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RESUMEN: La tristeza del aguacate
(Persea  americana Mill.), es una
enfermedad causada por un complejo de
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hongos que habitan de forma natural en el
suelo, los cuales atacan la raiz y cuello de
la planta causando un marchitamiento de
la misma, ademas de un bajo rendimiento
y baja calidad del fruto. Esta enfermedad
se disemina con rapidez causando un dafio
econdmico a los productores. El objetivo de
este estudio fue identificar los principales
hongos asociados a la tristeza del aguacate
y su capacidad antagénica. Se realizaron
muestreos dirigidos en plantas con
sintoma de tristeza en huertos con manejo
convencional y organico, en distintos
municipios productores en el estado de
Michoacan. Se aislaron, purificaron e
identificaron los hongos presentes en
las raices muestreadas. Como resultado
se obtuvieron 32 aislamientos, de los
cuales resultaron mas frecuente Fusarium
sp., Phytophthora sp., Trichoderma sp.,
Verticillium sp. y Rhizoctonia sp., se
realizaron bioensayos de antagonismo
in vitro para determinar su capacidad
antagbnica. La sepa de Trichoderma sp.
obtuvo mayor capacidad antagoénica en las
confrontaciones impidiendo el crecimiento
de los patdégenos. Los resultados muestran
que en los huertos organicos hay mas
interaccion de organismos en la raiz-
suelo en un total de 24 organismos de los
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cuales son mas comunes Phytophthora sp. Fusarium sp. Verticillium sp. Rhizoctonia sp. y
Trichoderma sp. a diferencia del manejo convencional que solo se encontraron 8 organismo
de los cuales son mas comunes fureron Phytophthora sp. y Fusarium sp. Siendo mas severo
y notorio el sintoma de tristeza del aguacatero.

PALABRAS CLAVE: Persea americana, raiz, Trichoderma sp, patdgenos.

IN VITRO ANTAGONISM TESTS WITH ASSOCIATED FUNGI WITH THE
WILTING SYMPTOM IN AVOCADO INORGANIC AND CONVENTIONAL
ORCHARDS IN MICHOACAN

ABSTRACT: La tristeza del aguacate (Persea americana Mill.) is a disease caused by a
complex of fungi naturally in the soil, which attack the root and neck of the plant, causing
it to wilt, in addition to low yield and low fruit quality. This disease spreads rapidly causing
economic damage to producers. The objective of this study was to identify the main fungi
associated with tristeza del aguacate and their antagonistic capacity. Directed sampling was
carried out on plants with symptoms of tristeza in orchards with conventional and organic
management, in Michoacan. The fungi present in the sampled roots were isolated, purified
and identified. As a result, 32 isolates were obtained, of which Fusarium sp., Phytophthora
sp., Trichoderma sp., Verticillium sp. and Rhizoctonia sp., in vitro antagonism bioassays were
performed to determine their antagonistic capacity. The know of Trichoderma sp. It obtained
greater antagonistic capacity in confrontations, preventing the growth of pathogens. The
results show that in organic orchards there is more interaction of organisms in the root-soil in
a total of 24 organisms of which Phytophthora sp. Fusarium sp. Verticillium sp. Rhizoctonia
sp. and Trichoderma sp. Unlike conventional management, only 8 organisms were found, of
which the most common were Phytophthora sp. and Fusarium sp. Being more severe and
notorious the symptom of sadness of the avocado tree.

KEYWORDS: Persea americana,root, Trichoderma sp, pathogens.

INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) actualmente se cultiva en 70 paises, México
ocupa el primer lugar en plantacion comercial con 224,422 hectareas y una produccion de
2,393,849 Toneladas (FAOSTAT, 2020).

El aguacate mexicano es uno de los productos mas exitosos de la exportacion
agroalimentaria nacional, por lo que México es el principal proveedor de este alimento
en el mercado internacional con una participacion de 45% del valor de las exportaciones
mundiales (Sagarpa, 2018).

Sin embargo, el incremento de enfermedades causadas por un gran numero de
hongos fitopatdbgenos resulta ser una gran limitante para este cultivo, lo que obliga a los
agricultores a aplicar grandes cantidades de agroquimicos durante décadas.

Los hongos fitopatégenos del suelo los encontramos ocasionando dafios en todos
los suelos de los ecosistemas y agroecosistemas del mundo. Algunos géneros y especies
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presentan una gran capacidad de adaptacion y se encuentran ampliamente distribuidos,
mientras que otros presentan caracteristicas de adaptacion mas limitadas o bien son
sumamente especializados, lo cual restringe su distribucion (Gil-Martinez et al., 2021).

La rizésfera esta compuesta principalmente de microorganismos no patégenos. La
gran densidad y el aumento de las interacciones microbianas, dafinas y benéficas, pueden
ser especialmente importantes para los patdgenos del suelo, ya que los organismos
productores de enfermedades deben penetrar la rizosfera para iniciar la infeccion. Las
interacciones biolégicas pueden conducir a la eliminacién o supresion del patégeno o, bajo
ciertas condiciones, pueden ser benéficas. Las excreciones radiculares y tejidos muertos
afectan, por si mismo, directa o indirectamente al patégeno por los cambios originados en
la flora saprofita (Gil-Martinez et al., 2021).

La Tristeza del Aguacate es la enfermedad mas importante y destructiva de este
cultivo en el mundo, ataca arboles de todas las edades, incluyendo los de vivero, destruye
las raicillas delgadas provocando la muerte del arbol (Morales, 2013). Los sintomas similares
generados por los diferentes agentes causales y la carencia de un diagnéstico preciso, han
generado préacticas inadecuadas de manejo, encaminados solo al control de Phytophthora
cinnamomi Rans, como Unico agente causal (Morales, 2011). El efecto del mal manejo de la
marchitez ha ocasionado pérdidas cuantiosas; resultando en el decaimiento y muerte de los
arboles en meses o pocos afios, después de la siembra (Ciro et al., 2006; Tamayo, 2007;
Aproare Sat, 2009; Duque, 2011; Vasquez et al., 2011).

Esta enfermedad se caracteriza por que las hojas muestran una tendencia a arrugarse
como si les faltara agua, con una defoliacion del arbol, los brotes no crecen normalmente
las hojas recién formadas son pequefias y de color amarillo, en la fructificacion los frutos
son abundantes pero pequefios y de mala calidad, las ramas mueren de la punta hacia la
base, las raices secundarias de los arboles afectados se ennegrecen volviéndose de una
consistencia quebradiza (Morales, 2013).

En la zona radical se observa la ausencia de raicillas y las raices mas viejas y
gruesas desarrollan en su interior manchas de color castafio-rojizo cuando el arbol presenta
un estado avanzado de la enfermedad. Cuando la enfermedad se detecta en sus inicios
Unicamente se observa que las raices absorbentes se tornan de un color oscuro, se vuelven
quebradizas y finalmente mueren. Los sintomas mencionados anteriormente se detectan
facilmente en época de lluvias (Morales, 2011).

La Tristeza del Aguacate es un problema fitosanitario grave, en el estado de
Michoacan ocasiona dafos en plantaciones del 8 al 15%, afectando econémicamente a
productores (Morales, 2013).

Dada la importancia de esta enfermedad y control inadecuado, el objetivo de
esta investigacion fue aislar e identificar los principales hongos asociados a la tristeza
del aguacate y evaluar la capacidad antagonica “in vitro” de los organismos asociados al
sintoma de tristeza.

Ciencias agrarias: Estudios sistematicos e investigacion avanzada 3 Capitulo 7

103



MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras

La colecta de muestras de tejido se realiz6 en huertos con manejo convencional y
manejo organico en los municipios de San juan nuevo, Tingambato, Periban y Uruapan,
realizando un muestreo dirigido a arboles con sintoma de tristeza en diferentes puntos de
los huertos, se colectaron muestras de 10 arboles de cada huerto. Las raices presentaban
un color rojizo-café, blanquecinas y de aspecto quebradizo. Las muestras se tomaron en
el area de goteo, que es donde se presenta una mayor interaccion microbiana y flujo de
raices a una profundidad de 40 cm. Se extrajeron trozos de raiz de aproximadamente 3
a 4 cm de grosor, se depositaron en bolsas de papel nuevas, etiquetadas y almacenadas
temporalmente en una hielera hasta la llegada al laboratorio de fitopatologia para su
posterior procesamiento. Al tomar la muestra de cada arbol se procedi6é a desinfectar la
pala con alcohol al 96 %.

Aislamiento de los microorganismos

Para el aislamiento de los organismos se tomaron fragmentos de las raices
colectadas se lavaron con agua del grifo y jabon para eliminar restos de tierra, hojas y
organismos macroscopicos, se cortaron las raices en secciones de 4x4 mm con una navaja
de bisturi. Para la desinfestacion se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio
al 2 %, con una duraciéon de 60 segundos con agitacion constante, después se enjugaron
tres veces con agua destilada estéril durante 45 segundos, se colocaron en toallas de papel
estéril para quitar el exceso de humedad. Se sembraron cinco fragmentos de tejido en cajas
Petri con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar, Bioxon®) de manera equidistante
en los puntos cardinales norte, sur, este, oeste y centro, posteriormente se sellaron con
parafilm para evitar la contaminacién por organismos no deseados, se almacenaron en una
camara bioclimatica a una temperatura de 28°C en la oscuridad y 80% de humedad relativa
durante 72 horas.

Purificacion y multiplicacién

Con la finalidad de realizar la caracterizacidbn morfologica e identificacién de los
diferentes aislados obtenidos, se tomo de cada caja Petri, los aislamientos que presentaban
diferencias entre si y se transfirieron a medio de cultivo PDA. La técnica de purificacion fue
por punta de hifa por duplicado, se colocé en el centro de la caja Petri, fueron selladas con
Kleen-Pack y se incubaron a 28°C en camara bioclimatica.

Identificaciéon de los microrganismos

Unavezobtenido el crecimiento micelial del material vegetativo enfermo se prepararon
montajes en porta objetos, posteriormente, se identificaron mediante caracteristicas
morfoldgicas utilizando claves taxondmicas de acuerdo con Barnett y Hunter (2006); Se
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identificaron distintos organismos presentes en las muestras, observando sus estructuras
de reproduccion y micelio, de los cuales resultaron mas frecuente los géneros Fusarium,
Phytophthora, Trichoderma y Verticillium.

Pruebas de antagonismo

Para las confrontaciones de las cepas de hongos se tomaron las méas frecuentes
que fueron: Fusarium spp. Phytophthora sp. Verticillium sp. Cilindrocarpon sp. Rhizoctonia
sp.y Trichoderma sp. Los cuales son patégenos que causan enfermedades a excepcion del
genero Trichoderma que es un hongo considerado antagonista de fitopatégenos.

Las pruebas se realizaron en confrontacion 1:4 combinando las cepas al azar, con
el fin de elegir aquellos que mostraran actividad antagénica. Se colocaron discos de 0.5
cm de cada uno de los hongos a ensayar, en los puntos cardinales norte, sur, este, oeste y
centro en cajas Petri con medio de cultivo PDA, se incubaron en camara bioclimatica donde
crecieron los aislamientos a 28° C en obscuridad total.

Toma de datos

Parala evaluacion de los datos obtenidos de las pruebas de diferentes combinaciones
de hongos, se midi6 el diametro de crecimiento del micelio de la colonia cada 24 h durante
12 dias, se obtuvo el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) con la férmula
propuesta por Ezziyyani et al. (2004) PICR= (R1-R2)/R1X100, donde R1 es el radio mayor
(radio del patdégeno testigo) R2 es el radio menor (radio del patdgeno en enfrentamiento
con el antagonista).

Analisis estadistico

Para determinar la capacidad antagénica de los diferentes aislamientos de hongos
se aplico un disefio experimental completamente al azar, con ocho tratamientos, tres
repeticiones y un testigo absoluto. Se realiz6é un analisis estadistico (ANOVA) y comparacion
de medias de Tukey, con un nivel de significancia de (P<0.05), utilizando el programa (SAS
OnDemand for Academics).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificaciéon morfoldgica

Se obtuvieron 32 especies diferentes asociadas al sintoma de las tristeza del
aguacate, de las cuales las mas frecuentes fueron Fusarium spp. Phytophthora sp.
Verticillium sp. Cilindrocarpon sp. Rhizoctonia sp. y Trichoderma sp (Cuadro 1).

Ciencias agrarias: Estudios sistematicos e investigacion avanzada 3 Capitulo 7

105



ESPECIES

MUNICIPIO HUERTOS ORGANICOS HUERTOS CONVENCIONALES

Trichoderma sp.
Phytophthora sp.
Uruapan Fusarium sp. |,
Fusarium sp. 1,
Fusarium sp. lll,
Fusarium sp. IV
Verticillium sp.
Rhizoctonia sp.

Periban de Ramos Fusarium sp. |
Fusarium sp. 1l
Trichoderma sp.
Phytophthora sp.
Cylidrocarpon sp.
San Juan Nuevo Trichoderma sp.
Fusarium sp. Fusarium sp.
Fusarium sp. 1l
Phytophthora sp.
Tingambato Fusarium sp. Fusarium sp.
Verticillium sp. Fusarium sp. |l

Verticillium sp.

Cuadro 1. Especies aisladas en los diferentes municipios muestreados.

Fusarium sp. fue el hongo que se aisl6 con mayor frecuencia representando el 56.7%
de los aislamientos, esta especie se presenté en la mayoria de los arboles muestreados
concordando con Carranza y Morales (2015) quienes realizaron muestreos en la franja
aguacatera en el estado de Michoacan México, y en el total de sus aislamientos reporta que
el género Fusarium fue el que present6 el porcentaje mas alto de incidencia, reportando
las especies F. oxysporum, F. solani, F. moniliforme, F. sporotrichioides, F. sanbucinum, F.

tabacinum.

Fusarium spp

El género Fusarium desarrollo colonias de color purpura, naranja, amarrillo,
rojo, blanco- grisaceo y su crecimiento de aspecto algodonoso. Presento abundantes
microconidios unicelulares, ovoides con 2 a 3 septos, macroconidios cilindricos rectos y
curvados, la célula basal es redondeada, los conidi6foros formando monofialides cortas y
largas, desarrollaron clamidosporas generalmente solas o en pares.

Phytophthora sp
Las cepas aisladas de este género presentaron crecimiento caracteristico arrosetado
o en forma de camelia muy similar al tipo de crecimiento de P. cinnamomi. Los aislados

obtenidos de este fitopatégeno presentaron micelio cenocitico con hinchamientos en las

hifas, present6é abundante formacion y germinacion de clamidosporas con caracteristica
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tipica con pared gruesa. Las diferentes cepas de este oomiceto variaron en tasa de
crecimiento y con base en las estructuras morfolégicas se coincidié ampliamente con lo
reportado por Cedefio et al. (2021)

Verticillium sp

Se caracteriz6 por presentar crecimiento algodonoso de elevacion media, con
coloracion inicial café, que conforme pasaba el tiempo se tornaba a café claro y halos
concéntricos de color café. A nivel microscopico se detectd conididéforos ramificados en
angulos agudos y de forma verticilada, con conidios unicelulares redondeados. Estas
caracteristicas son propias del género Verticillium. Estos resultados corresponden a lo
descrito por Castafio (2015) en la descripcion de especies de Verticillium sp. atacando
diversos cultivos de importancia econémica.

Rhizoctonia sp

La cepa de Rhizoctonia sp. presento micelio aéreo caracteristico que se tornd
de pigmentacion marron, en medio de cultivo PDA, formo micelio hialino septado, con
ramificaciones desarrolladas en angulo de 90° entre la hifa principal. Los didmetros de las
hifas se presentaron de 4.1 a 8.9 um, lo que corresponde con Barnett y Hunter (2006).

Cylindrocarpon sp

Se caracterizd por tener un crecimiento lento, de aspecto lanoso y frondoso, con
coloracion verde pardo hasta amarillo. Microscopicamente se caracteriz6 por tener esporas
rectilineas, cilindricas, rectas, de extremos redondeados, de gran tamafio, formadas sobre
conidiéforos ramificados en forma de arbol o coremio, clamidosporas formando cadenas, lo
que concuerda con Barnett y Hunter (2006).

Trichoderma sp

De acuerdo con los criterios de identificacién taxonémica de Barnett y Hunter
(2006), las especies del género Trichoderma se compararon con claves taxondémicas e
identificadas por sus caracteristicas morfologicas. Las especies de Trichoderma sp.,
presentaron colonias color verde claro a oscuro con textura polvosa a algodonosa, con
micelio septado, conidi6foro y conidios de color verde, mostraron diversas ramificaciones
en forma piramidal, en algunos casos se observa la formacion de dos a tres ramas laterales
y presentaron micelio aéreo.

Las esporas y fialides, estructuras caracteristicas corresponden a especies del
género Trichoderma, presentaron formas y tafamos caracteristicos de las especies de T.
harzianum, T. asperellumy T. viride correspondiente a lo reportado por diferentes autores
(Barnett y Hunter 2006; De Hoog, 2000; Romero-Arenas et al., 2017; Chaverri et al., 2015;
Jaklitsch et al., 2015).
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Pruebas de antagonismo

Trichoderma sp
En las pruebas de confrontacion de Trichoderma sp, con los tratamientos ensayados,
ningun tratamiento logro inhibir el crecimiento del micelio de este hongo (Figura 1).

Figura 1. Efecto del antagonismo de la cepa de Trichoderma sp. en confrontacion 1-4.

Phytophthora sp

En las confrontaciones de Phytophthora sp. contra todos los tratamientos ensayados,
se obtuvo que Trichoderma sp. y Verticillium sp. lograron el mayor PICR del 100% vy fue
estadisticamente significativo. En estudios realizados por Espino et al. (2017) se demostr6
efecto antagbnico de Trichoderma sp. contra Phytophthora sp. concordando con estos

resultados (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del antagonismo de la cepa de Phytophthora sp. en confrontacién 1:4.
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Fusarium spp

En las confrontaciones de Fusarium spp., el tratamiento con Trichoderma sp. logro
el mayor porcentaje de inhibicion de micelio con un PICR de 76.31% estadisticamente
significativo, mientras que el tratamiento de Cylindrocarpon sp. no inhibi6 el crecimiento de
micelio de este patogeno (Figura 3).

Los resultados no coinciden con los reportados por Espino et al, (2017), donde se
observaron efectos de inhibicion de Trichoderma sp. de solo el 24.60% contra Fusarium
moniliforme y una resistencia a la colonizacion (parasitismo) de la cepa de Trichoderma sp.

Fusarium spp.
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Figura 3. Efecto del antagonismo de la cepa de Fusarium spp.

Verticillium sp

En las confrontaciones de Verticillium sp, los tratamiento con Trichoderma sp,
Phytophthora sp. y Fusarium spp. obtuvieron el mayor PICR de 90.48%, 85% y 66%
respectivamente y fue estadisticamente significativo. Los resultados coinciden con lo
reportado por Martis (1998) que encontrd que diferentes cepas de Trichoderma sp., como
T. viride, T. koningii, T. harzianum y T. aureoviride, inhibieron el crecimiento micelial de
Verticillium dahliae debido a la produccién de metabolitos. Observando varios tipos de

interferencia de hifas (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del antagonismo de la cepa de Verticillium sp. en confrontacion 1:4.

Rhizoctonia sp

En las confrontaciones de Rhizoctonia sp, se obtuvo que los tratamientos de
Trichoderma sp., Phytophthora sp. y Fusarium spp. tuvieron un PICR similar y fue
estadisticamente significativo por sobre los demas tratamientos (Figura 5).

La inhibicion que presento Trichoderma sp. contra Rhizoctonia sp. concuerda con
lo reportado por Boracio (2012) quien encontrdé que en el cultivo de jitomate atacado por
Rhizoctonia sp., Trichoderma sp. logro inhibir el crecimiento de este patdgeno causante de

la marchitez en el cultivo de jitomate.
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Figura 5. Efecto del antagonismo de la cepa de Rhizoctonia sp. en confrontacion 1:4.
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Cylindrocarpon sp

En las confrontaciones con Cilindrocarpon sp. los tratamientos con Trichoderma sp.
y Phytophthora sp. obtuvieron el mayor PICR del 100% y fue estadisticamente significativo.
Lo que coincide con Riguelme (2006) que observo una inhibicion por parte Trichoderma

spp. contra Cylindrocarpon spp. en el cultivo de la vid (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del antagonismo de la cepa de Cylindrocarpon sp. en confrontacion 1:4.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 32 especies asociadas al sintoma de la tristeza del aguacate de
las cuales las mas frecuentes fueron Fusarium spp., Phytophthora sp., Trichoderma sp.,
Verticillium sp., Rhizoctonia sp.

El género Trichoderma obtuvo mayor capacidad antagonica en las confrontaciones,
teniendo una eficacia sobre los fitopatdgenos que causan la marchitez del aguacatero.

Las pruebas con este microrganismo antagonista han demostrado la existencia
de alternativas biologicas para el control de enfermedades de la raiz del aguacate en

condiciones de laboratorio.
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