Ingrediente activo Concentracion

Nombre comercial Formulacion

(i.a.) i.a.
Tiabendazol ZIo® 6.0 WP 600 g/kg PH*
(Lapisa)
: . Cercobin®-M .
Tiofanato metilico (BASF) 700 g/kg PH
Tachigaren® 30 SL -
Hymexazol (Summit Agro) 360 g/L LS
Tebuconazol Folicur® 250 EW 250 g/L EW***
(Bayer)
Sanadel®
Propiconazol (AGROFormuladora 250 g/L CE****
Delta)

*Polvo humectable, **Liquido soluble, **Emulsion acuosa concentrada,
****Concentrado emulsionable

Discos de micelio con crecimiento activo de 5 mm de didmetro fueron colocados en el
centro de las cajas Petri con el PDA adicionado, las cajas fueron incubadas a 25°C
durante 5-18 dias segun cada aislado. Para determinar el porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial se realizaron mediciones del crecimiento en dos direcciones
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perpendiculares con un vernier digital hasta que el testigo cubrid la placa o detuvo su
crecimiento, el promedio de las dos medidas fue utilizado para determinar el porcentaje
de inhibicion del crecimiento micelial de los aislados.

La formula para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue:

ICR(%) = (M) * 100

CRT

Donde,

ICR (%): porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

CRT: crecimiento radial en mm del testigo (0 ppm).

CREF crecimiento radial en mm promedio de los tratamientos.
El andlisis de varianza de los porcentajes de inhibicion se realiz6 a través del modelo
lineal generalizado, la comparacién de medias se realiz6 por el método Tukey (0.05).
Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa estadistico R version 4.2.1
(R Core Team, 2022) y la libreria Agricolae (Mendiburu, 2015). La determinacion de la
ECso para cada tratamiento se realizé mediante regresion no lineal del logaritmo de la
concentracion del fungicida y el porcentaje de inhibicidén. Los andlisis fueron realizados

con el programa GraphPad Prism versiéon 9.4.1 (GraphPad Software, LLC).

19



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintomas

Durante los recorridos realizados en las huertas, los sintomas observados en arboles
con muerte regresiva fueron: cancros con exudados grumosos, exudados
blanquecinos, tejido necrosado, tejido marrén claro en corte transversal de rama, hojas
y ramas secas, hojas que permanecian adheridas a las ramas; al realizar los cortes
transversales de las ramas con sintomas en campo, se observé un liquido viscoso al

tacto (Figura 1).

: &8s 4 D) 1 E) paT—
Figura 1. Sintomas de muerte regresiva observados en arboles de aguacate criollo
(Persea americana var. drymifolia) en Sabinas Hidalgo, N.L. A) Arbol con muerte
regresiva. B) Hojas secas adheridas a las ramas. C) Exudado blanquecino. D)
Exudados grumosos. E) Exudados blanquecinos y grumosos en tejido necrosado. F)
Tejido central marrdn claro de rama en corte transversal.
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Los sintomas observados en campo concuerdan con los reportados en el estudio de
Alama y colaboradores (2006), donde mencionan que el sintoma mas sobresaliente
en arboles con muerte regresiva fue la presencia de cancros con exudados grumosos
y blancos de diferentes tamafios con una ubicacion indistinta en troncos y ramas de
arboles joévenes y adultos. Ademas, observaron tejido necrosado de color marrén
oscuro a nivel del cancro, la tonalidad del tejido aumentaba de intensidad a medida
gue se profundizaba, comprometiendo el tejido central.

Los sintomas incluyen la presencia de ramas con hojas e inflorescencias marchitas
con frutos pequefios con un desarrollo anormal, la defoliacion severa y la muerte del
arbol es originada por la necrosis del follaje; en ocasiones se realizan podas severas
a los arboles afectados, pero en muchos de los casos esta medida cultural no es
efectiva ya que la corteza ya esta infectada o presenta necrosis (Alama et al., 2006;

Valencia et al., 2019)

4.2. Aislamiento y obtencidn de cultivos puros

A partir de las muestras colectadas de arboles con sintomas de muerte regresiva
durante los recorridos, se realizé el aislamiento y purificacion de 14 hongos. Los
aislados obtenidos por huerta fueron: H1 dos aislados, H2 un aislado, H3 seis aislados,

H4 tres aislados y H5 dos aislados (Figura 2).
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H5AIis1 ) H5Ais2

Figura 2. Hongos aislados de ramas de aguacate criollo (Persea americana var.
drymifolia) con sintomas de muerte regresiva en huertas de Sabinas Hidalgo, N.L.

4.3. Identificacion morfoldgica

Al realizar la comparacion de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las
colonias con los estudios de Phillips y colaboradores (2013), se obtuvieron los géneros:
Lasiodiplodia y Botryosphaeria pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae.
Ademas, se obtuvieron los géneros Colletotrichum y Pleurostoma pertenecientes a las
familias Glomerellaceae y Pleurostomataceae, respectivamente. La caracterizacion
macroscopica y microscopica de cada uno de los aislados se llevé a cabo en medio
PDA. Las caracteristicas de las colonias son las siguientes:

H1Aisl: Este aislado pertenece al género Lasiodiplodia. La colonia presenta
crecimiento inicial de micelio algodonoso blanco que con el paso del tiempo se torna

de color gris a negro con una formacioén de picnidios en un tiempo aproximado de
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cuatro semanas. Los conidios se forman dentro de un picnidio con parafisis, presenta
conidios de 22-25 um de largo y 10-18 um de ancho hialinos aseptados cuando estan
inmaduros y color marrén septados con estrias longitudinales cuando estan maduros

(Figura 3) (Phillips et al., 2013).

Figura 3. Caracterizacion acroscopica y microscopica de H1Aisl. A) Conidios
maduros color marrén septados con estrias longitudinales. B) Capa conididgena con
paréfisis. C) Conidios inmaduros formados dentro del picnidio. D) Colonia en medio
PDA a los cuatro dias.

H1Ais2, H3Ais2, H3Ais3B, H3Ais3N, H3Ais4, H3Ais5, H4Ais1, H4Ais2, H5AiIsly
H5Ais2: Estos aislados pertenecen al género Botryosphaeria. La colonia presenta
crecimiento de micelio aéreo algodonoso blanco que se torna a color gris claro y en
algunos de los aislados a gris oscuro al paso de siete dias; la formacion de picnidios
se da en un tiempo mayor a cuatro semanas. Los conidios son hialinos con pared

delgada y se forman en un picnidio, en ocasiones se tornan de color marrén, los

conidios son de 22 x 5 um, las caracteristicas generales macroscoépicas y
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microscépicas se muestran en la Figura 4, mientras que en la Figura 5 se muestran

las colonias de cada uno de los aislados (Phillips et al., 2013).

Figura 4. Caracterizacion macroscopica y microscopica de los aislados H1Ais2,
H3Ais2, H3Ais3B, H3Ais3N, H3Ais4, H3Ais5, H4Ais1, H4Ais2, H5Ais1 y H5AIs2. A)
Micelio septado y conidios hialinos aseptados. B) Picnidios en aciculas de pino.

H1Ais2

H3Ais4

H5Ais1

Figura 5. Colonias en medio PDA de aislados del género Botryosphaeria obtenidos a
partir de ramas de aguacate con sintomas de muerte regresiva.
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H2Ais1y H4Ais3: Estos aislados pertenecen al género Pleurostoma spp. Las colonias
en medio de cultivo PDA presentan un crecimiento lento de micelio plano y extendido
con una textura aterciopelada, con el paso de tiempo presenta crecimiento de micelio
aéreo algodonoso de tonalidad crema-café. Las caracteristicas microscOpicas son:

conidios de 5.5 x 2.5 um globulosos con pared delgada y micelio ramificado (Figura 6)

(Carlucci et al., 2015; Lawrence et al., 2021).

B : : C o ° )

Figura 6. Caracterizacion macroscopica y microscopica de aislados del género
Pleurostoma. A) Colonia de 15 dias del aislado H4Ais3. B) Colonia de 15 dias del
aislado H2Ais1. C) Micelio ramificado. D) Conidio hialino globuloso.

H3Ais1: Este aislado pertenece al género Colletotrichum spp. Presenta crecimiento
de micelio abundante blanco, por la parte inferior de la caja Petri presenta una
coloracion amarillo-anaranjada. Los conidios son hialinos aseptados de 13 x 7 um. Las

caracteristicas macroscoépicas y microscopicas se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Caracterizacidbn macroscopica y microscopica del aislado H3Ais1. A) Colonia

de 15 dias del aislado del género Colletotrichum. B) Micelio hialino tefiido con azul de
lactofenol. C) Conidio hialino globuloso.

4.4. Pruebas de patogenicidad y caracteristicas de los re-aislados

Los 14 aislados provocaron dafios con diferente patogenicidad en las ramas
inoculadas. A partir del tejido infectado se realiz6 el re-aislamiento del patégeno en
medio PDA a los 14 dias de la inoculacién para comprobar los postulados de Koch
(Agrios, 2005). Una vez obtenidos los resultados de la caracterizacion morfolégica y
molecular, de acuerdo con la comparacion de secuencias con la base de datos del
NCBI los aislados se agruparon en cuatro géneros: Lasiodiplodia, Botryosphaeria,

Colletotrichum y Pleurostoma.
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4.4.1 Pruebas de patogenicidad de aislados de géneros de la familia
Botryosphaeriaceae

4.4.1.1. Aislados de Lasiodiplodia spp.

H1Ais1. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, el re-aislamiento del patdégeno se realizé a partir del tejido dafiado. La
colonia del re-aislado presentd crecimiento rapido de micelio aéreo algodonoso color
blanco que al paso de siete dias se torno de color gris oscuro a negro (Figura 8B). En
la primera evaluacién de los sintomas a los siete dias de la inoculacién se observo una
coloracién marron-rojiza alrededor de la herida (Figura 8C). El tejido infectado se

puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 8D).

Figura 8. Pruebas de patogenicidad del aislado H1Ais1. A) Colonia del aislado original
a los cuatro dias. B) Colonia del re-aislado a los cuatro dias. C) Sintomas en la rama
a los siete dias de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la
inoculacién y corte longitudinal de ramas testigo.
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4.4.1.2. Aislados de Botryosphaeria spp.

H1Ais2. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, en las ramas mas delgadas se presentd mayor patogenicidad, en ramas
con mayor diametro el area del tejido necrosado fue menor. Se obtuvo el re-aislamiento
del patégeno a partir del tejido dafiado. La colonia del re-aislado presentd crecimiento
rapido de micelio aéreo algodonoso de color blanco que se torné de color gris claro al
paso de siete dias (Figura 9B). En la primera evaluacion de los sintomas a los siete
dias se observé un ligero hundimiento en la zona de la inoculacion acomparfado de
manchas color marron alrededor de la herida (Figura 9C). El tejido infectado se puede

observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 9D).

Figura 9. Pruebas de patogenicidad del aislado H1Ais2. A) Colonia del aislado original
a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete dias de
la inoculacion. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacién y corte
longitudinal de rama testigo.
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H3Ais2. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado. La
colonia del re-aislado presenté crecimiento rapido de micelio aéreo blanco poco
abundante en la periferia de la colonia, en la zona central se visualiz6 mas micelio
aéreo, al paso de 7 dias se torno de color gris con una produccion de picnidios en un
tiempo aproximado de cuatro semanas (Figura 10B). En la primera evaluacion a los
siete dias se observo el crecimiento micelial alrededor de la inoculacion acompafado
de manchas color marrén (Figura 10C). El tejido infectado se puede observar en corte

longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias en la Figura 10D.

N "* B 2 D
Figura 10. Pruebas de patogenicidad del aislado H3Ais2. A) Colonia del aislado
original a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete
dias de la inoculacién; D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacién y

corte longitudinal de rama testigo.

H3Ais3B. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, en las ramas mas delgadas se presentd0 mayor patogenicidad, en ramas

con mayor diametro el area del tejido dafiado fue menor. Se obtuvo el re-aislamiento

29



del patégeno a partir del tejido dafiado. La colonia del re-aislado presentd crecimiento
de micelio blanco plano y extendido en la periferia de la colonia, en la parte central de
la colonia se observo crecimiento de micelio aéreo blanco, al paso de cinco dias se
torno de color gris con presencia de micelio aéreo blanco, al reverso de la placa se
observa una coloracion gris oscuro a negro (Figura 11B). En la primera evaluacion de
los sintomas a los siete dias se observo un ligero hundimiento en la zona de la
inoculacion acompafiado de crecimiento micelial blanco (Figura 11C). EIl tejido
infectado se observa en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura

11D).

D

Figura 11. Pruebas de patogenicidad del aislado H3Ais3B. A) Colonia del aislado
original a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete
dias de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacién y
corte longitudinal de rama testigo.

H3Ais3N. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en dos de las tres
ramas inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado.

La colonia del re-aislado presento6 crecimiento de micelio blanco elevado y limitado, al
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paso de 10 dias se torné a una coloracion gris claro con presencia de micelio
algodonoso en la zona central de la colonia (Figura 12B). En la primera evaluacion de
los sintomas a los siete dias de la inoculacion se observaron manchas color marron
acompafnadas de crecimiento de micelio blanco en la zona de la inoculacién (Figura
12C). El tejido infectado se puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada

a los 14 dias (Figura 12D).

- % D
Figura 12. Pruebas de patogenicidad del aislado H3Ais3N. A) Colonia del aislado

original a los 10 dias. B) Colonia del re-aislado a los 10 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y corte
longitudinal de rama testigo.

H3Ais4. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en dos de las tres
ramas inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado.
La colonia del re-aislado presenté crecimiento de micelio plano y extendido en la parte
central de la colonia, en la periferia se observo la presencia de micelio abundante

algodonoso grisaceo a diferencia de la colonia original donde se mantuvo de color

blanco (Figura 13B). En la primera evaluacién de los sintomas a los siete dias se
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observé un ligero hundimiento en la zona central de la inoculacién (Figura 13C). El

tejido infectado se puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14

dias (Figura 13D).

D

original a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete
dias de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y
corte longitudinal de rama testigo.

H3Ais5. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patdogeno a partir del tejido dafiado. La
colonia del re-aislado presenté crecimiento rapido de micelio elevado y limitado blanco,
al paso de siete dias se torn6 de color gris oscuro en la zona central de la colonia y
gris claro en la periferia de la colonia a diferencia del aislado original que se mantuvo

de color blanco con una coloracion grisacea al reverso de la caja Petri (Figura 14A-B).

En la primera evaluacién de los sintomas a los siete dias de la inoculacion los dafios
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no fueron evidentes (Figura 14C). El tejido infectado se puede observar en corte

longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 14D).

Figura 14. Pruebas de patogenicidad del aislado H3Ais5. A) Colonia del aislado
original a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete
dias de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y
corte longitudinal de rama testigo.

H4Ais1. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en dos de las tres
ramas inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado.
La colonia del re-aislado presentd crecimiento rapido de micelio aéreo algodonoso
blanco que al paso de 10 dias se torné a un tono gris claro (Figura 15B). En la
evaluacion de los sintomas a los siete dias se observo una coloracion amarillo oscuro
en la zona de la inoculacion (Figura 15C). El tejido infectado se puede observar en
corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 15D), en el tejido central

se puede observar una coloracion crema-amarilla con la presencia de puntos marron

claro.
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Figura 15. Pruebas de patogenicidad del aislado H4Aisl. A) Colonia del aislado
original a los 10 dias. B) Colonia del re-aislado a los 10 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacion. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacién y corte
longitudinal de rama testigo.

H4Ais2. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, en las ramas mas delgadas se presentd mayor patogenicidad, en ramas
con mayor diametro el area del tejido dafiado fue menor. Se obtuvo el re-aislamiento
del patégeno a partir del tejido dafiado. La colonia del re-aislado presentd crecimiento
de micelio aéreo blanco, al paso de siete dias se torné de un color gris claro, en la
parte central de la colonia se presentd poco crecimiento de micelio aéreo blanco en
comparacion con la colonia del aislado original (Figura 16A-B). En la primera
evaluacion de los sintomas a los siete dias se observaron manchas color marrén
alrededor de la inoculacion (Figura 16C). El tejido infectado se puede observar en corte

longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 16D).
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Figura 16. Pruebas de patogenicidad del aislado H4Ais2. A) Colonia del aislado
original a los siete dias. B) Colonia del re-aislado a los siete dias. C) Rama a los siete
dias de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculaciéon y
corte longitudinal de rama testigo.

—

H5Ais1. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en dos de las tres
ramas inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno partir del tejido central
dafiado. La colonia del re-aislado presentd crecimiento de micelio blanco elevado y
limitado en los primeros cinco dias, con el paso del tiempo se torné de color gris oscuro
en la parte central de la colonia mientras que en la periferia de la colonia se mantuvo
una coloracion blanca (Figura 17B). En la primera evaluacion de los sintomas se
observé un ligero hundimiento del tejido en la zona de inoculacion, asi como una
pequefia grieta (Figura 17C). El tejido infectado se puede observar en corte

longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 17-D).
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Figura 17. Pruebas de patogenicidad del islado H5Ais1. A) Colonia del aislado
original a los 15 dias. B) Colonia del re-aislado a los 15 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y corte
longitudinal de rama testigo.

H5Ais2. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, en las ramas mas delgadas se presentd mayor patogenicidad. Se obtuvo
el re-aislamiento del patdgeno a partir del tejido dafiado. La colonia del re-aislado
presentd un crecimiento de micelio blanco poco abundante, en la parte central de la
colonia se presentd coloracion de micelio gris oscuro (Figura 18B). En la primera
evaluacion de los sintomas a los siete dias se observo una coloracion marron
alrededor de la herida donde fue inoculado el patégeno (Figura 18C). El tejido infectado

se puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura

18D).
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Figura 18. Pruebas de patogenicidad del aislado H5Ais2. A) Colonia del aislado
original a los 10 dias. B) Colonia del re-aislado a los 10 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacion. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y corte
longitudinal de rama testigo.

De acuerdo con la caracterizacion morfolégica se obtuvieron 10 aislados
pertenecientes al género Botryosphaeria y un aislado al género Lasiodiplodia. El
género Botryosphaeria ha sido asociado a gomosis, cancros y muerte regresiva en
diferentes hospederos como vid (Amponsah et al., 2012), manzano (Delgado-Cerrone
et al., 2016) y durazno (Wang et al., 2011). En Chile, Valencia y colaboradores (2019)
identificaron ocho especies de la familia Botryosphaeriaceae como causantes de
cancros de ramas y muerte regresiva de arboles de aguacate ‘Hass’. Las especies
fueron identificadas como Diplodia mutila, D. pseudoseriata, D. seriata, Dothiorella
iberica, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum australe, N. nonquaesitum y N.
parvum.

Ludwing y colaboradores (2022) demostraron que especies de la familia

Botryosphaeriaceae tienen diferentes mecanismos de penetracién, en arboles de

37



aguacate pudieron penetrar a través de estomas y lenticelas. Los resultados
reportados por los autores generaron mas informacion sobre los mecanismos de
penetracion de especies de esta familia en el cultivo de aguacate.

Coutinho y colaboradores (2017) mencionan que la infeccion provocada por el género
Lasiodiplodia es caracterizada por presentar sintomas como lesiones necréticas,
cancros y muerte regresiva, estos sintomas conducen a la muerte de la planta. Por
otro lado, el estudio realizado por Arjona-Girona y colaboradores (2019) mostré
diversidad y alta incidencia de aislados de hongos asociados a la muerte regresiva de

arboles de aguacate en huertos comerciales al sur de Espafa.

4.4.2. Pruebas de patogenicidad de Pleurostoma spp.

H2Ais1. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado. La
colonia del re-aislado presenté crecimiento lento de micelio, con textura aterciopelada
color café claro, al paso de cuatro semanas se torné de color marrén oscuro (Figura
19B). En la primera evaluacion de los sintomas a los siete dias se observé un ligero
hundimiento del tejido central en la zona de la inoculacibn y manchas marones
alrededor de la herida (Figura 19C). El tejido infectado se puede observar en corte

longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias (Figura 19D).
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Figura 19. Pruebas de patogenicidad del aislado H2Ais1. A) Colonla deI aislado
original a los 15 dias. B) Colonia del re-aislado a los 15 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacion. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y corte
longitudinal de rama testigo.

H4Ais3. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas. Se obtuvo el re-aislamiento del patégeno a partir del tejido dafiado. La
colonia del re-aislado present6 crecimiento lento de micelio blanco plano y extendido
con textura aterciopelada, pasando de una coloracion crema a café claro manteniendo
el color blanco en la periferia de la colonia (Figura 20B). En la primera evaluacion de
los sintomas a los siete dias se observo un ligero hundimiento del tejido central en la
zona de la inoculacién y manchas marones alrededor de la herida (Figura 20C). El

tejido infectado se puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14

dias (Figura 20D).
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original a los 15 dias. B) Colonia del re-aislado a los 15 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacion y corte
longitudinal de rama testigo.

Lawrence y colaboradores (2021) realizaron el primer estudio de identificacion,
caracterizacion y pruebas de patogenicidad de Pleurostoma richardsiae recuperado de
olivos con sintomas de muerte regresiva; los sintomas provocados por esta especie
del género Pleurostoma son la presencia de ramas muertas y necrosis vascular en
corte longitudinal de ramas y troncos que con el tiempo restringen el movimiento del
agua por lo que conduce a la muerte de la planta.

Los sintomas observados en las evaluaciones realizadas a los siete y 14 dias de la
inoculacién de los aislados pertenecientes al género Pleurostoma concuerdan con los
sintomas reportados en los estudios de Pintos y colaboradores (2016) donde
mencionan que los sintomas en vid provocados por la infeccién provocada por hongos

de este género incluyen manchas oscuras alrededor del tronco y manchas color
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marron en el tejido central de la rama. A la fecha no existen reportes de este género

como causante de muerte regresiva en el cultivo de aguacate.

4.4.3. Pruebas de patogenicidad de Colletotrichum spp.

H3Ais1. Los sintomas producidos por este aislado se presentaron en las tres ramas
inoculadas, en las ramas mas delgadas se presentd mayor patogenicidad, en ramas
con mayor diametro el area del tejido necrosado fue menor. Se obtuvo el re-aislamiento
del patégeno a partir del tejido dafiado. La colonia del re-aislado presentd un
crecimiento rapido de micelio aéreo algodonoso blanco abundante, al reverso de la
caja Petri presentd coloracion amarillo-anaranjado. En la primera evaluacién de los
sintomas a los siete dias se observo un ligero hundimiento de la zona de la inoculacion
acompafado de manchas color marron alrededor de la herida (Figura 21C). El tejido
infectado se puede observar en corte longitudinal de la rama inoculada a los 14 dias
(Figura 21D).

Ramos y colaboradores (2016) mencionan que la especie C. gloeosporioides causo
muerte regresiva y necrosis en ramas de mandarino y naranjo dulce, estos sintomas
concuerdan con los sintomas observados en las ramas en las pruebas de
patogenicidad realizadas. Arjona Girona y colaboradores (2019) obtuvieron 68
aislados de ramas con sintomas de muerte regresiva en huertos de aguacate en el sur
de Espafa los cuales fueron identificados como pertenecientes de los géneros
Lasiodiplodia, Neofusicoccum y Colletotrichum con diferentes proporciones, el 18% de
los aislados pertenecen a Colletotrichum gloeosporioides obtenido de las localidades

de Benamocarra y Vélez Malaga con una incidencia del 16.2-17.6%.
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Figura 21. Pruebas de patogenicidad del aislado H3Aisl. A) Colonia del aislado
original a los 15 dias. B) Colonia del re-aislado a los 15 dias. C) Rama a los siete dias
de la inoculacién. D) Corte longitudinal de rama a los 14 dias de la inoculacién y corte
longitudinal de rama testigo.

4. 5. Identificacién molecular

En la extraccién de ADN total realizada utilizando lo propuesto por Lee y Taylor (1990)
con las modificaciones antes descritas se obtuvieron concentraciones de 30-400
ng/uL. Las regiones genéticas amplificadas por género para la identificacion molecular
de los aislados de los hongos asociados a la muerte regresiva de aguacate se
encuentran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Regiones genéticas amplificadas para la identificacion molecular de cada

género de los hongos aislados de ramas de aguacate de huertas de Sabinas Hidalgo,
N.L.

Género Regiones amplificadas
Lasiodiplodia ITS, Tefl-a, Tub2, SSU, LSU y RPB2
Botryosphaeria ITS, Tefl-ay Tub2
Pleurostoma ITS, Tefl-a, Tub2 y SSU
Colletotrichum ITS, Tefl-ay Tub2
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La comparacion de las secuencias obtenidas de las regiones amplificadas para cada
uno de los aislados tuvo homologia del 99-100% con especies del género
Lasiodiplodia, Botryosphaeria, Pleurostoma y Colletotrichum.

Las especies que se obtuvieron con mayor frecuencia en cada una de las regiones
amplificadas para cada aislado se muestran en el Cuadro 6, se continua con la
realizacion de los analisis filogenéticos para la determinacion de la especie para cada
aislado.

Cuadro 6. Especies obtenidas del analisis de secuencias de las regiones amplificadas
con el Software Blastn para cada uno de los aislados.

Aislado Género Especie
H1Ais1 Lasiodiplodia L. citricola, L. theobromae o L. parva
H1Ais2 Botryosphaeria B. dothidea
H2Ais1 Pleurostoma P. richardsiae
H3Ais1 Colletotrichum C. siamense
H3Ais2 Botryosphaeria B. dothidea
H3Ais3B Botryosphaeria B. dothidea
H3Ais3N Botryosphaeria B. dothidea
H3Ais4 Botryosphaeria B. dothidea
H3Ais5 Botryosphaeria B. dothidea
H4Ais1 Botryosphaeria B. dothidea
H4Ais2 Botryosphaeria B. dothidea
H4Ais3 Pleurostoma P. richardsiae
H5Ais1 Botryosphaeria B. dothidea
H5Ais2 Botryosphaeria B. dothidea

En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos de la comparacion de secuencias
para cada uno de los aislados, asi como el nUmero de accesion para cada especie con
una homologia del 99-100%.

Las especies obtenidas con mayor frecuencia en la comparacion de secuencias de
cada uno de los géneros de los hongos obtenidos de arboles de aguacate con

sintomas de muerte regresiva en el municipio de Sabinas Hidalgo, N.L. fueron:
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Lasiodiplodia theobromae, Botryosphaeria dothidea, Colletotrichum siamense y
Pleurostoma richardsiae. La especie que se presentd con mas frecuencia en la
identificacion molecular de los aislados fue Botryosphaeria dothidea, obtenida en las
huertas, Rancho Daberat, Los Salinas, Victor Gonzéalez y Orel Chapa.

Las especies Lasiodiplodia theobromae y Botryosphaeria dothidea son pertenecientes
a la familia Botryosphaeriaceae, esta familia es considerada de gran importancia por
la amenaza que representan para sus hospederos por las enfermedades que
ocasionan en los cultivos de importancia agricola ya que presentan habilidad de pasar
de enddfito a patégeno (Mondragon-Flores et al., 2021).

En Perd, Alama y colaboradores (2006) realizaron el primer reporte de Lasiodiplodia
theobromae como agente causal de muerte regresiva y cancros del aguacate, el 80%
de los aislados obtenidos pertenecian a Lasiodiplodia. Ademas del cultivo de aguacate,
en México Lasiodiplodia theobromae ha sido reportado causando muerte regresiva,
cancros y gomosis en limén persa en los municipios de Montemorelos y General Teran,
Nuevo Leon y Llera de Canales, Tamaulipas (Polanco et al., 2019), mamey en el
municipio de Alpoyeca, Guerrero, siendo el primer reporte que determiné a este
patdgeno como agente causal (Vasquez-Lopez et al., 2009) y mango en los estados
de Colima, Guerrero, Jalisco y Nayarit (Sandoval-Sanchez et al., 2013).

Menge y Ploetz (2003) relacionan a Botryosphaeria dothidea con la pudricién de frutos
en aguacate, por otro lado, esta especie ha sido reportada causando cancros y muerte
regresiva en eucalipto (Smith et al., 1994), olivo (Moral et al., 2017), vid (Phillips, 1998)
y blueberry (Choi, 2011). Marsberg y colaboradores (2017) indican que la importancia

de B. dothidea como patdégeno ha sido subestimada, en gran parte por su naturaleza
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de enddfito, este patégeno en condiciones adversas es capaz de pasar de endofito a
patdgeno con consecuencias potencialmente graves para los hospederos infectados.
Riolo y colaboradores (2021) identificaron especies del género Colletotrichum como
agentes causales de la muerte de ramas y brotes de citricos, los sintomas identificados
en el estudio incluyen la aparicibon de ramas secas, gomosis y defoliacion.
Colletotrichum siamense ha sido asociado a la antracnosis del aguacate en Israel
(Sharmaetal., 2017), por otro lado, ha sido asociado con la muerte regresiva de puntas
en sacha inchi (Wang et al., 2020) y citricos (Fayyas et al., 2018).

Lawrence y colaboradores (2021) realizaron el primer estudio de identificacion,
caracterizacion y pruebas de patogenicidad de Pleurostoma richardsiae recuperado de
olivos con sintomas de muerte regresiva. Por otro lado, Sohrabi y colaboradores (2021)
aislaron a Pleurostoma richardsiae de muestras de madera de huertos de almendro,
pistacho y nuez que mostraron sintomas externos e internos como amarillamiento,
cancros en tronco y ramas Yy necrosis de la madera, siendo la primera vez que
Pleurostoma richardsiae es asociado con el amarillamiento, cancros y muerte. Ademas
de Pleurostoma richardsiae obtuvieron nueve especies de Phaeoacremonium, cuatro
especies de Diatrypaceae, dos especies de Eutypella y 11 especies de la familia
Botryosphaeriaceae entre la que se encuentran B. dothidea, L. citricola y L.

theobromae.
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Cuadro 7. Resultados de la comparacion de secuencias obtenidas utilizando el software Blastn.

Aislado Regibén Organismo Query cover* Valor E ldentidad maxima Accesion

H1lAisl  ITS  Lasiodiplodia citricola 100% 0 100% MN880464.1
Lasiodiplodia theobromae 100% 0 100% MK530006.1

Lasiodiplodia parva 100% 0 100% MzZ613157.1

Tub2  Lasiodiplodia theobromae 100% 0 100% EU254720.1
Lasiodiplodia citricola 100% 0 100% KF778904.1

Lasiodiplodia parva 100% 0 100% KX227567.1

Tefl-a Lasiodiplodia citricola 100% 0 100% MT856966.1
Lasiodiplodia euphorbiaceicola 100% 0 100% MW315820.1

Lasiodiplodia laeliocattleyae 100% 0 100% MG979508.1

LSU  Lasiodiplodia americana 100% 0 100% MF410052.0
Lasiodiplodia theobromae 100% 0 100% ON685323.1

Lasiodiplodia parva 100% 0 100% LN907364.1

SSU  Lasiodiplodia krabiensis 100% 0 100% MN017924.1
Lasiodiplodia theobromae 100% 0 100% MN893998.1

Lasiodiplodia parva 100% 0 100% MN493107.1

RPB2  Botryosphaeria rhodina 100% 0 100% AY550081.1
Lasiodiplodia citricola 99% 0 100% MN906303.1
Lasiodiplodia mexicanensis 100% 0 99% MW604222.1

H1Ais2  ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MT559099.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% ON495781.1
Botryosphaeria fabicerciana 100% 0 100% MW862141.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 97% 0 99% MT592469.1

Tefl-a Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% JQ512102.1
Botryosphaeria ensis 100% 0 100% MT028759.1

*Porcentaje de cobertura
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Cuadro 7. Continuacion...

Aislado Region Organismo Query cover* Valor E Identidad maxima Accesion
H2Ais1 ITS  Pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MN633946.1
Pleurostomophora richardsiae 100% 0 100% KF751176.1
Phialophora mustea 100% 0 100% HQ115660.1
Tub2  pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MT735027.1
Tefl-a  pleurostoma richardsiae 99% 0 99% KX036524.1
SSU  Pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MT505715.1
Pleurostoma ootheca 100% 0 99% OM017218.1
Pleurostoma repens 100% 0 99% MT158371.1
H3Ais1 ITS  Colletotrichum aenigma 100% 0 100% ON492208.1
Colletotrichum siamense 100% 0 100% ON368271.1
Colletotrichum fructicola 100% 0 100% ON329259.1
Tub2  Colletotrichum siamense 100% 0 100% MN525901.1
Colletotrichum viniferum 100% 0 100% MH113911.1
Colletotrichum changpingense 100% 0 100% MZ673952.1
Tefl-a Colletotrichum siamense 94% 0 100% KX845557.1
H3Ais2 ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MT367874.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% ON495781.1
Botryosphaeria ramosa 100% 0 100% ON332147.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 99% 0 100% MT592469.1
Tefl-a Botryosphaeria dothidea 98% 0 100% MNO025271.1
H3Ais3B  ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN634017.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% ON495781.1
Botryosphaeria fabicerciana 100% 0 100% MW862141.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 100% MT592469.1
Tefl-a  Botryosphaeria wangensis 100% 0 100% MT028759.1
Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MNQ025271.1
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Cuadro 7. Continuacion...

Aislado Region Organismo Query cover* Valor E ldentidad méxima Accesion

H3Ais3N  ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN634017.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% ON495781.1

Botryosphaeria fabicerciana 100% 0 100% MW862141.1

Tub2  Botryosphaeria dothidea 99% 0 100% MN370930.1
Botryosphaeria fusispora 99% 0 100% MT592469.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MK722179.1
Botryosphaeria wangensis 100% 0 100% MT028759.1
H3Ais4 ITS  Dichomera saubinetii 100% 0 100% KF766153.1
Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MT177925.1

Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MH392258.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN633970.1
Botryosphaeria sinensis 100% 0 100% MH392264.1

H3Ais5 ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN634016.1

Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 99% MT592469.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 98% 0 100% MNO025271.1

H4Ais1 ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN634015.1
Botryosphaeria ramosa 100% 0 100% ON332147.1

Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 100% MT592469.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MK722179.1
Botryosphaeris wangensis 100% 0 100% MT028759.1
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Cuadro 7. Continuacion...

Aislado Region Organismo Query cover* Valor E Identidad maxima Accesién
H4Ais2 ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% ON740662.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% MN918797.1

Neofusicoccum mediterraneum 100% 0 100% FJ755232.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN370930.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 100% MT592469.1
Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MH392261.1
Botryosphaeris wangensis 100% 0 100% MT028759.1

H4AIs3 ITS Pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MK647984.1
Tub2  Pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MT735027.1

Tefl-a  Ppleurostoma richardsiae 99% 0 100% KX036524.1

SSU  Pleurostoma richardsiae 100% 0 100% MT505714.1
Pleurostoma ootheca 100% 0 99% MT158369.1

Pleurostoma ochraceum 100% 0 99% NG062856.1
H5AIs1 ITS  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN634011.1
Botryosphaeria kuwatsukai 100% 0 100% ON495781.1

Botryosphaeria ramosa 100% 0 100% ON332147.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MW202404.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 100% MT592469.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MK722179.1
Botryosphaeris wangensis 100% 0 100% MT028759.1

H5Ais2 ITS  Dichomera saubinetii 100% 0 100% KF766153.1
Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MT177925.1
Tub2  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% MN370930.1
Botryosphaeria fusispora 100% 0 100% MT592469.1

Tefl-a  Botryosphaeria dothidea 100% 0 100% JQ512102.1
Botryosphaeris wangensis 100% 0 100% MT028759.1




4.6. Sensibilidad in vitro de los aislados obtenidos a cinco fungicidas de

diferentes grupos quimicos.

4.6.1. Familia Botryosphaeriaceae

4.6.1.1. Aislado de Lasiodiplodia spp.

H1Ais1. De acuerdo con los resultado de la identificacion molecular, este aislado
pertenece a Lasiodiplodia spp. (posibles especies: L. citricola, L. parva o L.
theobromae). El andlisis de varianza del porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial mostré diferencias altamente significativas (P= 0.001) entre los tratamientos
(Anexo 2). Este aislado presentd inhibicion del 92-100% en dosis a partir de 1 ppm de
tiofanato metilico, 10 ppm de tebuconazol, tiabendazol y propiconazol, y 1000 ppm de
hymexazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 8). En la Figura 22 se
observa la inhibicion del crecimiento micelial de H1Ais1 a los cuatro dias de la siembra
de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubrid
la superficie de la caja.

Cuadro 8. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

de H1Aisl por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes indican
diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicién (%) Tratamiento Inhibicién (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 97.3 A
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 10 ppm 96.9 A
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 94.4 A
Tiabendazol 1000 ppm 100.0 A Propiconazol 10 ppm 92.0A
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Propiconazol 1 ppm 76.3 B
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 76.1 B
Tiofanato metilico 100 ppm 100.0 A Hymexazol 100 ppm 28.7C
Tiofanato metilico 1000 ppm  100.0 A Tiabendazol 1 ppm 28.2C
Tiabendazol 10 ppm 98.4 A Hymexazol 1 ppm 3.3D
Hymexazol 1000 ppm 97.8 A Hymexazol 10 ppm 27D
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
activo

Tiabendazol

Tiofanato

metilico

Hymexazol

Tebuconazol

Propiconazol

Figura 22. Crecimiento micelial del aislado H1Ais1 a los cuatro dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



4.6.1.2. Aislados de Botryosphaeria spp.

En todos los aislados de este género (H1Ais2, H3Ais2, H3Ais3B, H3Ais3N, H3Ais4,
H3Ais5, H4Aisl, H4Ais2, H5Ais1 y H5AIs2) el analisis de varianza del porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial mostré diferencias altamente significativas (P=
0.001) (Anexo 3), ademas se observd que, a mayor concentracion de ingrediente
activo, la inhibicion del crecimiento micelial fue mayor. De acuerdo con los resultados
obtenidos de la identificacion molecular, todos los aislados pertenecen a la especie B.
dothidea.

H1Ais2. Este aislado presentd inhibicion del 92-100% en dosis de 10, 100 y 1000 ppm
de propiconazol, 100 y 1000 ppm de tiabendazol y tebuconazol, y 1000 ppm de
hymexazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 9). Por otro lado, los
tratamientos de 1 y 10 ppm de hymexazol no presentaron inhibicién del crecimiento
micelial del patdgeno. En la Figura 23 se observa la inhibicién del crecimiento micelial
de H1Ais2 a los 10 dias de la siembra de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento

micelial del tratamiento testigo cubrio la superficie de la caja.

Cuadro 9. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
de H1Ais2 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes indican
diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicién (%) Tratamiento Inhibicidn (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm  77.6 DE
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 10 ppm 71.2 EF
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A Propiconazol 1 ppm 63.6 FG
Tiabendazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 62.6 FGH
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Hymexazol 100 ppm 56.1 GH
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 53.6 HI
Hymexazol 1000 ppm 92.7 AB Tiabendazol 1 ppm 45317
Propiconazol 10 ppm 92.1 AB Tiofanato metilico 1 ppm 40.5J
Tebuconazol 10 ppm 89.7 BC Hymexazol 1 ppm 0.0K
Tiofanato metilico 1000 ppm  81.9 CD Hymexazol 10 ppm 0.0K
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
activo

Tiabendazol

Tiofanato

metilico
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Tebuconazol

Propiconazol

Figura 23. Crecimiento micelial del aislado H1Ais2 a los 10 dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H3Ais2. Este aislado presentd inhibicion del 92-100% en dosis de 10, 100 y 1000 ppm

de tebuconazol, y 100 y 1000 ppm de tiabendazol y propiconazol, siendo

estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 10). Por otro lado, los tratamientos de 1,

10 y 100 ppm de hymexazol y 1 ppm de propiconazol y tiabendazol no presentaron

inhibicion del crecimiento micelial del patdégeno. En la Figura 24 se observa la inhibicion

del crecimiento micelial de H3Ais2 a los ocho dias de la siembra de las cajas Petri, en

este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubrio la superficie de la caja.

Cuadro 10. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H3Ais2 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento

Inhibicion (%) Tratamiento

Inhibicién (%)

Propiconazol 100 ppm
Propiconazol 1000 ppm
Tiabendazol 100 ppm
Tiabendazol 1000 ppm
Tebuconazol 100 ppm
Tebuconazol 1000 ppm
Tebuconazol 10 ppm
Hymexazol 1000 ppm
Propiconazol 10 ppm
Tiofanato metilico 1000 ppm

100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
92.0 AB
87.8 BC
85.9 BC
77.6 CD

Tiofanato metilico 100 ppm
Tiofanato metilico 10 ppm
Tiofanato metilico 1 ppm
Tebuconazol 1 ppm
Tiabendazol 10 ppm
Hymexazol 1 ppm
Hymexazol 10 ppm
Hymexazol 100 ppm
Propiconazol 1 ppm
Tiabendazol 1 ppm

71.3 DE
63.1 EF
57.4 FG
52.2G
49.6 G
0.0H
0.0H
0.0H
0.0H
0.0H
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Figura 24. Crecimiento micelial del aislado H3Ais2 a los ocho dias de exposicién a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H3Ais3B. Presento inhibicién del 100% en dosis de 100 y 1000 ppm de propiconazol,

tiabendazol y tebuconazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 11). Por

otro lado, los tratamientos de 1, 10 y 100 ppm de hymexazol y 1 ppm de propiconazol

no presentaron inhibicién de crecimiento micelial del patégeno. En la Figura 25 se

observa la inhibicion del crecimiento micelial de H3Ais3B a los siete dias de la siembra

de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubrid

la superficie de la caja.

Cuadro 11. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H3Ais3B por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento

Inhibicion (%) Tratamiento

Inhibicién (%)

Propiconazol 100 ppm
Propiconazol 1000 ppm
Tiabendazol 100 ppm
Tiabendazol 1000 ppm
Tebuconazol 100 ppm
Tebuconazol 1000 ppm
Tebuconazol 10 ppm
Hymexazol 1000 ppm
Propiconazol 10 ppm
Tiofanato metilico 1000 ppm

100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
88.8 B
88.4 B
88.0 B
81.0C

Tiofanato metilico 100 ppm
Tiofanato metilico 10 ppm
Tiabendazol 10 ppm
Tebuconazol 1 ppm
Tiofanato metilico 1 ppm
Tiabendazol 1 ppm
Hymexazol 1 ppm
Hymexazol 10 ppm
Hymexazol 100 ppm
Propiconazol 1 ppm

77.3C
70.3D
559 E
526 E
40.7 F
6.9G
0.0H
0.0H
0.0H
0.0H
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]

activo

Tiabendazol

Tiofanato
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Figura 25. Crecimiento micelial del aislado H3Ais3B a los siete dias de exposicién a dosis de 0, 1, 10,
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.

100 y 1000 ppm de



H3Ais3N. Se present6 inhibicion del crecimiento micelial del 94 al 100% con dosis de

10, 100 y 1000 ppm de propiconazol y tebuconazol y 1000 ppm de hymexazol y

tiabendazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 12). En la Figura 26

se observa la inhibicién del crecimiento micelial de H3Ais3N a los seis dias de la

siembra de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo

cubrié la superficie de la caja.

Cuadro 12. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H3Ais3N por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicién (%) Tratamiento Inhibicién (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 74.3 BC
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm 74.1 BC
Tebuconazol 10 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 71.7 BCD
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Hymexazol 100 ppm 67.4 CD
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 10 ppm 64.2 DE
Propiconazol 10 ppm 994 A Tiofanato metilico 1 ppm 57.0E
Tiabendazol 1000 ppm 96.4 A Propiconazol 1 ppm 38.7F
Hymexazol 1000 ppm 940 A Hymexazol 10 ppm 179G
Tiabendazol 100 ppm 77.6B Tiabendazol 1 ppm 6.3 H
Tiofanato metilico 1000 ppm 75.2 BC Hymexazol 1 ppm 0.3H
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
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Figura 26. Crecimiento micelial del aislado H3Ais3N a los seis dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H3Ais4. Presentd inhibicion del crecimiento micelial del 96-100% en dosis a partir de

10 ppm de tebuconazol, 100 y 1000 ppm de tiabendazol y propiconazol, y 1000 ppm

de hymexazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 13). Por otro lado,

el tratamiento de 1 ppm de hymexazol no presento inhibicion del crecimiento micelial

del patégeno. En la Figura 27 se observa la inhibicion del crecimiento micelial de

H3Ais4 a los cinco dias de la siembra de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento

micelial del tratamiento testigo cubrio la superficie de la caja.

Cuadro 13. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H3Ais4 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicién (%)

Tratamiento

Inhibicién (%)

Propiconazol 1000 ppm 100.0 A
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A
Tiabendazol 1000 ppm  100.0 A
Tebuconazol 10 ppm 100.0 A
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A
Propiconazol 100 ppm 99.3 A

Hymexazol 1000 ppm 96.1 A

Propiconazol 10 ppm 88.0B

Hymexazol 100 ppm 82.3 BC

Tiabendazol 10 ppm
Tiofanato metilico 1000 ppm
Tiofanato metilico 100 ppm
Tebuconazol 1 ppm
Tiofanato metilico 10 ppm
Tiofanato metilico 1 ppm
Propiconazol 1 ppm
Tiabendazol 1 ppm
Hymexazol 10 ppm
Hymexazol 1 ppm

79.5C
78.0 CD
77.6 CD
73.2 DE
719E
589 F
538 F
473G
18.2 H
0.0l
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
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Figura 27. Crecimiento micelial del aislado H3Ais4 a los cinco dias de exposicidén a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H3Ais5. Presentd inhibicion del crecimiento micelial del 93-100% en dosis a partir de
10 ppm de tebuconazol y propiconazol, 100 ppm de tiabendazol, y 1000 ppm de
hymexazol, siendo estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 14). Por otro lado, los
tratamientos de 1 y 10 ppm de hymexazol no presentaron inhibicion del crecimiento
micelial del patdgeno. En la Figura 28 se observa la inhibicién del crecimiento micelial
de H3Ais5 a los siete dias de la siembra de las cajas Petri, en este tiempo el

crecimiento micelial del tratamiento testigo cubrio la superficie de la caja.

Cuadro 14. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H3Ais5 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento Inhibicion (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm 70.1 B
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 60.5C
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A Tiabendazol 10 ppm 60.0 C
Tiabendazol 1000 ppm 100.0 A Propiconazol 1 ppm 60.0 C
Tebuconazol 10 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 56.0 CD
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 48.4 D
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 1 ppm 35.7E
Propiconazol 10 ppm 94.2 A Hymexazol 100 ppm 150F
Hymexazol 1000 ppm 93.0A Hymexazol 1 ppm 0.0G
Tiofanato metilico 1000 ppm 72.9B Hymexazol 10 ppm 0.0G
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Figura 28. Crecimiento micelial del aislado H3Ais5 a los siete dias de exposicién a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H4Ais1. Presentd inhibicion del crecimiento micelial del 90-100% en dosis a partir de
10 ppm de tebuconazol y propiconazol y 1000 ppm de tiabendazol e hymexazol, siendo
estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 15). En la Figura 29 se observa la
inhibicion del crecimiento micelial de H4Ais1 a los ocho dias de la siembra de las cajas
Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubri6 la superficie

de la caja.

Cuadro 15. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H4Aisl por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento Inhibicion (%)
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm 78.1 CD
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1000 ppm  78.1 CD
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 75.6 CD
Propiconazol 100 ppm 97.9A Tiabendazol 10 ppm 68.0 DE
Hymexazol 1000 ppm 97.4 A Propiconazol 1 ppm 58.7 EF
Tiabendazol 1000 ppm  96.1 A Tiofanato metilico 1 ppm 51.2 FG
Propiconazol 10 ppm 95.6 AB Hymexazol 100 ppm 38.0G
Tebuconazol 10 ppm 94.7 AB Tiabendazol 1 ppm 36.6 G
Tiabendazol 100 ppm 90.3 ABC Hymexazol 10 ppm 13.2H
Tebuconazol 1 ppm 80.8 BCD Hymexazol 1 ppm 0.6 H
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Ingrediente [0 ppm] [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
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Figura 29. Crecimiento micelial del aislado H4Ais1 a los ocho dias de exposicién a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H4Ais2. Presentd inhibicion del crecimiento micelial del 92-100% en dosis a partir de

100 ppm propiconazol y tebuconazol y 1000 ppm de tiabendazol e hymexazol, siendo

estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 16). Por otro lado, los tratamientos de 1y

10 ppm de hymexazoly 1 ppm de propiconazol y tebuconazol no presentaron inhibicion

del crecimiento micelial del patdégeno. En la Figura 30 se observa la inhibicion del

crecimiento micelial de H4Ais2 a los ocho dias de la siembra de las cajas Petri, en este

tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubri6 la superficie de la caja.

Cuadro 16. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H4Ais2 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento Inhibicion (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm 82.4C
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 76.7C
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Tiabendazol 10 ppm 55.1D
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 225E
Tiabendazol 1000 ppm 92.6 AB Hymexazol 100 ppm 15.8 EF
Hymexazol 1000 ppm 92.3 AB Tiabendazol 1 ppm 79 FG
Tiofanato metilico 1000 ppm  86.4 BC Hymexazol 10 ppm 0.7G
Propiconazol 10 ppm 83.9 BC Hymexazol 1 ppm 0.0G
Tebuconazol 10 ppm 83.5BC Propiconazol 1 ppm 00G
Tiabendazol 100 ppm 82.7 BC Tebuconazol 1 ppm 00G
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Ingrediente [1 ppm] [10 ppm] [100 ppm] [1000 ppm]
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Figura 30. Crecimiento micelial del aislado H4Ais2 a los ocho dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10,
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.

100 y 1000 ppm de



H5Ais1. Presentd inhibicion del crecimiento micelial del 94-100% en dosis a partir de
10 ppm de tebuconazol, 100 ppm de propiconazol y 1000 ppm de tiabendazol, siendo
estadisticamente iguales (P= 0.05) (Cuadro 17). En la Figura 31 se observa la
inhibicion del crecimiento micelial de H5AIs1 a los 12 dias de la siembra de las cajas
Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubri6 la superficie
de la caja.

Cuadro 17. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial de H5AIs1 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento Inhibicién (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm  80.6 EFG
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 100 ppm 77.2 FG
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 73.7 GH
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 68.0 H
Tebuconazol 10 ppm 95.0 AB Tiabendazol 10 ppm 66.4 H
Tiabendazol 1000 ppm 94.5 ABC Propiconazol 1 ppm 57.31
Propiconazol 10 ppm 90.8 BCD Tiabendazol 1 ppm 46.8 J
Hymexazol 1000 ppm 89.3 BCD Hymexazol 100 ppm 28.2 K
Tiofanato metilico 1000 ppm  87.1 CDE Hymexazol 1 ppm 279K
Tiofanato metilico 100 ppm 84.3 DEF Hymexazol 10 ppm 18.8 L
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Figura 31. Crecimiento micelial del aislado H5Ais1 a los 12 dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H5Ais2. Presento inhibicidn del crecimiento micelial del 100% en dosis de 100 y 1000

ppm de propiconazol, tiabendazol y tebuconazol, siendo estadisticamente iguales (P=

0.05) (Cuadro 18). Por otro lado, los tratamientos de 1, 10 y 100 ppm de hymexazol no

presentaron inhibicion del crecimiento del patdgeno. En la Figura 32 se observa la

inhibicion del crecimiento micelial de H5Ais2 a los cinco dias de la siembra de las cajas

Petri, en este tiempo el crecimiento micelial del tratamiento testigo cubrio la superficie

de la caja.

Cuadro 18. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H5AIs2 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes

indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento

Inhibicion (%) Tratamiento

Inhibicién (%)

Propiconazol 100 ppm
Propiconazol 1000 ppm
Tiabendazol 100 ppm
Tiabendazol 1000 ppm
Tebuconazol 100 ppm
Tebuconazol 1000 ppm
Tebuconazol 10 ppm
Propiconazol 10 ppm
Hymexazol 1000 ppm
Tiofanato metilico 1000 ppm

100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
100.0 A
89.6 B
86.8 B
86.1 B
75.0C

Tiofanato metilico 100 ppm
Tebuconazol 1 ppm
Propiconazol 1 ppm
Tiofanato metilico 10 ppm
Tiabendazol 10 ppm
Tiofanato metilico 1 ppm
Tiabendazol 1 ppm
Hymexazol 1 ppm
Hymexazol 10 ppm
Hymexazol 100 ppm

71.0CD
64.6 DE
595 E
58.2 E
429 F
16.0G
956G
0.0H
0.0H
0.0H
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Figura 32. Crecimiento micelial del aislado H5Ais2 a los cinco dias de exposicién a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.




4.6.2. Familia Pleurostomataceae

4.6.2.1 Aislados de Pleurostoma spp.

De acuerdo con los resultados de la identificacion molecular, estos aislados
pertenecen a Pleurostoma richardsiae. En los aislados de este género (H2Aisl y
H4Ais3) el andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
mostro diferencias altamente significativas (P= 0.001) (Anexo 4), ademas se observo
gue a mayor concentracion de ingrediente activo la inhibicién del crecimiento micelial

fue mayor.

H2Ais1. Presento inhibicion del 90-100% en dosis a partir de 10 ppm de propiconazol,
tiofanato metilico, tiabendazol y tebuconazol, siendo estadisticamente iguales (P=
0.05) (Cuadro 19). Por otro lado, los tratamientos de 1 y 10 ppm de hymexazol no
presentaron inhibicion del crecimiento micelial del patégeno, sin embargo, presentaron
crecimiento mayor con respecto al testigo (O ppm). En la Figura 33 se observa la
inhibicion del crecimiento micelial de H2Ais1 a los 18 dias de la siembra de las cajas

Petri, en este tiempo se detuvo el crecimiento micelial del tratamiento testigo.

Cuadro 19. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de H2Aisl por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicidn (%) Tratamiento Inhibicidn (%)

Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tebuconazol 10 ppm 93.4 AB
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Propiconazol 10 ppm 90.0 AB
Tiabendazol 10 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 68.8 BC
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A Propiconazol 1 ppm 50.2C
Tiabendazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 1 ppm 53.1C
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Hymexazol 1000 ppm 25.3D
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm 5.4 DE
Tiofanato metilico 10 ppm 100.0 A Hymexazol 100 ppm 1.3 DE
Tiofanato metilico 100 ppm 100.0 A Hymexazol 10 ppm -5.2E
Tiofanato metilico 1000 ppm 100.0 A Hymexazol 1 ppm -345F
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Figura 33. Crecimiento micelial del aislado H2Ais1 a los 18 dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.



H4Ais3. Presento inhibicion de 87-100% en dosis a partir de 10 ppm de tebuconazol,
tiofanato metilico y tiabendazol y 100 ppm de propiconazol siendo estadisticamente
iguales (P=0.05) (Cuadro 20). Los tratamientos de 1 ppm de tebuconazol y tiabendazol
y 1, 10, 100 y 1000 ppm de hymexazol no presentaron inhibicion del crecimiento
micelial del patégeno, sin embargo, presentaron crecimiento mayor con respecto al
testigo. En la Figura 34 se observa la inhibicion del crecimiento micelial de H4Ais3 a
los 18 dias de la siembra de las cajas Petri, en este tiempo se detuvo el crecimiento
micelial del testigo.

Cuadro 20. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial de H4Ais3 por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento Inhibicién (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tebuconazol 10 ppm 87.0 AB
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Propiconazol 10 ppm 70.2 BC
Tiabendazol 10 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 1 ppm 49.3 CD
Tiabendazol 100 ppm 100.0 A Propiconazol 1 ppm 29.0D
Tiabendazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 1 ppm -05E
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Hymexazol 1000 ppm -4.7 EF
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiabendazol 1 ppm -10.8 EF
Tiofanato metilico 10 ppm 100.0 A Hymexazol 100 ppm -29.1F
Tiofanato metilico 100 ppm 100.0 A Hymexazol 1 ppm 579G
Tiofanato metilico 1000 ppm  100.0 A Hymexazol 10 ppm -63.0 G
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Figura 34. Crecimiento micelial del aislado H4Ais3 a los 18 dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol.




4.6.3. Sensibilidad in vitro de aislados de la familia Glomerellaceae.

H3Ais1: De acuerdo con los resultados de la identificacion molecular, este aislado
pertenece a Colletotrichum siamense. EIl analisis de varianza del porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial mostré diferencias altamente significativas (P=
0.001) entre los tratamientos (Anexo 5). Este aislado present6 inhibicion del 86-100%
en dosis a partir de 10 ppm de propiconazol, 100 ppm de tebuconazol y 1000 ppm de
tiofanato metilico, tiabendazol e hymexazol siendo estadisticamente iguales (P= 0.05)
(Cuadro 21). En la Figura 35 se observa la inhibicién del crecimiento micelial de H3Ais1
a los 10 dias de la siembra de las cajas Petri, en este tiempo el crecimiento micelial
del tratamiento testigo cubrio la superficie de la caja.

Cuadro 21. Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial de H3Aisl por efecto de cinco fungicidas a cinco dosis. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P= 0.05).

Tratamiento Inhibicidn (%) Tratamiento Inhibicidn (%)
Propiconazol 100 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 100 ppm 77.9 BC
Propiconazol 1000 ppm 100.0 A Tebuconazol 10 ppm 72.7 CD
Tebuconazol 100 ppm 100.0 A Tiabendazol 1 ppm 58.6 DE
Tebuconazol 1000 ppm 100.0 A Tiofanato metilico 10 ppm 55.7 E
Hymexazol 1000 ppm 89.8 AB Tiofanato metilico 1 ppm  48.4 E
Tiofanato metilico 1000 ppm 89.8 AB Propiconazol 1 ppm 45.1E
Tiabendazol 1000 ppm 87.4 ABC Tebuconazol 1 ppm 254 F
Propiconazol 10 ppm 86.3 ABC Hymexazol 100 ppm 6.3G
Tiabendazol 100 ppm 79.6 BC Hymexazol 1 ppm 0.0G
Tiabendazol 10 ppm 78.2 BC Hymexazol 10 ppm 0.0G
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Figura 35. Crecimiento micelial del aislado H3Ais1 a los 10 dias de exposicion a dosis de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de
tiabendazol, tiofanato metilico, hymexazol, tebuconazol y propiconazol



4.7. Porcentajes de inhibiciéon y determinacién de ECso

La ECso para cada uno de los aislados con respecto a los tratamientos se muestran en
el Cuadro 22. Para los aislados de Lasiodiplodia (posibles especies: L. theobromae, L.
citricola o L. parva) y Botryosphaeria dothidea se obtuvo el mayor porcentaje de
inhibiciéon con los fungicidas tiabendazol, tebuconazol y propiconazol (90-100%) a
dosis a partir de 100 ppm e hymexazol 1000 ppm (86-97%). Los demas tratamientos
presentaron porcentajes de inhibicion inferiores. La ECso para estos aislados se
encontraron entre los rangos: 1.21-11.71 pg/mL (tiabendazol), 0.002-13.47 pg/mL
(tiofanato metilico), 31.42-831.70 ug/mL (hymexazol), 0.12-8.19 ug/mL (tebuconazol)
y 0.16-8.35 pg/mL (propiconazol).

Pleurostoma richardsiae presentd los porcentajes de inhibicibn mas altos con
tiabendazol, tiofanato metilico y tebuconazol (90-100%) a dosis a partir de 10 ppm, por
otro lado, se obtuvieron porcentajes de inhibicion del 0-25% en todas las dosis de
hymexazol. La ECso para estos aislados se encontraron entre los rangos: 0.99-4.90
pg/mL (tiabendazol), 0.9-1 pg/mL (tiofanato metilico), 1875-6650 pug/mL (hymexazol),
3.30-3.90 pg/mL (tebuconazol) y 0.63-3.11 pg/mL (propiconazol).

Rolshausen y colaboradores (2010) mencionan que el producto Topsin M (i.a. tiofanato
metilico) utilizado al 1% fue en general el producto mas eficaz en la inhibicién de nueve
hongos entre los que se encontraron Pleurostomophora richardsiae (sinénimo
homotipico de Pleurostoma richardsiae), Lasiodiplodia theobromae, Diplodia seriata,

Botryosphaeria dothidea y Dothiorella viticola.
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Colletotrichum siamense presentd los porcentajes de inhibicion mas altos con
tebuconazol y propiconazol a 100 ppm y 1000 ppm de tiabendazol, hymexazol y
tiofanato metilico (87-100%). La ECso para este aislado fue: 0.14 pg/mL (tiabendazol),
2.05 pg/mL (tiofanato metilico), 358.10 pug/mL (hymexazol), 3.30 pug/mL (tebuconazol)
y 1.25 pg/mL (propiconazol).

En 2012, Salazar y colaboradores mencionan que 25 aislados pertenecientes al
género Colletotrichum fueron sensibles a tiabendazol con valores promedio de ECso
menores a 0.55 pg/mL lo cual coincide con los resultados obtenidos. Por otro lado,
Wong y Midland (2007) obtuvieron valores de ECso para propiconazol de 0.053-0.35
pug/mL y de tebuconazol 0.015-0.57 pg/mL, estos resultados reportados difieren con

los resultados obtenidos es esta investigacion.
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Cuadro 22. Valores ECso de los aislados sometidos a pruebas de sensibilidad in vitro
a cinco fungicidas.

Especies Aislado Fungicida EC50 (ug/mL)  Error estandar
Lasiodiplodia H1Aisl Tiabendazol 1.53 0.007
(L. citricola, Tiofanato metilico 0.002 0.69
L. parva o Hymexazol 158.7 3.87
L. theobromae) Tebuconazol 0.31 0.23

Propiconazol 0.16 1.47
Botryosphaeria H1Ais2 Tiabendazol 1.54 6.33
dothidea Tiofanato metilico 2.63 4.07
Hymexazol 87.5 4.31
Tebuconazol 0.86 1.01
Propiconazol 0.52 0.85
Botryosphaeria H3Ais2 Tiabendazol 10.06 5.20E-005
dothidea Tiofanato metilico 0.16 0.84
Hymexazol 712 9.64E-010
Tebuconazol 0.92 0.59
Propiconazol 7.65 1.87E-006
Botryosphaeria H3Ais3B Tiabendazol 8.25 2.55
dothidea Tiofanato metilico 1.78 7.68
Hymexazol 831.7 7.07E-006
Tebuconazol 0.89 1.18
Propiconazol 7.76 1.33E-007
Botryosphaeria H3Ais3N Tiabendazol 7.93 12.36
dothidea Tiofanato metilico 0.02 6.11
Hymexazol 48.31 1.79
Tebuconazol 0.84 1.81E-010
Propiconazol 1.21 0.002
Botryosphaeria H3Ais4 Tiabendazol 1.21 3.45
dothidea Tiofanato metilico 0.04 3.84
Hymexazol 31.42 2.19
Tebuconazol 0.89 7.07E-006
Propiconazol 0.84 0.95
Botryosphaeria H3Ais5 Tiabendazol 3.22 9.27
dothidea Tiofanato metilico 1.53 2.92
Hymexazol 252.4 0.17
Tebuconazol 0.95 7.07E-007
Propiconazol 0.68 0.39
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Cuadro 22. Continuacion...

Especies Aislado Fungicida EC50 (ug/mL)  Error estandar
Botryosphaeria H4Ais1  Tiabendazol 2.61 1.05
dothidea Tiofanato metilico 0.37 6.98
Hymexazol 134.8 7.78
Tebuconazol 0.12 0.85
Propiconazol 0.74 1.25
Botryosphaeria H4Ais2  Tiabendazol 9.94 6.98
dothidea Tiofanato metilico 3.66 13.11
Hymexazol 252.4 0.29
Tebuconazol 8.19 7.066E-005
Propiconazol 8.35 7.066E-006
Botryosphaeria H5Ais1  Tiabendazol 1.53 3.96
dothidea Tiofanato metilico 0.01 2.70
Hymexazol 154.3 22.08
Tebuconazol 0.30 0.51
Propiconazol 0.72 0.93
Botryosphaeria H5Ais2  Tiabendazol 11.71 5.74
dothidea Tiofanato metilico 13.47 12.79
Hymexazol 812.5 1.14E-015
Tebuconazol 0.44 1.54
Propiconazol 0.59 2.07
Pleurostoma H2Ais1  Tiabendazol 0.99 4.99E-010
richardsiae Tiofanato metilico 0.9 1.51E-012
Hymexazol 6650 0.65
Tebuconazol 3.3 0.02
Propiconazol 0.63 1.28
Pleurostoma H4Ais3  Tiabendazol 4.9 1.70E-014
richardsiae Tiofanato metilico 1.00 1.50E-010
Hymexazol 1875 7.06E-007
Tebuconazol 3.94 0.099
Propiconazol 3.11 4.18
Colletotrichum H3Ais1 Tiabendazol 0.14 4.58
siamense Tiofanato metilico 2.05 5.38
Hymexazol 358.1 0.036
Tebuconazol 3.3 2.96
Propiconazol 1.25 1.37
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5. CONCLUSIONES

Se aislaron 14 hongos provenientes de arboles con sintomas de muerte regresiva del
municipio de Sabinas Hidalgo, Nuevo Ledn.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad realizadas a todos los aislados
obtenidos estableci6 su relacion con la muerte regresiva de los arboles de aguacate
muestreados.

La caracterizacion morfolégica y molecular de los hongos aislados asocia a
Lasiodiplodia (posibles especies: L. citricola, L. parva o L. theobromae) vy
Botryosphaeria dothidea, pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae como los
agentes causales de la muerte regresiva de arboles de aguacate. Ademas, se asocian
las especies Pleurostoma richardsiae y Colletotrichum siamense como agentes
causales de la muerte regresiva de arboles de aguacate en Sabinas Hidalgo, Nuevo
Ledn.

Dosis a partir de 1 ppm de tiofanato metilico y 10 ppm de propiconazol, tiabendazol y
tebuconazol son efectivas para la inhibicion del 92-100% de Lasiodiplodia (posibles
especies: L. citricola, L. parva o L. theobromae).

Dosis a partir de 10 ppm de propiconazol, 100 ppm de tebuconazol y tiabendazol y
1000 ppm de hymexazol son efectivas para la inhibicion del 87-100% de

Botryosphaeria dothidea.
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Dosis a partir de 10 ppm de tiofanato metilico, tebuconazol y tiabendazol y 100 ppm
de propiconazol son efectivas para la inhibicion del 87-100% de Pleurostoma
richardsiae.

Dosis a partir de 10 ppm de propiconazol, 100 ppm de tebuconazol y 1000 ppm de
tiofanato metilico, hymexazol y tiabendazol son efectivas para la inhibicion de
Colletotrichum siamense.

Se continua con la realizacion de los analisis filogenéticos para determinar o corroborar
la especie para cada uno de los aislados obtenidos.

Se recomienda la realizacion de las pruebas de sensibilidad in vivo de los aislados a

los fungicidas de diferentes grupos quimicos utilizados en esta investigacion.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Buffer de extraccion de ADN.

Componente 50 mL
1MTris-HCIpH8 25 mL
5 M NaCl 15 mL
05 MEDTApH8 2mL
SDS 29

PVP (MW:40000) 1.5¢
B-mercaptoetanol 0.5 mL

Anexo 2. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de
Lasiodiplodia spp. (posibles especies: L. citricola, L. parva o L. theobromae).

Fv Gl SC CM Fc Sig
Tratamientos 24 142012 5917 926 <2e-16***
Error 50 320 6
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Anexo 3. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de

Botryosphaeria dothidea.

Aislado FV Gl SC CM Fc Sig

H1Ais2 Tratamientos 24 117486 4895 496.4 <2e-16***
Error 50 493 10

H3Ais2 Tratamientos 24 137739 5739 512.3 <2e-16***
Error 50 560 11

H3Ais3B Tratamientos 24 138067 5753 1318 <2e-16***
Error 50 218 4

H3AiIs3N Tratamientos 24 118585 4941 680 <2e-16***
Error 50 363 7

H3Ais4 Tratamientos 24 115740 4826 1484 <2e-16***
Error 50 162 3

H3Ais5 Tratamientos 24 122902 5121 837.8 <2e-16***
Error 50 306 6

H4Ais1 Tratamientos 24 115365 4807 213.9 <2e-16***
Error 50 1124 22

H4Ais2 Tratamientos 24 137989 5750 583.2 <2e-16***
Error 50 493 10

H5Ais1 Tratamientos 24 104653 4361 694.6 <2e-16***
Error 50 314 6

H5AiIs2 Tratamientos 24 130544 5439 897 <2e-16***
Error 50 303 6
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Anexo 4. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de

Pleurostoma richardsiae.

Aislado FV gl SC CM Fc Sig
H2Ais1 Tratamientos 24 168310 7013 101.7 <2e-16***
Error 50 3447 69
H4Ais3 Tratamientos 24 234961 9790 127.8 <2e-16***
Error 50 3829 77

Anexo 5. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de

Colletotrichum siamense.

Aislado FV gl SC CM Fc Sig
H3Ais1 Tratamientos 24 116676 4861 215.6 <2e-16***
Error 50 1127 23
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