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enfermedad se conoce como anillamiento de pedinculo, afecta principalmente a frutos
de la variedad “Hass”. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el agente
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etioldgico involucrado en el desarrollo de la enfermedad.
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Materiales y Métodos. Se realiz6 una colecta de frutos de aguacate con sintomas
_ caracteristicos del anillamiento: pedinculo de color café y coloracion rojiza a purpura
02 Octui?\f;g;; en el pericarpio, las colectas se realizaron en los municipios de Coatepec de Harinas,
Aceptado: | Donato Guerra y Malinalco Estado de México. En laboratorio se realizd el aislamiento
06 ﬁzg:lci%f’ de hongos en medio PDA. Se identificaron tres especies de hongos mediante analisis
24 Abril, 2025 | morfoldgico, y se confirm6 a nivel de ADN por PCR. Se realizaron pruebas de
patogenicidad de las tres especies identificadas individuales y en combinaciones. Las
variables evaluadas fueron incidencia, severidad, dias a manifestacion de sintomas y
Citat porcentaje de frutos con mesocarpio dafiado.
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manera independiente A. tenuissima, C. cladosporioides y E. nigrum gque en consorcios

Conclusién. Se demostré que A. tenuissima, C. cladosporioides y E. nigrum
inoculados independientemente y en consorcios replicaron los sintomas del
anillamiento: pedinculo en frutos de color café y coloracion rojiza a purpura en el
pericarpio y la momificacion de frutos
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INTRODUCCION

México es el mayor productor de aguacate (Persea americana) del mundo con un
volumen de 2 973 344.42 t en 2023 (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2025) y es lider en la produccion de este fruto desde 1961, pues en esa época
aportd 15 % de la produccion mundial de aguacate y 31 % en 2019 (Diaz, 2021). Los tres
principales estados productores de aguacate son Michoacén (1 831 622.33 t), Jalisco (256
002.36 t) y Estado de México (123 446.04 t) (SIAP, 2022). No obstante, este cultivo sufre
afecciones por un complejo de problemas fitopatoldgicos en todas sus etapas de
desarrollo, a medida que incrementa la superficie plantada. Entre los mas recientes se
reporta la caida de frutos, especialmente en la variedad ‘“Hass’’. Esta patologia se asocia
a la enfermedad denominada anillamiento de pedinculo, que se presenta en una alta
incidencia que va desde 5 hasta 100 % de caida de frutos, la cual ocasiona pérdidas
econémicas considerables al productor; a pesar de ello, es la variedad mas sembrada
(Valencia y Téliz, 2007); no es una enfermedad que se reporte a nivel mundial, pero para
el sector aguacatero de México es de suma importancia.

Los sintomas de esta patologia son: formacion de un anillo café alrededor del
peddnculo, aproximadamente a 1 cm de la base de este, lo que ocasiona una coloracion
rojiza a purpura en el pericarpio; momificacion de frutos, y finalmente su caida en los
diferentes estadios de desarrollo. Al realizar cortes longitudinales del fruto se observa
necrosis en la pulpa, asi como cavidades con crecimiento de micelio (Valencia y Téliz,
2007). La alta humedad relativa (80 %) y temperaturas superiores a 26 °C favorecen la
aparicion de la enfermedad, con mayores dafios durante las lluvias, principalmente entre
junio y julio. Por esta razén, se conoce como la caida de junio, época que coincide con el
desarrollo de frutos de la floracién invernal, cuando mas carga de frutos tienen los arboles
de aguacate (Pineda-Fonseca et al., 2006). Aunque, de acuerdo a Garcia (2023;
comunicacién personal), la caida de frutos puede llegar hasta 80 % en frutos joévenes
provenientes de la floracion loca; por eso, la caida de frutos por anillamiento de peddnculo
no esta limitada a una sola estacién del afio ni a una floracién en especifico (Ramirez-
Mendoza, 2023).

Pese a las altas pérdidas econdmicas que causa esta enfermedad, hoy continia con
etiologia de causa desconocida. Diversos autores la asocian a deficiencias nutrimentales
(Finazzo et al., 1994), estrés hidrico (Wolstenholme et al., 1998), competencia por
carbohidratos y hormonas (Salazar Garcia et al., 2005), asi como a bacterias y hongos
fitopatdgenos (Valencia y Téliz, 2007). Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue determinar la etiologia de anillamiento del pedinculo en frutos de aguacate var.
“Hass”, provenientes de tres municipios del Estado de México.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras. Se colectaron frutos de aguacate “Hass” dirigidos con sintomas
iniciales de anillamiento y sintomas en frutos. Se realizé la colecta en tres municipios del
Estado de México: Coatepec Harinas (18°57°03.43” Ny 99°47°45.72” O a 2 460 msnm),
Donato Guerra (19°18°43.18” N y 100°15°16.49” a 2 052 msnm) y Malinalco
(18°59°21.74” N y 99°28°48.03” O a 2 085 msnm). Para la colecta se selecciond una
huerta de ocho afios de la plantacion por municipio. Se cortaron 30 frutos por huerta por
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municipio en la Gltima semana de mayo y la primera de junio de 2021. Las muestras se
guardaron y transportaron en frio previamente etiquetadas hasta su procesamiento en el
laboratorio de Fitopatologia del Centro Universitario UAEMex Tenancingo ubicado en
las coordenadas (18° 58’ 06>” Ny 99° 36° 48”* O a 2065 msnm) en, Tenancingo, Estado
de México.

Aislamiento. El aislamiento de las colonias fangicas se realizd de acuerdo con la
metodologia propuesta por Trinidad-Angel et al. (2017). El pedunculo de cada fruto
colectado se cort6 en trozos de 0.5 cm aproximadamente, desinfestados en una solucion
de hipoclorito de sodio al 2 % durante un minuto, seguido de tres enjuagues continuos
con agua destilada estéril; con papel secante estéril se les retir6 el exceso de humedad.
Posteriormente, se sembraron cinco trozos de pedinculo en cada caja de Petri con medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA-BD Bioxon) (39 g L™). En total se sembraron 30
cajas de Petri por municipio, lo que permitié la conformacién de 450 siembras; los
aislados se mantuvieron en incubacién a 25 °C con revisiones cada 24 h. Cuando
aparecieron las colonias se hicieron transferencias con un fragmento del medio de cultivo
con crecimiento de puntas de hifa del hongo, este se sembrd nuevamente a cajas de Petri
con medio PDA y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de incubacion; finalmente,
se realizaron cultivos monosporicos a partir de colonias puras segun la metodologia de
Crous et al. (2009).

Identificacion morfolégica. De acuerdo con su crecimiento y caracteristicas, las colonias
procedentes de los cultivos monospoéricos se sembraron en medios especificos para su
esporulacion. Alternaria sp. se sembré en medio agar papa zanahoria (PCA) y se colocd
en cdmara de incubacion a temperatura de 25 + 2 °C, con un fotoperiodo de luz blanca de
17 Watts en periodos de 16 h luz y 8 h de oscuridad de 5 a 7 dias. Cladosporium sp. y
Epicoccum sp. se establecieron en placas de Petri con medio PDA, Cladosporium sp. no
requirié alguna condicién especial; sin embargo, a Epicoccum sp. se le proporciond luz
blanca continua de 17 W durante 12 dias, ambos se mantuvieron a + 25 °C. Para identificar
a nivel de género y especie se registro el crecimiento morfocultural: color, forma de
crecimiento de la colonia y micelio, esporulacién en medios y condiciones especificas.
También, se midieron el tamafio de los conidios, por cada género se tomaron 30 de ellos,
para medir el largo y ancho con ayuda de un micrémetro ocular bajo microscopio Axiostar
plus; del total de los conidios analizados se determiné el promedio. Se utilizaron claves
taxonémicas propuestas por Barnett y Huntter (1998) y claves especificas segun el
género, para Alternaria sp., las propuestas por Simmons (2006); para Epicoccum sp., las
de Aveskamp et al. (2010), y Cladosporium sp. las de Bensch et al. (2012).

Identificacion molecular. De cada uno de los hongos identificados de manera
morfoldgica, se usé una colonia para confirmar su identificacion mediante analisis
gendmico. EI ADN se extrajo siguiendo la metodologia del kit de extraccién comercial
E.Z.N.A. (Product Manual); es decir, se usaron cultivos monospéricos de siete dias de
crecimiento. Se verifico la presencia del fragmento de ADN mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2 %; la tincion se realizé con bromuro de etidio (5 mg L) y se
documentaron los geles en el fotodocumentador Gel Doc (Bio-Rad, USA). Se obtuvieron
secuencias de dos regiones amplificadas por PCR: la ITS (espaciador interno transcrito)
ITS4 18S-585 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS 5 5.8S-28S
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et al., 1990), las amplificaciones fueron
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de 566 pb para el hongo A. tenuissima, y para C. cladosporioides y E. nigrum de 528 pb
para cada uno; en la secuencia parcial del gen P-tubulina f-T2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) y B-T2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) se obtuvieron secuencias de 261 pb para A.
tenuissima, 347 pb para C. cladosporioides y E. nigrum con 302 pb. Se amplificaron
ambos genes bajo condiciones de PCR con ayuda de un termociclador profesional
estdndar (Biometra Alemania) en un volumen final de 25 pL que contenia Buffer a 1X,
MgClz 0.75 mM, DNTPs 0.2 mM, primers 10 uM, platinum Tag-DNA polimerasa 1
unidad y 80 ng de ADN. Los ciclos de amplificacion fueron los siguientes: un ciclo de 96
°C por 3 minutos, 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, un ciclo a 55 °C por 30 s, un ciclo a
72 °C por 45 s y un ciclo a 72 °C por 4 minutos.

Se secuenciaron los productos amplificados de cada uno de los hongos en ambas
direcciones (5'-3 'y 3-5") por el Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y
Tecnoldgica A. C. Las secuencias obtenidas se editaron con el programa BioEdit version
7.0.0. (Hall, 1999), alinedndolas con la base de datos GenBank del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, EE. UU.).

Pruebas de patogenicidad. Para el incremento del in6culo, se utilizaron colonias
monosporicas de los tres géneros en estudio. Cladosporium sp. se cultivé en medio PDA
por 10 dias, Epicoccum sp. en medio PDA por 20 dias, mientras que Alternaria sp. en
medio PCA por 13 dias. Todos bajo las condiciones especificas de luz y temperatura
anteriormente descritas.

Para obtener el in6culo (conidios) por género de los hongos, se agregd 10 mL de agua
destilada estéril a cada caja con crecimiento esporulado, y con el apoyo de una asa
micolodgica-bacterioldgica se realiz6 un raspado a las colonias para provocar el
desprendimiento de los conidios; este proceso se repitié sobre las colonias necesarias
hasta obtener indculo suficiente. La suspension se recuper6 con una micropipeta (Boeco®)
y se depositd en vasos de precipitado que estuvieron en agitacién durante un minuto. Con
ayuda de una camara de Neubauer (Marienfeld®) se contabilizd6 nimero de esporas bajo
microscopio compuesto (Carl Zeiss®). La determinacion de nimero de esporas se realizd
mediante la formula propuesta por Troya y Vaca (2014): C = Esporas contadas en los dos
campos/Superficie recontada mm? x Profundidad mm x Dilucion. Con los datos se
prepard una suspension de 1x10° conidios mL™, para las pruebas de patogenicidad in vitro
sobre frutos de aguacate.

Se colectaron frutos de aguacate var. “Hass” en una huerta comercial de Malinalco,
Estado de México. Se seleccionaron frutos con pedicelo de apariencia sana de tamafio
conocido coloquialmente como “huevo de paloma”; se almacenaron en frio y se
trasladaron al laboratorio para la prueba de patogenicidad. Los frutos se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 2 %, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril. Con
papel desecante estéril se elimind la humedad e inmediatamente, los pedicelos se
introdujeron en tubos de agua florales con ventosa de plastico (viales para arreglos
florales), los cuales contenian 10 mL de agua destilada estéril.

Los viales insertados con los pedlnculos y frutos se sujetaron sobre bases de domos
pasteleros rectangulares y con ayuda de agujas de diseccion desinfestadas se hicieron
heridas a los pedinculos. Se utiliz6 un atomizador de 2 oz para aplicar los tratamientos
(inoculacidn de los hongos) mediante aspersion. El proceso de inoculacién se llevé a cabo
bajo condiciones de asepsia en campana de flujo laminar. La temperatura y humedad
relativa se registraron dentro de un domo con un dataloger Hobo®.
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El disefio del experimento fue completamente al azar con siete tratamientos, que se
conformaron por la presencia de cada hongo de manera individual y en combinacidn entre
ellos: T1= (Alternaria tenuissima + Epicoccum nigrum + Cladosporium
cladosporioides), T2 = (A. tenuissima + E. nigrum), T3 = (A. tenuissima + C.
cladosporioides), T4 = (E. nigrum + C. cladosporioides), T5 = (E. nigrum), T6 = (A.
tenuissima), T7 (C. cladosporioides) mas un testigo (agua destilada estéril) = T8. Cada
tratamiento const6 de 15 repeticiones (frutos), el experimento se mantuvo bajo
condiciones de 23 °C y humedad relativa del 86 %. Las variables evaluadas fueron:
incidencia, severidad, dias a manifestacion de sintomas y dias a la aparicién de signos
(micelio) en el mesocarpio de los frutos. La incidencia y severidad se evaluaron cada 24
horas por un periodo de 15 dias después de la inoculacion, tiempo en el que los frutos
empezaron a mostrar deshidratacion.

La incidencia se registro al contabilizar el nimero de frutos en que se replicaron los

sintomas tipicos del anillamiento, el célculo se realiz6 al aplicar la siguiente formula: 1=
(N de frutos enfermos)
Ne total de frutos

porcentaje de incidencia; N de frutos enfermos representa los frutos que enfermaron del
total inoculados, mientras que N° total de frutos es el total de los frutos inoculados en el
tratamiento.

La severidad se evalu6 con el apoyo de una escala de clases elaborada por el método
arbitrario, bajo el supuesto de que el ojo humano tiene la capacidad de leer tejido enfermo
por un porcentaje inferior a 50 % y tejido sano por encima de este valor (Horsfall y
Barratt, 1945). Se colectaron frutos con diferentes grados de sintomas de la enfermedad,
y también frutos sanos, lo que llevo a crear una escala conformada por seis clases, la cual
fue de 0 a 5, donde 0 = fruto sano y 5 = frutos con 100 % de severidad (Figura 1). Con
base en esta escala, se evaluo el dafio en frutos de aguacate que recibieron los diferentes
tratamientos. Los datos obtenidos fueron transformados a porcentaje de severidad

mediante la formula de Townsed y Heuberger (1943): P = [%] 100, donde P es el

grado de severidad en porcentaje; n, namero de muestras por categoria; v representa el
valor numérico de cada categoria; N es el nimero total de muestras, y C representa la
categoria mayor. La variable dias a aparicién de sintomas en peddnculo o fruto se registro
cada 24 h a partir de la inoculacién por 15 dias; en esta Gltima evaluacion los frutos se
diseccionaron y se evalué el dafio en mesocarpio como 1 = presencia o 0 = ausencia.

* 100, propuesta por Anculle y Alvarez (2006), donde (1) es el
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0 2 3 4 5
No daiado 20 % 20.1-40 % 40.1- 60 % 60.1—80 % 80.1-100 %

Figural. Escala de severidad del anillamiento de pedinculo en frutos de aguacate var “Hass”, propuesta para medir
lesiones en frutos inoculados.

Reaislamiento de hongos inoculados. De los frutos de aguacate que recibieron los
diferentes tratamientos (15 por tratamiento), ademas de los testigos, se tomaron el 50 %
por tratamiento para recuperar los hongos inoculados inicialmente; la metodologia fue la
misma que se aplico en los aislamientos de los hongos. Se obtuvieron colonias puras en
los medios especificos, se registraron sus caracteristicas morfoldgicas y culturales y se
compararon con los aislamientos inoculados, con lo cual se cumpli6 con el ultimo paso
de los postulados de Koch (Lopez, 2021).

Anélisis estadistico. Se transformaron los datos de la variable severidad a Ln y se
sometieron a pruebas de normalidad, homocedasticidad e independencia, para finalmente
llevarlos al ANOVA y separacion de medias con la prueba de Tukey (p<0.05), y DGC
(p<0.05) para incidencia con el apoyo del paquete estadistico InfoStat version estudiantil
(Di Rienzo et al., 2008).

RESULTADOS

Los sintomas observados en campo fueron inicialmente la presencia de un anillo y
mancha de color café en el pedinculo y en exocarpio una coloracién purpura (Figuras
2A-B), seguido de una apariencia corchosa del pedunculo, exocarpio del fruto de
coloracién rojiza a purpura (Figura 2C). En estado mas avanzado se observd un
estrangulamiento del pedinculo y momificacién del fruto quedando adherido al arbol o
bien se desprendia de este (Figura 2D). Cuando el dafio era severo se observaron ramas
con frutos mostrando los diferentes estadios de la enfermedad (Figura 2E).
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Figura 2. Sintomas tipicos del anillamiento de pedinculo en frutos de aguacate var. “Hass”. A y B) Frutos
con anillamiento en el pedinculo de color café obscuro; C) Pedinculo corchoso y fruto de color
purpura en el exocarpio; D) Fase final del anillamiento, fruto de aguacate momificado y
pedinculo necrosado; E) Rama con frutos en las diferentes fases del anillamiento.

De las 450 muestras sembradas a partir de 90 frutos de aguacate colectados en los tres
municipios, se obtuvieron un total 220 aislados agrupados en ocho géneros de hongos, de
los cuales se aislaron en mayor frecuencia Alternaria sp., Cladosporium sp. y Epicoccun
sp., con promedio de 35.6, 21.2 y 20.5 %, respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de hongos aislados a partir de peddnculos de frutos de aguacate var. “Hass” colectados en huertas
comerciales de los municipios de Coatepec Harinas, Donato Guerra y Malinalco, Estado de México, México.

) % de colonias aisladas por municipio
Géneros de hongos

Coatepec Harinas Donato Guerra Malinalco

Alternaria sp. 52.63 27.94 26.31
Epicoccum sp. 18.42 23.52 19.73
Cladosporium sp. 13.15 27.94 22.36
Colletotrichum sp. 6.57 0 0
Rhizopus sp. 5.26 0 3.94
Aspergillus sp. 0 0 7.89
Verticillium sp. 0 1.47 1.31
Pestalotia sp. 0 2.94 1.31
No identificados 3.94 16.17 17.10

Datos registrados de los hongos que aparecieron por cada municipio de colecta indican
que Epicoccum, Cladosporium y Alternaria sp. predomina en los tres municipios. Este
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altimo, con mayor frecuencia, con un promedio 52.6 % de aislados en Coatepec Harinas,
27.9 % en Donato Guerra y 26.3 % en Malinalco. Cladosporium sp. se obtuvo el 13.1,
27.9 y 22.4 % de aislados, respectivamente; mientras que Epicoccum sp. se registro de
18.4,23.5y 19.7 % para los municipios de Coatepec Harinas, Donato Guerra y Malinalco,
de manera respectiva (Cuadro 1).

Identificacion morfométrica. Con base a las caracteristicas culturales, morfologicas y
micromeétricas se identificaron tres hongos deuteromicetes.

Alternaria tenuissima. En medio de cultivo PCA (papa zanahoria agar) la colonia crecid
5 cm de diametro entre los 5y 7 dias a 25 + 2 °C, bajo luz blanca y oscuridad en una
alternancia de 16 h luz y 8 h de oscuridad. El crecimiento fue de forma plana y los bordes
completos, de coloracién verde olivaceo, y conforme madurd se torné a color negruzco,
presentd un par de anillos concéntricos. Las cadenas de conidios fueron de 4 a 13 conidios
en medio PCA, donde se observo presencia de conidiéforos primarios de crecimiento
erecto, los cuales presentaron en promedio 104.6 x 5 um de largo x ancho. Los conidios
tenian forma muriforme con 4 - 7 transeptos y de 2 - 3 longiseptos, con un tamafio
promedio de 15 -37.5 x 7.5 - 17.5 um de largo x ancho; presentaron un color café claro a
café oscuro con ornamentacién punteada alrededor de estos (Figuras 3A-C). Con base en
las caracteristicas culturales y morfométricas la especie corresponde a Alternaria
tenuissima (Simmons, 2007).

Cladosporium cladosporioides. En medio de cultivo PDA la colonia presentd un
crecimiento lento entre 11.06 mm minimo y maximo 23.83 mm de diametro entre los 18
y 20 dias a 22 + 2 °C. Su crecimiento fue circular con bordes plumosos de color blanco,
con una coloracién verde olivacea a oscura por la parte frontal, mientras que por el reverso
se noto de color negro; la superficie era plana aterciopelada, micelio adherido al medio
de cultivo, afelpado o flocoso; la esporulacion en medio PDA fue abundante (++).
Presentd micelio septado de color marrén, conidios catenados en cadenas largas y
ramificadas, conidios pequefios de forma subglobosa a ovoide, conidios intercalares de
forma elipsoide a ovoide, ocasionalmente subcilindricos sin septos, de color café olivaceo
a marron, en algunas ocasiones agrupados en ramoconidios, esporas de tamafio
micrométrico entre los 2.5-7.5 x 2.5-5 um de largo x ancho, conididforos cortos y rectos
con septos color olivo a marron en la punta (Figuras 3D-F). De acuerdo con las
caracteristicas morfométricas y culturales la especie encontrada se identific6 como
Cladosporium cladosporioides (Bensch et al., 2012).

Epicoccum nigrum. En medio de cultivo PDA la colonia fue de crecimiento lento, pues
alcanzé 2.38 cm de diametro entre los 12 y 15 dias bajo luz blanca continua a temperatura
de 22 °C para la formacién de conidios y clamidosporas. Bajo microscopio se observaron
clamidosporas de color marrén a café oscuro de forma globosa multicelulares de 12.5 a
22.5 um, micelio septado hialino cuando joven y en su madurez alcanz6 una coloracion
marrén, micelio aéreo escaso, pero de forma copetuda o de mechones en el centro de la
colonia de color blanco (Figuras 3G-1). Con base en las caracteristicas morfométricas y
culturales el hongo se identific6 como Epicoccum nigrum de acuerdo con lo descrito por
Aveskamp et al. (2010).
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Figura 3. Caracteristicas culturales y morfométricas de Alternaria tenuissima, C. cladosporioides y E. nigrum. A) Colonia
de A. tenuissima de crecimiento plano cultivada en medio PCA. B) Conidios en cadena de 4-13 originados de
conidio6foros primarios de crecimiento erecto. C) Medicién de conidios muriformes con reglilla micrométrica. D)
Colonia de C. cladosporioides con micelio flocoso cultivada en medio PDA, parte frontal. E) Medicion de conidios
unicelulares. F) Conidios solitarios desprendidos del conidiéforo. G) Colonia de Epicoccum nigrum de crecimiento
planoy desarrollo de micelio algodonoso en medio PDA. H) Formacién de clamidosporas multicelulares. I) Micelio
septado y clamidosporas globosas de E. nigrum.

Identificacion mediante la PCR. Los tres géneros de hongos: Alternaria sp.,
Cladosporium sp. y Epicocum sp. se analizaron por amplificacion PCR. El aislado del
género Alternaria sp., con las secuencias ITS por alineacion multiple de la porcion
amplificada se aline6 con Alternaria tenuissima con la accesion MT573466 (100 % de
identidad). De la misma forma, la region amplificada con el gen B-tubulina se aline6 con
secuencias de A. tenuissima con 100 % de indice de identidad correspondiente a la
accesion MN445975.

En el aislado de Epicoccum sp., se alinearon las secuencias con Epicoccum nigrum de
la accesion MG602540 (100 % de identidad). Con la region amplificada del gen p-
tubulina se alined también con E. nigrum con accesion MK051182 (98 % de identidad).
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Para el caso de Cladosporium sp., se alinearon con la especie Cladosporium
cladosporioides de la accesion MT573472 (100 % de identidad). En tanto que la region
amplificada del gen p-tubulina se alineé a C. cladosporioides con 98.22 % de identidad
con la accesion MH780075.

Sintomas en la prueba de patogenicidad. Se replicaron los sintomas en los frutos de
aguacate var. “Hass”, inoculados con los hongos sujetos a evaluacion, aplicados de forma
individual o en sus combinaciones. De manera general, inicialmente se observo en el
peddnculo de los frutos una mancha café, tomando la apariencia corchosa; la lesion fue
progresiva hasta llegar al ahorcamiento del pedunculo, los frutos mostraron manchas
rojizas a purpuras.

En el mesocarpio de los frutos se presentaron manchas de color café a negro, de
manera punteada y en forma de anillos alrededor de la pulpa hasta llegar a su
descomposicion; en algunos frutos se visualizaron cavidades con crecimiento de micelio
color blanco (Figuras 4B-C). No se presentaron diferencias marcadas en los sintomas por
el efecto de los tratamientos; es decir, no hubo patrén alguno que diferenciara claramente
sintomas particulares.

Figura 4. Sintomatologia desarrollada en frutos inoculados con Epicoccum nigrum. A) Fruto con dafio en pedinculo y
coloracion purpura en exocarpio. B) Corte longitudinal en fruto que muestra lesiones de color café a oscuro en el
mesocarpio. C) Crecimiento de micelio en las cavidades del mesocarpio del fruto, observado bajo microscopio
estereoscopico.

En frutos inoculados con A. tenuissima + E. nigrum + C. cladosporioides (T1)
mostraron en los peddnculos manchas pequefias de color café, lo que caus6 su
estrangulamiento; en el exocarpio se presentaron manchas rojizas, en el mesocarpio se
observé la manifestacion irregular de manchas oscuras. Los frutos inoculados con A.
tenuissima + E. nigrum (T2) mostraron pedinculos con manchas cafés, las cuales
causaron posteriormente la momificacion de estos; en el exocarpio de los frutos se
manifesto una coloracion rojiza y descomposicion del mesocarpio. El tratamiento con A.
tenuissima + C. cladosporioides (T3) se diferenci6 por la presencia de manchas de color
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café a rojizo en el peddnculo y pedicelo de los frutos, no se manifestaron sintomas en el
exocarpio y en el mesocarpio, solo se registraron puntos negros. En la inoculacion de E.
nigrum + C. cladosporioides (T4) los frutos tenian pedunculos con manchas cafés, las
cuales causaron posteriormente su momificacion; en el exocarpio se manifestd una
coloracion rojiza.

En frutos inoculados de manera individual con los hongos, los sintomas fueron
similares; con E. nigrum (T5) los sintomas se mostraron mayormente en el mesocarpio
de los frutos, donde se advirtieron manchas cafés y descomposicion; en el exocarpio se
pudieron ver pequefias manchas naranjas. La inoculacion de A. tenuissima (T6) presento
manchas cafés en pedinculo y momificacion, los frutos exhibieron manchas cafés y
descomposicion del mesocarpio. En cuanto al tratamiento con C. cladosporioides (T7),
en los pedinculos se apreciaron manchas cafés y momificacion, en los frutos se observo
una coloraciéon marrén a rojiza en el exocarpio en el punto de unién con el pedunculo; en
el mesocarpio solo se presentaron manchas cafés. Con respecto a los frutos que no
recibieron tratamiento con los hongos (Testigo) no manifestaron sintomas, por lo que
pedunculos y frutos permanecieron sanos (Figura 5T1-T8).

Figura5 Sintomas observados en frutos inoculados con los diferentes hongos, en conjunto y de manera independiente: T1)
A. tenuissima + E. nigrum + C. cladosporioides. T2) A. tenuissima + E. nigrum. T3) A. tenuissima + C.
cladosporioides. T4) E. nigrum + C. cladosporioides. T5) E. nigrum. T6) A. tenuissima. T7) C. cladosporioides.
T8) Testigo.

La respuesta de las variables severidad e incidencia, asi como los dias a aparicion de
sintomas en los frutos de aguacate var. “Hass”, inoculados con los hongos A. tenuissima,
C. cladosporioides y E. nigrum solos y en sus combinaciones se presentan en el (Cuadro
2), donde se observa que la presencia individual o en combinacion de los hongos, se
conjuntaron en un mismo grupo, lo que genera diferencia estadisticamente significativa
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con respecto al testigo (T8), el cual solo recibi6 agua destilada estéril (Cuadro 2). Aunque
no se encontro diferencia estadistica entre los tratamientos que recibieron inoculacion. La
mayor severidad de frutos dafiados se registr6 con el T2, con 50.7 %, lo cual es el efecto
de la combinacion de A. tenuissima + E. nigrum; seguido del T7, con 46.7 %, y 40.0 %
en el T6 con C. cladosporioides. Con respecto al testigo, este registrd un porcentaje de
1.3 % de severidad, lo que representa un fruto dafiado en la clase 1 (< 20%) de la escala
de severidad, esto pudo deberse a que el fruto venia infectado desde campo (Cuadro 2).
En lo que respecta a la incidencia, los datos mostraron diferencia estadistica significativa
entre tratamientos, en donde el mayor porcentaje (100 %) se manifesté donde se inoculd
solo A. tenuissima (T6), seguido por el resto de tratamientos (T4, T5, T7, T2y T1) que
conformaron un grupo estadisticamente igual; sin embargo, se formoé un tercer grupo
conformado por A. tenuissima y C. cladosporioides (T3) y el testigo (T8) (Cuadro 2).
Este altimo tratamiento presentd un fruto con sintomas y, en consecuencia, el mesocarpio
dafiado, lo que se puede atribuir a que el fruto se infectd en campo.

Los dias a manifestacion de sintomas después de la inoculacion con los tratamientos
tan solo transcurrieron entre 4.5 y 6.4 en promedio; es de resaltar que en todos los
tratamientos los primeros sintomas se manifestaron a partir del tercer dia después de la
inoculacion de los hongos, para el caso del Unico fruto que manifestd sintomas en el
tratamiento testigo ocurri6 al tercer dia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Incidencia, severidad y tiempo a la aparicion de sintomas en frutos de aguacate var. “Hass” inoculados con A.
tenuissima, C. cladosporioides, E. nigrum y sus combinaciones.

Porcentajes Tiempo a la Frutos con
Trat Patégenos manifestacion de sintomas dafio
o in ocugla dos en mesocarpio
Severidad Incidencia X de dias* Rango en dias+ %
1 A. tenuissima + E. 32.0a 53b 6.4 3-9 333
nigrum + C.
cladosporioides
2 A. tenuissima + E. 50.7a 60b 53 3-9 46.7
nigrum
3 A. tenuissima + 25.3a 27c 5.0 3-6 26.7
C. cladosporioides
4  E. nigrum + 30.7a 80b 4.5 3-6 66.7
C. cladosporioides
5 E. nigrum 38.7a 73b 5.5 3-12 66.7
6 A tenuissima 40.0a 100a 7.4 3-12 533
7 C. cladosporioides 46.7a 73b 4.5 3-9 60
8  Testigo 1.3b 6.7¢c - 3 6.7

Literales distintas implican diferencia significativa en la prueba Tukey (p<0.05) en severidad y DGC (p<0.05) para
incidencia.
*Dias promedio a la manifestacion de sintomas después de la inoculacién con los tratamientos.
+Rango en dias se refiere al primero y Gltimo dia en que se manifestaron los sintomas.
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Por otro lado, los datos de la variable frutos con dafio en mesocarpio reflejan que los
tratamientos que presentaron el mayor porcentaje fueron los que recibieron el efecto de
E. nigrum + C. cladosporioides y solo E. nigrum, solo ambos tratamientos registraron
66.7 % de frutos dafiados en el mesocarpio, seguidos con 60 % del tratamiento inoculado
con C. cladosporioides; los tratamientos con menor porcentaje de dafio en el mesocarpio
fueron E. nigrum + C. cladosporioides con 26.7 % y A. tenuissima + E. nigrum + C.
cladosporioides con 33.3 %.

Reaislamiento de hongos de los frutos inoculados. Se recuperaron los tres hongos
inoculados. En total se obtuvieron 115 colonias de A. tenissima, 92 de E. nigrum y 65 de
C. cladosporioides. Todas correspondieron a los hongos y tratamientos inoculados
originalmente sobre los pedinculos y frutos de aguacate var. "Hass", aunque en el testigo
se obtuvieron colonias se asume fue contaminacion que provenia en los frutos de campo
(Cuadro 3). El hongo que se recuper6 en mayor frecuencia fue Alternaria tenuissima con
43.07 %, seguido de Epicoccum nigrum con 34.45 % y finalmente Cladosporium
cladosporioides (22.38 %).

Cuadro 3. Numero de colonias y especies de hongos recuperados de las pruebas de patogenicidad in vitro sobre frutos de
aguacate var. “Hass”.

Tratamientos NUmero de colonias recuperadas por tratamiento
A. tenuissima E. nigrum C. cladosporioides
1 Alternaria tenuissima + Epicoccum nigrum + 26 15 9

Cladosporium cladosporioides

2 Alternaria tenuissima + Epicoccum nigrum 30 16

3 Alternaria tenuissima + Cladosporium 20 11
cladosporioides

4 Epicoccum nigrum + Cladosporium - 31 21
cladosporioides

5 Epicoccum nigrum 30

6 Alternaria tenuissima 39

7  Cladosporium cladosporioides 19

8 Testigo 1 2 5
DISCUSION

Los hongos aislados de frutos de aguacate con sintomas del anillamiento corresponden
a Alternaria tenuissima, Cladosporium cladosporioides y Epicoccum nigrum
identificados morfoldgica y molecularmente. Las lesiones, sintomas y signos se
replicaron en las pruebas de patogenicidad sobre frutos de aguacate var. “Hass™:
anillamiento de pedinculo, exocarpio de color rojizo a purpura, mesocarpio con presencia
de manchas cafés a negro y en estado mas avanzado en descomposicién, donde se
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observaron cavidades con crecimiento de micelio blanco que pasaron a la momificacion
del fruto; lo anterior, indica que estos hongos acttian de forma individual o en consorcios,
y fortalece la hipGtesis de que se trata de una patologia causada por un complejo de
hongos. Valencia y Téliz (2007) observaron esta problematica en la produccion de
aguacate y la relacionaron con Diplodia sp., Alternaria sp., Helminthosporium sp.,
Dothiorella sp., Colletotrichum sp., Pestalotia sp., Hyalodendron sp., Sthemphyllum sp.,
Penicillium sp. y Glomerella sp., aunque no mencionan pruebas de patogenicidad.
Salgado (1993) aislo hongos de tejido con lesiones de anillamiento del pedinculo en
muestras de frutos de aguacate colectadas en el municipio de Coatepec Harinas y reportd
la presencia de Colletotrichum sp. y Alternaria sp., ademas de Fusarium sp. y Verticillium
sp.; de esta manera, sugiere la presencia de un complejo de hongos involucrados en esta
patologia; por tanto, propone someterlos a las pruebas de patogenicidad.

Un microrganismo en comln se reporta en ambos estudios: Alternaria sp. En este
estudio Alternaria tenuissima fue la especie con mayor frecuencia de aislamiento en cada
uno de los municipios de colecta (Cuadro 1); pero ademas, en las pruebas de
patogenicidad de manera individual y en consorcio (T1, T2 y T3) mostré su alta capacidad
patogénica para inducir el anillamiento de peddnculo en frutos de aguacate. A. tenuissima
por si misma presentd 100 % de incidencia con una severidad en frutos de 40 %, y dafios
en el mesocarpio que alcanz6 en promedio 53.3 %, esto tan solo en un periodo de 3 a 12
dias después de la inoculacion (Cuadro 2). Los datos de incidencia, severidad y dafio en
mesocarpio son mayores en los tratamientos cuando actGan de manera independiente
(Alternaria tenuissima, Cladosporium cladosporioides y Epicoccum nigrum) que en
asociacién con otros hongos (Cuadro 2). Estos valores individuales solo fueron superados
por el tratamiento formado por Epicoccum nigrum + Cladosporium cladosporioides con
80 % de incidencia y 66.7 % de frutos con dafio en el mesocarpio. El tiempo a
manifestacion de sintomas ocurri6 entre los tres y 12 dias después de la inoculacién; un
dato evidente es que en los siete tratamientos con los hongos fitopatdgenos la
manifestacion de sintomas inicio tres dias después de estar en contacto.

La asociacion de A. tenuissima + C. cladosporioides presentd la menor incidencia
(27 %) y severidad (25.3 %), asi como el dafio en mesocarpio (26.7 %) (Cuadro 2). En
un estudio encontraron a C. cladosporioides, A. alternata y Fusarium chlamydosporum,
como patodgenos de la caida y necrosis de frutos de papaya. Estos datos indican que por
lo menos dos géneros detectados en este estudio (Cladosporium cladosporioides y
Alternaria tenuissima) tienen antecedentes de provocar la caida de frutos en su estado
inicial de desarrollo (Vasquez et al., 2012).

Pérez y Sanchez (2019) reportan a Cladosporium como un hongo que puede tener
especies tanto saprofitas como oportunistas; estos Gltimos pueden causar enfermedades
al ocurrir una disminucién en los mecanismos de defensa de su hospedero; asi mismo, se
menciona que las especies de Cladosporium pueden ser enddéfitas y al ocurrir desérdenes
nutricionales o estrés hidrico en las plantas pasan a ser patdgenos. Relacionado con este
punto, Zhang et al. (2010) sefialan la capacidad de plasticidad del género Cladosporium,
lo que puede explicar en gran medida el fenémeno bioldgico que ocurre entre el sistema
C. cladosporioides-Hospedero-Ambiente-Hombre. En este mismo sentido, Sanchez-
Fernandez et al. (2013) mencionan que la relacion entre hongos endéfitos y planta
hospedera puede ser mutualista hasta patogénica, de tal modo que cuando los factores de
virulencia del hongo y las defensas de la planta estan en equilibrio existe una relacion
endofitica, y viceversa. Cuando el hospedero se encuentra en situacion de estrés se genera
un desbalance, donde el hongo se beneficia y actia como patégeno, por lo que desarrolla
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sintomas causando enfermedad en el hospedante. Ademas, Cladosporium tiene la
capacidad de liberar enzimas, como celulosas, pectinasas, peptidasas, hemicelulasas,
glicosidasas, hidrolasas, glicosiltransferasas, carbohidrato esterasas, polisacarido liasas y
xilanasas, mismas que facilitan la entrada del hongo y la degradacion de la pared celular
del tejido vegetal (Yew et al., 2016).

Por otra parte, se menciona que Epicoccum nigrum (synanamorfo de Phoma
epicoccina) (Aveskamp et al., 2010) es un hongo utilizado en control biolégico para el
manejo de enfermedades (Taguiam et al., 2021). Sin embargo, en esta investigacion se
demostro que es un hongo patdgeno causante del anillamiento de pedtnculo en frutos de
aguacate, y que actla de manera individual o en asociacion con A. tenuissima y/o C.
cladosporioides) (Cuadro 2).

De acuerdo con Andersen et al. (2009), las especies Epicoccum sp. son consideradas
como patdgenos débiles; sin embargo, en frutos de diversas especies infectadas por este
patégeno muestran pudricion y un halo color marrén. Lin et al. (2015) han reportado a E.
sorghinum como causante de la hoja retorcida en cafia de azlcar (Saccharum
officinarum), manchas foliares en el cultivo de col (Brassica oleracea var. capitata) y en
especies sin importancia agricola. En cultivo de melon (Cucumis melo), E. nigrum
ocasiona necrosis y manchas color marrén en frutos pequefios, y en poscosecha provoca
la descomposicion de frutos que se caracterizan por presentar coloraciones rojizas (Lin et
al., 2018). Esta informacion es reforzada por Taguiam et al. (2021), quienes sefialan que
este patdgeno causa la descomposicion de frutos en poscosecha, que se manifiesta en
sintomas de color rojo.

Herndndez et al. (2023) mencionan a Neofusicoccum cryptoaustrale/stellenboschiana
como los causantes de sintomas de muerte regresiva y podredumbre del peddnculo,
aungue no lograron diferenciar quién de los dos las provoca. Por su parte, Dann et al.
(2021) indican que una de las especies de hongos que mas se aislan de muestreos
permanentes en los cultivos de aguacate en Australia son Alternaria spp., Colletotrichum
spp. y Botryosphaeria spp., patégenos bien conocidos del aguacate que causan
enfermedades poscosecha de la fruta, como antracnosis y pudricién de peddnculo en
fruto.

CONCLUSIONES

Se aislaron 220 colonias de hongos de las muestras de frutos de aguacate var. “Hass”
con sintomas del anillamiento de pedunculo, anillo marcado en el peddnculo del fruto o
con manchas de color café, peddnculo con apariencia corchosa, frutos con exocarpio de
color rojizo a parpura hasta frutos momificados.

Las tres colonias de hongos que estuvieron presentes para los sitios de colecta en orden
de mayor frecuencia fueron Alternaria tenuissima 35.6 %, Epicoccum nigrum 20.6 % vy
Cladosporium cladosporioides 21.2 %.

Mediante los postulados de Koch, se demostrd que estas colonias, inoculadas
independientes y en asociacidn, replicaron los sintomas del anillamiento de pedinculo en
frutos de aguacate var. “Hass”. No se manifestaron sintomas diferenciales entre los
hongos inoculados, lo que dificulta su identificacién en campo. No se descarta la accién
patoldgica del resto de hongos aislados, asi como la intervencion de factores de estrés
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abidtico, como nutricidn, desbalance hormonal, deficiencia de agua, entre otros, por lo
que se sugiere seguir con la investigacion sobre esta patologia.

LIMITACIONES

Las limitaciones a las cuales se enfrentd durante el desarrollo de la investigacion fue
la falta de informacion respecto al tema, los trabajos que se han realizado en relacion al
anillamiento de pedunculo no reportan pruebas de patogenicidad por lo que no existe
evidencia comprobable de que los patégenos aislados en investigaciones anteriores sean
los responsables de los dafios de anillamiento en peddnculos de frutos de aguacate.
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