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RESUMEN

La presente investigacion se realizo con el fin de evaluar el dafio por el agente causal del
anillamiento del pedunculo en frutos de arboles de aguacate (Persea americana Mill)
dependiendo del estrato de copa, la orientacion, asi como la temperatura, precipitacion y
época de muestreo. Asi como identificar el agente causal del anillamiento del peddnculo y
determinar el porcentaje de frutos dafiados con anillamiento del pedunculo por arbol
dependiendo del estrato de copa y la orientacion. Para la identificacion del agente causal del
anillamiento del peddnculo se aislaron 10 cepas de 2 huertas diferentes, las cepas se
caracterizaron por presentar una tonalidad obscura a negra con micelio liso. La observacion
morfoldgica mostro estructuras de micelio denominadas fragmosporas las cuales se
observaron con tabiques con 1 a 2 septos y 4 septos. El producto amplificado por PCR
mostraron bandas con 400 Bp, este al ser secuenciado y comparado con el banco de genes
NSBI mostro que tiene el 99% de identidad con el hongo Alternaria alternata. La parte
Norte de los tratamientos presentaron un porcentaje mayor de dafios en comparacion a los
demas tratamientos que fueron Sur, Este y Oeste. En cuanto a los estratos de copa el andlisis
estadistico no mostro diferencias significativas entre los niveles alto, medio y bajo. Las
condiciones climéticas para que la enfermedad anillamiento del peddnculo afecto de manera

considerable son menores a 27°C y menor precipitacion.

Palabras claves: Anillamiento del pedunculo, aguacate, estrato de copa, orientacion,

Alternaria alternata.



ABSTRAC

The present investigation was carried out in order to evaluate the damage caused by the causal
agent of the stem end rot of the in fruits of avocado trees (Persea americana Mill) depending
on the layer stratum, the orientation, as well as the temperature, precipitation and the
sampling season. As well as identifying the causal agent of the avocado stem end rot of the
and determining the percentage of damaged fruits with avocado stem end rot of the per tree
depending on the crown layer and the orientation. To identify the causal agent of the avocado
stem end rot, 10 strains from 2 different orchards were isolated, the strains were characterized
by having a dark to black hue with smooth mycelium. Morphological observation showed
mycelial structures called fragmospores which were observed with septa with 1 to 2 septa
and 4 septa. The product amplified by PCR showed bands with 400 Bp, this when sequenced
and compared with the NSBI gene bank showed that it has 99% identity with the Alternaria
alternata fungus. The North part of the treatments presented a higher percentage of damages
compared to the other treatments that were South, East and West. As for Tree top strata, the
statistical analysis did not show significant differences between the high, medium and low
levels. The climatic conditions for the Avocado Stem End Rot to affect considerably are less

than 27 ° C and less precipitation.

Key words: Stem End Rot, avocado, treetop levels, orientation, Alternaria alternata.



1. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill) es un arbol perenne de la familia Lauraceae que
posee un alto valor nutritivo, y es parte esencial de la dieta humana. Este cultivo originario
de Mesoamérica, actualmente se distribuye en todo el mundo, siendo México el principal
pais productor de fruto (Galindo-Tovar et al., 2008) con 1, 997,629 toneladas distribuidas en
una superficie mayor a las 124,620 ha, y sus exportaciones rebasan los 557,734 millones de

pesos, dejando una gran cantidad de divisas a varias familias mexicanas (SIAP, 2017).

A pesar de los multiples beneficios que aporta éste cultivo, su produccion se ve afectada
constantemente por diferentes problemas que disminuyen su rendimiento, como son, los
relacionados con plagas y enfermedades, los cuales se presentan en diferentes estaciones del

afo.

Una de las principales enfermedades que limita considerablemente los rendimientos del
cultivo, es el anillamiento del pedinculo, debido a que cada afio los arboles experimentan
una caida considerable de fruta antes de llegar a la madurez comercial, disminuyendo asi los
ingresos econémicos derivados de dicha produccion (Bisono y Hernandez, 2008). El dafio
que provoca el anillamiento del pedinculo es una muerte celular del tejido que conecta al
pedunculo y al fruto de aguacate, dicha muerte celular con el paso del tiempo se va
extendiendo desde el punto de conexion de éestas dos partes, hacia el pedunculo, y hacia el
fruto. Cuando el dafio ha avanzado sobre la cascara del fruto, ésta zona toma una tonalidad
violeta que posteriormente cambia a café claro antes de perder la conexion con el pedinculo

(Morales y Palomares, 2009).

Actualmente se desconoce los agentes que provocan este dafo, y los productores que han
experimentan éste problema, lo catalogan como resultado de un problema nutricional, sin
embargo, a pesar de atenderlo como tal, no han tenido resultados exitoso (CESAVEG, 2007).
Por otra parte también se desconoce el efecto que tienen los factores climaticos como la
temperatura y la precipitacion sobre el comportamiento de la enfermedad. Por lo anterior, en
esta investigacion se pretende determinar las causas que provocan el anillamiento del

pedunculo asi como el efecto de temperatura y la precipitacion.



1. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

= Evaluar el dafio por el agente causal del anillamiento del peddnculo en frutos de
arboles de aguacate (Persea americana Mill) dependiendo del estrato, la

orientacion, asi como la temperatura, precipitacion y época de muestreo.

2.2. Objetivos especificos

= |dentificacion del agente causal del anillamiento del pedunculo del fruto de

aguacate (Persea americana Mill).

= Determinar el porcentaje de frutos dafiados con anillamiento del pedunculo por
arbol dependiendo del estrato de copa, y la orientacion asi como la época de

muestreo.

= Determinar el efecto de la temperatura y precipitacion sobre el porcentaje de

frutos dafiados por anillamiento del peddnculo.



I1l. HIPOTESIS

La caida prematura del fruto de aguacate (Persea americana Mill) podria ser causa de la
infeccion temprana de un conjunto de hongos que provocan sintomas de anillamiento en el
pedunculo, dicha caida depende el lugar donde se encuentran los frutos en el arbol, asi como

la orientacion de éstos, la temperatura existente y la precipitacion ambiental.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Generalidades del aguacate

4.1.1. Origen

El aguacate (Persea americana Mill) es una importante fruta tropical que desde tiempos
muy antiguos se desarrolld en la region alta del centro de México y Guatemala, lo que antes
era conocido como Mesoameérica, de ahi se dispers6 hacia Sudamérica por las culturas que

habitaron en esa region en la época prehispanica (Galindo-Tovar et al., 2007).

Uno de los lugares que es considerado como centro de origen del aguacate criollo (P.
americana var. drymifolia), es el estado de Nuevo Ledn en México, sin embargo, los restos
fosiles de semillas de aguacate los cuales tienen una antigiiedad de 8,000-7,000 afios A.C.,
encontrados en cuevas de Coxcatldn y Valle de Tehuacan indican que probablemente
existieron arboles nativos que fueron plantados cerca de arroyos hace 6,500 afios y crecian
al este del estado de Puebla (Galindo-Tovar et al., 2008).

De acuerdo a las evidencias de restos de semillas encontradas a lo largo del tiempo, se
puede afirmar que el aguacate ha sido incorporado a la dieta de la poblacion mexicana y
Centroaméricana desde hace varios siglos y debido a su consumo creciente éste fruto se
difundi6 a otros lugares fuera del continente, y posteriormente, se empez0 a exportar a

diferentes paises como Europa y Asia (Moreno-Limon et al., 2010).

4.1.2. Descripcion morfologica

El aguacate es un arbol extremadamente vigoroso, de tronco potente, con ramificaciones
vigorosas que pude alcanzar hasta 30 m de altura las cuales estan conformadas de hojas,

flores y frutos caracteristicos.

Hojas: Son simples, enteras alternas, de forma oblanga-lanceolada, nervadura pinnada y
apices agudos; la insercién en el tallo es peciolada. Cuando son jovenes son de color rojizo,
con epidermis pubescente y al llegar a la madurez se tornan lisas coriaceas y de color verde

oscuro brillante en el haz, mientras que el envés tiene un color claro desprovisto de brillo “La



hoja es un 6rgano muy dinamico, en el que la concentracion de nutrimentos estd cambiando
continuamente, influenciada por diferentes factores. La edad de la hoja y etapa fenoldgica

tiene una influencia muy marcada sobre su composicion.” (Bisond y Hernandez, 2008).

Flores: Las flores son de color amarillo verdoso, y de un diametro 1-1.3 cm, las flores
son hermafroditas, primero como femeninas, después cierran y vuelven a abrir como
masculinas. Cada arbol puede llegar a producir hasta un millén de flores y s6lo el 0.1 % se

transforman en fruto (Bisoné y Hernandez, 2008)

Frutos: Bisond y Hernandez (2008) mencionan que el fruto es una baya carnosa, sin
endocarpio lignificado o endurecido, y puede ser de superficie lisa o rugosa. Su forma va
desde elipsoide, obovado a obovoide. Su color es verde, oscureciéndose en la madurez y
tomando un color violaceo a negro al madurar. El peso es diferente segun el tipo ecoldgico,
gue va desde 50 gramos a 2.5 kg.

4.1.3. Descripcion Taxonémica

El aguacate taxonomicamente se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Familia: Lauraceas.
Género: Persea
Especie: Persea americana (85 especies)
La familia Lauraceae

Esta familia a la que pertenece el aguacate es numerosa, e incluye alrededor de 3,500
especies agrupadas en 55 géneros, entre los cuales se encuentran: Persea (aguacate), Laurus
(laurel), Cinnamomum (canela), Cassia (alcanforero) y Sassafras (sasafras). Otros géneros
importantes son Ocotea, Aniba, Litsea, Chlorocardium, Endiandra y Eusideroxylon
(Chanderbali et al., 2008).



El género Persea

El género Persea (Miller), retine arboles o arbustos con hojas alternas, subverticiladas,
penninervadas, glabras o pubescentes; las inflorescencias paniculadas, tirsoideas, racemosas
0 capitadas, axilares o pseudoterminales; flores hermafroditas, campanuladas; tépalos 6,
ovados, elipticos u oblongos, semejantes entre si, 0 los exteriores mas pequefios que los
interiores, glabros o pubescentes, verde amarillentos, deciduos o persistentes; estambres
fértiles 9, los filamentos mas largos que las anteras, los tres interiores con glandulas en la
base, anteras con cuatro esporangios; hipanto corto, plano; ovario ovoide o globoso; fruto
asentado directamente en un pedicelo mas 0 menos engrosado, sin clpula, cuando los pétalos
son persistentes, se observan fuertemente imbrincados formando un tubo corto (Chanderbali
et al., 2008).

Todos los taxa que se conocen como aguacates pertenecen al género Persea, y dentro de
éste se reconocen tres subgeneros: Persea (s6lo en América), caracterizado por la presencia
de tépalos iguales, totalmente deciduos en el fruto; Eriodaphne (s6lo en América), con
tépalos desiguales y persistentes en el fruto; y Machilus (s6lo en Asia), con tépalos iguales,
persistentes y reflexos en el fruto (Moreno-Limon et al., 2010) el cual incluye en la
actualidad cerca de 85 especies, la mayoria de ellas distribuidas en América, desde Estados
Unidos hasta Chile.

En México se encuentran de 10 a 12 especies las cuales que son abundantes en bosques

mesofilos de montafia y bosques de pino o encino.

4.2. Importancia econémica

La importancia del aguacate en el mercado internacional ha crecido sostenidamente,
dejando de ser una fruta exdtica para incorporarse en la dieta de muchos paises. Esta
tendencia creciente en el consumo de productos naturales a nivel internacional ha hecho que
la explotacion comercial se haya incrementado en 550,000 toneladas durante los dltimos 15
afios (Teliz y Mora, 2007). Actualmente, México ocupa el primer lugar en la produccién de
aguacate a nivel mundial (Cuadro 1), contribuyendo con el 27 % del total de la produccion
(FAOSTAT, 2016).



Cuadro 1. Principales paises productores de aguacate en el mundo.

] Porcentaje del total producido a nivel
Pais productor

mundial
Meéxico 27 %
Chile 8 %
Rep. Dominicana 7%
Indonesia 6 %
Colombia 5%
Perd 5%
Resto 43 %

Fuente: FAOSTAT, 2016.

La evolucion del aguacate como cultivo de importancia dentro de la Republica
Mexicana se evidencia en el constante incremento del volumen producido y de nuevas areas
destinadas a la produccion de este fruto. De acuerdo a éste crecimiento constante, en el 2017
la superficie sembrada alcanz6 més de 124,620 ha (SIAP, 2017), siendo Michoacén el estado
con mayor superficie sembrada y produccion obtenida de éste cultivo, ocupando el primer
lugar seguido por Jalisco, el Estado de México y Nayarit (Cuadro 2). Lo cual generd

ganancias superiores a los 18.06 millones de pesos (SIAP, 2017).

Cuadro 2. Estados productores de aguacate.

Principales estados .
Produccién en volumen

productores
Michoacéan 1.19 Millones de toneladas
Jalisco 87, 367 toneladas



Estado de México 56,672 toneladas

Nayarit 34,345 toneladas

Fuente: SIAP, 2017.

A nivel nacional el estado de Puebla ocupa el 7° lugar, con una produccion total de 7,576
toneladas y una superficie sembrada de 3177 ha, siendo Cholula, Libres y Teziutlan los
distritos de mayor importancia (Cuadro 3). En el 2017, este ultimo ocup0 el tercer lugar en

produccion de aguacate con una produccion total de 579 toneladas (SIAP, 2017).

Cuadro 3.Produccion del estado de Puebla por Distrito.

o Superficie y
Distrito Produccion (ton)
sembrada (ha)

Cholula 762 4,622
IzGcar de Matamoros 26 36
Libres 1,075 1,519
Tecamachalco 196 250
Tehuacan 55 70
Teziutlan 650 579
Zacatlan 413 500

Fuente: SIAP 2017.

4.3.Principales enfermedades y plagas del Aguacate

El aguacate es un cultivo que constantemente es atacado por una diversidad de plagas y
enfermedades entre las que se encuentran: la Arafia roja (Olygonychus punicae H), Trips

(Liothrips perseae W), Barrenador pequefio de la semilla (Conotrachelus perseae B),



Barrenador de troncos y ramas (Copturus aguacatae k), Arafa cristalina (Oligonychus
persea T, B y A), gusano telarafiero, thrips (Thysanoptera), nematodos y acaros (Bisono y
Hernandez, 2008). Por otra parte, Morales (2009) menciona que el agucate es atacado por
enfermedades como: Antracnosis, Viruela, clavo, Sarampion, Marchitez de plantas, tizon
floral (colletotrichum). Rofia (Sphalocema perseae) anillamiento de peddnculo (diplodia sp;
Alternaria sp; helminthosporium sp; Dothiorella sp; Colletotrichum gloeosporioides,
pestalotiopsis sp. y Xanthomonas sp.) Agalla de corana (Agrobacterium tumefaciens),
Mancha del sol, pudricion del fruto (Phytophthora citricola) y tizon de la hoja
(pestalotiopsis versicolor).

Tristeza del aguacatero (Phytoptora cinnamomi), Rofia (Sphaceloma perseae J),
Pudricion negra del fruto (Phytoptora boehmeriae), Antracnosis (Colletotrichum

gloesporoides Penz) (Caballero, 2007) entre otras no identificadas.

4.3.1. Anillamiento del pedunculo

Una de las alteraciones constantes y que causa reduccion en la produccion de aguacate en
la region de Teziutldn es la caida de frutos por anillamiento de peddnculo. Esta anomalia
afecta el proceso de crecimiento debido a que ataca en tamafio mediano, cominmente
llamado “canica”. (Morales y Palomares, 2009) En esta etapa, cuando las plantaciones no
tienen riego y reciben fuertes aplicaciones de fertilizacion nitrogenadas, en condiciones de
alta humedad, es cuando el problema se acentua. Esta alteracion incide drasticamente mas en
la variedad Hass cuando se da el cambio de la estacion seca a la estacion lluviosa (Morales

y Palomares, 2009)

El dafio comienza con un cambio de coloracién del verde oscuro normal para tornarse
violenta sobre la cascara que se encuentra muy cerca al pedunculo, posteriormente las células
que forman el tejido del peddnculo, aproximadamente a 1 cm del fruto, comienzan a tomar
una coloracion de café claro a obscuro, aparentando una especie de ahorcamiento.
Finalmente, la corteza se torna necrética, y el fruto dafiado se desprende o permanecer
adherido al pedunculo (CESAVEG, 2007).



Delgado y Villanueva (2014) identifico como agente causal del anillamiento del
pedunculo en aguacate a los hongos Colletotrichum gloeosporioides y Alternaria sp. La
pudricion de pedicelo se controla al cosechar los frutos con pedunculo largo (10 mm) para
evitar que los hongos penetren hasta la pulpa, y no ocasionar dafios mecanicos al fruto
durante la cosecha, transporte, empaque Yy almacenamiento. En campo se aplican
productos ricos en Zinc (Morales, 2001) ya que esta enfermedad también se atribuye a la

deficiencia de este elemento.
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V. MATERIALESY METODOS

5.1 Localizacién del experimento

El trabajo se realizé en la Facultad de Ingenieria Agrohidrahulica ubicada en San Juan
Acateno, Teziutlan, Puebla (Figura 1). Se encuentra en las coordenadas GPS: Longitud
(dec): -97.367222, Latitud (dec): 19.876389, y a una altura de 1617 msnm (INEGI, 2018). El
area designada para este experimento es el area designada para fruticultura donde se
encuentra establecido el cultivo de aguacate Hass. Adicional a esto se hizo un segundo
muestreo en Tlatlauquitepec con el objetivo de corroborar la existencia del mismo patdgeno

asociado a anillamiento del pedunculo

San Juan Acateno SCSEEE ' x> :
w7 - ¥ FlaH

N - &
=YY ‘.r' A i ) e
Google%r‘fh o T
e s i \

| /

Figura 1.Sitio de establecimiento del experimento. San Juan Acateno, Teziutlan
Puebla.
Fuente: Google Earth Pro.

5.2. Material vegetal.

Arboles de aguacate Hass de 7 afios, injertados en portainjertos criollos de la region,
con distancia de plantacion de 6 X 6 m.
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5.3. Identificacion del agente causal

5.3.1 Aislamiento del agente causal del anillamiento del pedinculo

De los primeros frutos con sintomas se eligieron dos frutos con diferente grado de dafio
de la enfermedad, y cada uno se corto en trozos del tejido infectado, estos cortes fueron de
aproximadamente 1 cm partiendo del punto de unidn entre el peddnculo y la cascara (Figura
2). Estos trozos se colocaron en hipoclorito de sodio al 2 % por 1 minuto, se escurrieron en
sanitas secas, posteriormente se colocaron en agua destilada estéril para quitar los restos de
cloroy se secaron en sanitas estériles para eliminar el exceso de agua. Todos los trozos fueron
manipulados con pinzas estériles y colocados en cajas Petri con medio de cultivo ADS (Agar
Dextrosa Sabouraud) (Anexo 2). Las cajas fueron incubadas por 48 horas a 30 °C y después
de este tiempo fueron revisadas para observar el crecimiento del hongo u hongos presentes.
Para el aislamiento se tomaron con una aguja de diseccion, parte del crecimiento que salié
del tejido colocado sobre el medio, este fue colocado en una caja nueva, e incubado como se
describié anteriormente. Todas las cajas fueron etiquetadas con la fecha y el nombre del
posible hongo sembrado.

Figura 2. Enumeracion de sitios de tejido analizado.

5.3.2. Descripcion morfoldgica y molecular del agente causal del anillamiento del
peddnculo

La descripcion morfoldgica del o los agentes causales del anillamiento del peddnculo se
hizo con base en las claves taxonomicas libro descritas Barnett and Barry B. Hunter (1998),

y de acuerdo a éstas, se identifico el género al que pertenece los hongos descritos.
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Posteriormente se crecio6 el hongo sobre papel filtro colocado sobre cajas Petri con medio de
cultivo ADS (Agar Dextrosa Sabouraud). Estas cajas fueron incubadas por 48 horas a 30° C
y después de 5 dias con el hongo crecido se procedio a la extraccion de ADN para proceder

con la extraccion molecular.

5.3.2.1. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se colectd con ayuda de una espatula 2.5 mm?® de micelio
crecido sobre el papel filtro. Este micelio se deposito en un micro tubo de 1.5 mL esterilizado
previamente, se liofilizo por 8 horas en un equipo de liofilizacion LABCONCO Freezone de
4,5 litrosa, para eliminar la humedad y realizar la extraccion de ADN. Para la extraccion de

ADN se utilizo el protocolo de Quiagen modificado (Anexo 3).

5.3.2.2. Amplificacion molecular del ADN extraido

La amplificacion del ADN extraido fue hecho para la region ITS del gen 5.8S rRNA con
los primers ITS1: 5-ATTACCGAGTTTTCAACTCCC-3* 'y ITS2: 5'-
ACCTGATTCGAGGTCAACGTTC-3" (White et al. 1990) los cuales se resuspendieron
antes de su uso (Anexo 4). La mezcla utilizada para la amplificacion del ADN se hizo de

acuerdo al cuadro 4, utilizando las condiciones descritas en el cuadro 5.

Cuadro 4.Mezcla de reaccion para amplificacion de ADN para la region ITS.

Cantidad

MgCl. 25 UL
dNTPs 5 uL

ITS1 30 pL
ITS2 30 pL
Taq 20 pL
Buffer 50 pL
Trealosa 60 pL
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DNA 3uL
ADN 3uL
Volumen total 25 pL

Cuadro 5.Condiciones utilizadas en la amplificacion del ADN para la region ITS.

Grados Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94° 3 min 1
Desnaturalizacion 94° 30 seg
Alineacion 57° 40 seg 35
Extension 72° 20 seg
Extension final 72° 10 seg 1

Posteriormente a la amplificacion del espacio transcripto (ITS) de cada muestra fue

secuenciado el producto amplificado por los laboratorios Macrogen en Corea.

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit versién 7.1.9 (Hall,
1999) vy el arbol filogenético fue generado con el método Neighbor-joining utilizando el

programa Mega version 3.6 (Tamura et al., 2011).

5.4. Evaluacidon de dafio por el agente causal del anillamiento del pedunculo en fruto de
aguacate (Persea americana Mill) dependiendo del estrato, la época de muestreo y la

orientacion donde se encuentran los frutos.

Para la evaluacion del dafio de anillamiento en frutos se realizd un muestreo en
bloques completos al azar donde los bloques se formaron de acuerdo a la posicion donde se
encuentra cada arbol. Los muestreos se realizaron en 8 arboles los cuales se distribuyeron de
la siguiente manera: 4 en la periferia y dos en el centro, los arboles muestreados se dividieron
en 3 estratos de copa (Figura 3) para tener 12 tratamientos (Cuadro 6). En cada uno de los
estratos se tomaron 4 ramas para hacer un total de 12 ramas por arbol, en cada una de estas
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se conto el total de frutos enfermos y sanos, cada 8 dias se realiz6 un nuevo conteo con la
finalidad de poder observar el comportamiento de la enfermedad en el tiempo con respecto a
las condiciones de temperatura y humedad relativa, las cuales se tomaron de la estacion

meteoroldgica de la Facultad de Ingenieria Agrohidraulica.

Cuadro 6.Tratamientos

Tratamientos

T1 Alto Norte (AN)
T2 Alto Sur (AS)
T3 Alto Este (AE)
T4 Alto Oeste (AO)
T5 Medio Norte (MN)
T6 Medio Sur (MS)
T7 Medio Este (ME)
T8 Medio Oeste (MO)
T9 Bajo Norte (BN)
T10 Bajo Sur (BS)
T11 Bajo Este (BE)
T12 Bajo Oeste (BO)
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Figura 3. Estratificacion del arbol de aguacate muestreado

El estudio se llevo a cabo durante los meses de mayo y junio que es el tiempo donde se ha

observado la mayor incidencia de la enfermedad.

5.5. Efecto de la temperatura y precipitacion sobre la cantidad de frutos dafiados por
anillamiento del pedunculo.

Para conocer el efecto de la temperatura y precipitacion sobre el porcentaje de frutos
dafados se tomaron lecturas de estos dos factores climaticos de la estacion meteoroldgica
de la Facultad de Ingenieria Agrohidrahulica, durante los meses de mayo y junio en los cuales
se contaron los frutos dafiados por estrato y con diferente orientacion (Norte, Sur, Este, Oeste)
con la finalidad de determinar cémo afecta la temperatura en el desarrollo del agente causal
del anillamiento del pedinculo del fruto de aguacate (Persea americana Mill).
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5.6. Andlisis de datos y variables a medir en el experimento

Los datos se analizaron en un arreglo factorial 3 x 4 con un disefio en bloques completos
al azar con los cuales se formaron 12 tratamientos. Las variables que se midieron en el
experimento fueron el dafio por anillamiento del pedinculo dependiendo del estrato y la
orientacion de copa del arbol de aguacate. Los datos obtenidos como recuento de una
distribucion de Pirsson fueron trasformados con la funcion v1/X por tratarse de valores
heterogéneos  (presencia de ceros y valores grandes) obtenidos de las unidades

experimentales.

Con estos datos se realiz6 un analisis de varianza y comparacion multiple de medias eligiendo
el mejor tratamiento por medio de la prueba de Tuckey. De igual forma se analizaron los
datos con una prueba de correlacion lineal obtenidos de la temperatura y precipitacion
durante la toma de muestras para determinar el efecto que estos dos factores en el desarrollo

del anillamiento del pedinculo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion del agente causal

Se aislaron 10 cepas de dos huertas diferentes de aguacate. En la primera, Cerrito de

Guadalupe, Tlatlauquitepec, se aislaron 3 cepas, mientras que en la segunda localizada en la

Facultad de Ingenieria Agrohidraulica se aislaron 7 cepas (Cuadro 7). Se identifico la

presencia de la enfermedad independientemente de la variedad Hass o criollo y sin importar

el sitio de donde se extrajo el corte de tejido de fruto. Los sitios de donde mas se aislé el

patdgeno fue el corte encontrado entre el punto de union del pedinculo y la cascara corte 3

de acuerdo a la Figura 2, y el sitio donde no se aislé el patdgeno fue el denominado como 0

encontrado sobre la cascara.

Cuadro 7.Cepas aisladas dependiendo de la localidad, sitio en el fruto y variedad de

aguacate.

Localidad Localizacion Clave del aislamiento NCAP
Cerrito de Guadalupe 195221, 972911 P1F2R1C1 1
(Tlatlauquitepec) P1F2C3 3

P1F1C4 4
FIAH (Teziutlan) 195224,972141 P2F2R1C3 3
P2F2R2 2
P2F2R2C4 4
P2FCRIOLLO1R2C2 2
P2F1R1C5 5
P2FCRIOLLO1R1 1
P2F1R1C3 3

NCAP; Numero correspondiente al corte de donde se aislo el patdgeno. FIAH; Facultad de

Ingenieria Agrohidraulica.
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La falta de aislamiento del patdgeno sobre el sitio 0 (sobre la cascara) se debe a que
son sitios mas contaminados a diferencia de las demas sitios donde si se aislo, esto debido a
que el avance de la enfermedad es més rapido en este sitio donde las células del epicarpio
son mas fragiles que las células que componen los tejidos del pedinculo.

6.1.2. Descripcion morfolégica y molecular del agente causal

Todas las cepas aisladas de frutos dafiados por Anillamiento (Figura 4) se
caracterizaron por presentar una tonalidad obscura a negra con micelio liso y crecimiento
adherido al medio de cultivo (Figura 4B). La observacion morfoldgica al microscopio de
este tipo de micelio mostro estructuras caracteristicas de esporas denominadas fragmosporas
las cuales se observaron con tabiques con 1 a 2 septos (Figura 4Ca y Figura 4Cb), y con 4
septos (Figura 4Da) dichas caracteristicas concuerdan con las reportadas por Morales y
Palomares (1991) quienes observaron esporas con forma de tabiques transversos y
longitudinales al identificar al hongo atacando aguacate y causando el anillamiento. El
producto amplificado por PCR mostraron bandas con 400 Bp dicho producto al ser
secuenciado y comparado con el banco de genes NCBI mostro que la secuencia de ADN
tienen el 99 % de identidad con el hongo Alternaria alternata. En la Figura 5 se puede ver
que los aislados se agruparon con la secuencia de este hongo. A. alternata es un
microoraganismo fitopatdgeno tipico de arboles frutales, autores como Delgado y

Villanueva (2014) lo detectaron atacando aguacate.
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Figura 4. Fruto dafado por anillamiento (A), Aislamiento de Alternaria alternata con
micelio obscuro crecido sobre papel celofan a 32 °C+/- 2 °C (B). Fragmosporas con
dos septos trasversos (Ca). Fragmosporas con un septo trasverso (Db).

KX073998.1 Alternaria alternata
P2F1R1CA

P2FCRIOLLO1R1
P2FCRIOLLO1R1
100 | P2F2R2C4
P2F2R1C3
P1F1C4
P1F2R1CT
P1F2C3

KX073998.1 Alternaria tenuissima

|
100 L Trichoderma sp.

P
010

Figura 5. Filogenia de aislados de Alternaria alternata inferencia del analisis neighbor
joining de los datos de la region ITS, tomando como referencia secuencias de la coleccion
NCBI. Solo se muestran los valores de boostrap arriba del 80 %.
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6.2. Evaluacion de dafio por el agente causal del anillamiento del pedunculo en fruto de
aguacate (Persea americana Mill) dependiendo del estrato, la época de muestreo y la

orientacion donde se encuentran los frutos.

Datos transformados con la funcién V1/X del dafio evaluado de la huerta de la
Facultad de Ingenieria Agrohidraulica localizada en Teziutlan Puebla con los que se realizo

el andlisis estadistico (Cuadro 8).

Cuadro 8.Datos transformados con la funcién V1/X obtenidos de observaciones y conteos

de frutos enfermos en tres fechas de muestreos del afio 2019.

Orientacion
(Fac B) Estrato (Fac A)
Alto (1) Medio (2) Bajo (3) Muestreo
Lm vV VEVIEVIE LI VOV VEVIEVIE LIV VO VE VI VI
Norte (1) 11 1 057 041 0.7 11 057 1 1 1 05 11 107 1 1 1 30de
mayo
Sur (2) 111 1 1 1 11 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 Muesteo
Este (3) 111 1 1 1 11 1 107 1 11111 11 1 1 LMD
Oeste(d) 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11111 11 1 1
Norte 11 1 1 1 1 11 1 057 1 1 1 111 1 1 1 1
07 de
Sur 111 1 1 1 11 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 junio
Este Muestreo
11 1 1 1 1 07 1 1 1 1 1 1 111 11 1 1 5y
Oeste 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1711 1 1 1 1
Norte 11 1 1 1 1 11 1 1 1 14 1 11 1 1 1 1 1
14 de
Sur 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1111 1 1 1 1 1 junio
Este 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 111 11 1 1 Muestreo
3 (M3)
Oeste 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1711 1 1 1 1

En el estudio no se observé diferencia significativa entre arboles (Bloques) F(7,18)=
0.2727, P < 0.05, independientemente del estratos; alto, medio y bajo de los 8 arboles
muestreados en ningunos de los tres muestreos, y aunque en las ramas muestreadas con
orientacion norte presentaron alta cantidad de frutos (63 %) que mostraron la enfermedad en

la primera fecha de muestreo (Figura 6), y en el segundo (25 y 38 %) y tercer muestreo
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observa la misma tendencia (25 y 13 %), no se observd diferencia estadistica entre estratos

en el muestreo uno F,18= 0.3863, P < 0.05 ni tampoco en los demas muestreos.

Por otra parte a diferencia del muestreo dos y tres donde la orientacion norte muestra
una mayor presencia de la enfermedad, en el primer muestreo si hubo diferencia estadistica
significativa entre puntos cardinales u orientacion (FACB: Norte, Sur, Este, Oeste) F 18)=
=0.0009, P < 0.05. Cuadro 9.

Cuadro 9. Resultados del analisis ANOVA de datos transformados, obtenidos de conteos de
frutos enfermos de aguacate en tres fechas de muestreos del afio 2019.

Fuente GL Cuadrado Estadistico Valor de
de la media F P
Entre arboles (Bloque) 7 0.0132212 1.28 0.2727
Entre estratos (FACA) 2 0.0099656  0.96 0.3863
Entre puntos cardinales u orientacion 3 0.0633593  6.12 0.0009
(FACB)
Estratos por orientacion (FACA*FACB) 6 0.0089656  0.87 0.5237
Total 18

Esto sugiere que la orientacion juega un papel importante en la incidencia de la
enfermedad por anillamiento del pedunculo, Alcaraz (2012) menciona que hacia el norte
existe mas humedad que hacia el lado sur, esto podria ser la razén por la que los arboles
presentaron un mayor numero de frutos dafados hacia el norte. Por otra parte, el analisis
estadistico no indicé diferencia entre niveles (Alto, Medio, Bajo) del factor A (Estrato), esto
se puede comprobar, al observa presencia de la enfermedad en todos los estratos de todos
los muestreos, Antoniazzi y Dattilo (2016) mencionan que los arboles afectados por alguna
enfermedad patogena son dafiados en toda su estructura vegetal por consiguiente el

anillamiento afecta en cualquier estrato de copa.
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Figura 6. Porcentaje de &rboles dafiados por anillamiento del pedunculo muestreado en tres
fechas diferentes y con diferente orientacion.

Los resultados con la prueba Tukey de la comparacion de medias de los tratamientos
Unicamente del factor B (orientacion; Norte, Sur, Este. Oeste) del primer muestreo, el cual
mostro diferencia significativa, mostraron que efectivamente el tratamiento (Norte) fue

diferente a los demas Cuadro 10, esto indica que la orientacidn es un factor para que la
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enfermedad prospere. La observacién directa indica que en el tratamiento Norte se presento
mayor humedad en comparacion a los demas tratamientos, por tal motivo en el tratamiento
Norte se presento mayor numero de frutos dafiados.

Cuadro 10. Diferencias de medias Tukey del factor B (Orientacion) analizado como
tratamiento en el primer muestreo.

Tratamiento Frutos dafiados por anillamiento

Norte 0.89375b
Sur 1.00000 a
Este 0.98750 a

Oeste 1.00000 a

Coef. Var 73.46718

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

También se observé que los datos de dafio del bloque 8 (Arbol 8) los cuales se tomaron de

un arbol criollo también presentd dafio.

6.3. Efecto de la temperatura y precipitacion sobre la cantidad de frutos dafiados por
anillamiento del pedinculo tomando en cuenta el factor B (Orientacién) y como

tratamiento la orientacion norte de todos los muestreos.

El andlisis de correlacion entre los resultados de incidencia de anillamiento del
pedunculo y la temperatura media anual, indicaron una ligera dependencia negativa Rz =
0.0622 (Figura 7A), entre la variable X (Epoca de muestreo) en las cual la temperatura media
anual fue de 22.5° C en el primero, 27.5° C en el segundo muestreo y 27.0 ° C en el tercero,
con lavariable Y (Incidencia de la enfermedad por anillamiento) la cual fue 63 % en el primer
muestreo (30 de mayo), 25 % y 38 % en el segundo (7 de junio) y, 25y 13 % en el tercero
(14 de junio).
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Figura 7. Porcentaje de frutos dafiados por anillamiento del pedinculo muestreado en tres
fechas diferentes y con diferente orientacion. Frutos dafiados y temperatura de muestreo (A),

frutos dafiados y precipitacion (B).

De igual manera se observa una ligera dependencia negativa R? = 0.0514 (Figura 7B)

con la precipitacion la cual fue de 0, 4.6, 22.2 mm en el primero, segundo y tercer muestreo

respectivamente. Esto quiere decir que conforme incremento la temperatura y la precipitacion

desde el primer hasta el tercero muestreo, fue disminuyendo la cantidad de frutos dafiados

por anillamiento en las ramas encontradas en la parte norte de la copa, en medio y la parte

alta del arbol (Figura 8), esto indica que la enfermedad necesita temperaturas mas frescas

que 27 ° C y menor precipitacion a 22.2 mm para proliferar de manera exitosa.
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Figura 8. Temperatura, precipitacion y porcentaje de frutos dafiados por anillamiento del
pedunculo muestreado en tres fechas diferentes en los estratos alto (A), medio (B), y bajo

(C).
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VII. CONCLUSION

Las caracteristicas morfoldgicas indicaron que una de las causas de la enfermedad
conocida como anillamiento de peddnculo es el hongo descrito como Alternaria alternata
cuya secuencia de ADN a 400 bp se compar6 con el banco de genes NCBI y mostro 99 % de

identidad con este hongo.

El mayor porcentaje de frutos dafados fue de 63 % y se presentd en el primer
muestreo en todos los estratos a diferencia del segundo (25, 38, 0 %) y tercer muestreo (25,

25y 13 %) que disminuyod.

La parte norte del arbol puede presentar los porcentajes de dafios mas altos, debido a
que hubo diferencia significativa en esta orientacion en el primer muestreo al comparar la

cantidad de frutos dafiados en los puntos Norte, Sur, Este, Oeste.

El anillamiento del pedunculo se pude presentar tanto en la variedad Hass como en

aguacates criollos ya que no se observo diferencia significativa entre arboles muestreados.

En cualquier parte del arbol pude presentarse la enfermedad por anillamiento del
pedunculo ya que el andlisis estadistico no indico diferencia significativa entre niveles (Alto,

Medio, Bajo) del factor Estrato.

El anillamiento del peddnculo tiene menor afectacidn a temperaturas mayores a 27 °C
con precipitacion de 22.2 mm, es decir que la enfermedad necesita temperaturas mas frescas

que 27 °C y menor precipitacion a para proliferar de manera exitosa.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. ADN

ADN (metasilicato de sodio) (sigma 53514) = 2.1 g disolver en 100 ml de agua
destilada estéril, luego agregue otros 94 ml de agua y luego agregue acido citrico (sigma
c0706). 2 butoxi etanol al etilenglicol butil éter (sigma 531551) esterilizar mediante filtracion

y mirar a temperatura ambiente). Agitar manualmente.

Anexo 2. Preparacion de medio de cultivo agar dextrosa y papa (ADP)

Disolver 39¢g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, remojar de 10 a 15
minutos, calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto. Esterilizar a 121°C

durante 15 minutos, una vez esterilizado enfriar a unos 40-45°C y vaciar en cajas de Petri.

Anexo 3. Protocolo de Extraccién de ADN Quiagen modificada

A este tubo se coloco en un flotador y se sumergio6 en nitrégeno liquido, se coloca N
liquido en los tubos dentro del termo, se saco el tubo y se macero la muestra con un
micropistilo. Después se mezcla la muestra con 400 pL de Buffer AP1, 4 pL de RNAasa y
6uL de Mercaptoethanol se paso por el vortex por 30 segundos, posteriormente se paso al
termoblock por un periodo de 10 minutos a 65°. Se agregan 20 pL de proteinasa K, se volvio
a colocar en el termoblock 60 minutos a 65°, y se fue agitando por periodos de 15 minutos
en el vortex por 60 segundos repartidos en 5, 30 y 15 segundos respectivamente. Se agrego
130 pL de Buffer AP2 y las muestras se colocaron en hielo por 5 minutos, se centrifugo a
méaxima velocidad por 5 minutos, se pipeteo la mezcla y se coloco en un filtro color lila, se
volvio a centrifugar a méxima velocidad por 2 minutos, se desecho el filtro y se transfirio el
fluido a un nuevo tubo y llevar a un volumen de 1.5 con Buffer AP3/E (AW1), se tomo 650
uL de la mezcla y se coloco en el filtro blanco, se centrifugo a 8000 rpm por 1 minuto, se
descargo el fluido y se coloco nuevamente el filtro, se coloco el resto de la mezcla que se
tenia en el tubo con el Buffer AP3/E todo esto se volvié a centrifugar a 8000 rpm por 1
minuto, posterior a esto se descargo el fluido y se coloco el filtro en un nuevo tubo de 2 ml a
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este se agrego 500 pL de Buffer AW2 se centrifugo a 8000 rpm por un minuto, después se
transfirio el filtro a un nuevo tubo cuidando que este no tocara el fluido del tubo ya usado, a
este nuevo tubo con el filtro se agrego 50 pL de Buffer AE y se incubo por 5 minutos a
temperatura ambiente, posterior a esto se centrifugo a 8000 rpm por un minuto, se agrego 50
pL de Buffer AE y se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos, se centrifugo a velocidad
méaxima por 1 minuto por ultimo se desecha el filtro y se almaceno a -20°C. Para evaluar la
calidad del ADN extraido se utilizo una camara de electroforesis horizontal marca
Thermoscientific, modelo NANODROP 2000c) mediante un gel de agarosa al 1.5% que fue
visualizado en un transiluminador (Marca UVP, modelo 3UV-LMS26).

Anexo 4. Resuspension de Primers

Centrifugar el primer a 8000 rpm por 1 minuto, agregar 369 pL TE al frasco del
primer = 100 picomoles, agitar con el vortex por 1 minuto, centrifugar 8000 rpm por 1 minuto
y bajar a 10 picomoles, tomar 50 pL de la mezcla, ponerlo en 450 DTE da un total de 500
uL por ultimo hacer 5 alicuotas de 100 L.

Anexo 5. Anexo 5. Preparacion de gel de agarosa 1.5 %

Colocar en un matraz 80 ml de TAE y 1.2 g de Agarosa esto se calienta en microondas

hasta que la mezcla sea uniforme y cristalina.
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