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Resumen

El cultivo del aguacate se ve afectado por diversas enfermedades que ocasionan pérdidas
economicas al afectar la calidad del fruto, entre las cuales destaca la rofia. En los frutos se
observan lesiones de color café, de forma irregular y de aspecto corchoso, causadas por varios
hongos fitopatogenos dificiles de controlar. El presente estudio se establecié con los objetivos
siguientes: aislar e identificar los hongos relacionados con el sindrome de rofia en aguacate,
asi como evaluar el control quimico in vitro e identificar el mejor producto. Se colectaron frutos
de aguacate con sintomas de rofia en cuatro localidades del estado de Michoacan: Nuevo
Parangaricutiro, Tancitaro, Uruapan y Ario de Rosales. Se realizaron aislamientos en medio
de cultivo PDA Los hongos aislados fueron Colletotrichum sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis
sp., Nigrospora sp. y Curvularia sp. Para el control se utilizaron ocho fungicidas
(azoxystrobin+metalaxil, azoxystrobin, azoxystrobin+fludioxonil, pyraclostrobin, tiabendazol,
folpet, boscalid+pyraclostrin e hidréxido cuprico) a la concentracion media recomendada por
el fabricante. Se utilizd6 un experimento completamente al azar con ocho tratamientos, tres
repeticiones y un testigo por cada patégeno. Las mediciones del crecimiento del micelio se
registraron diariamente. Se analizaron estadisticamente mediante un analisis de varianza, y
comparacion de medias de Tukey con probabilidad de error de 5%. Azoxystrobin+fludioxonil
fue estadisticamente el que ejercié el mejor control sobre todos los hongos antes citados.
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IN VITRO CHEMICAL CONTROL OF PATHOGENS RELATED TO SCAB SYNDROME IN
AVOCADO IN DIFFERENT AREAS OF MICHOACAN, MEXICO

Abstract
Avocado cultivation is being affected by several diseases that cause economic loss of the low
quality, scabies being very important. Brown wounds are observed on the fruits, irregular cork
looking, caused by different phytopathogenic fungus hard to control. This investigation was
made with the following objectives: to isolate and identify the related fungus with the avocado
scabies syndrome, also evaluate the chemical control in vitro and find the best product. The
avocado fruits were collected with scabies symptoms in four locations in the state of Michoacan:
Nuevo Parangaricutiro, Tancitaro, Uruapan y Ario de Rosales. Isolations were made in (PDA)
medium, the isolated fungus were Colletotrichum sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis sp.,
Nigrospora sp. and Curvularia sp. To control eight fungicides were used which are
(azoxystrobin+metalaxil, azoxystrobin, azoxystrobin+fludioxonil, pyraclostrobin, tiabendazol,
folpet, boscalid+pyraclostrin and cupric hydroxide) to the recommended medium concentration
of the manufacturer. A completely randomized experiment was used with eight treatments,
three repetitions and one control for each pathogen. The measures of micelial growth were
registered daily. They were statistically analyzed with a variance test and a Tukey means
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comparison test at 5% error. Azoxystrobin+fludioxonil were the best control overall the fungus
mentioned before.

Additional keywords: In vitro control, pathogenic, Colletotrichum sp.

Introduccién
México aporta 3 de cada 10t de aguacate que se producen en el mundo; lo cual lo coloca como
el pais exportador del fruto numero uno; seguido de Indonesia, quien exporta 294 mil 200t; en
tanto nuestro pais supera el millon 316 mil 104t anuales (Sagarpa, 2015).
Existen diversas limitantes que impiden la exportacion del aguacate, provocando una baja
calidad de la fruta, entre éstas se encuentran principalmente las enfermedades causadas por
hongos fitopatégenos. Las enfermedades estan entre los factores que mas limitan la
productividad del arbol. La importancia de un organismo fitopatégeno varia dependiendo del
pais, region productora y el tipo de mercado (nacional o internacional) y puede estar dada por
la distribucidn y severidad de dafos que los patdégenos ocasionan o por su importancia
cuarentenaria para un pais importador (Teliz y Mora, 2007). En general, el establecimiento y
diseminacion de enfermedades en un huerto de aguacate obedece a un mal manejo del cultivo
(ICA, 2012).
Siendo la rofia una de las principales enfermedades que limitan la exportacion de aguacate
(Teliz, 2000). Esta se presenta en México, E.U.A., Argentina, Brasil, Haiti, Peru, Cuba,
Jamaica, Puerto Rico y Africa. En México ha sido registrada en los estados de Michoacan,
Guanajuato, Puebla, Querétaro, Morelos, Nayarit, Tamaulipas y Jalisco (Coria, 2009).
Esta enfermedad tiene importancia por su caracter endémico, lo que implica que cada ano
esté presente en las huertas. Cuando no se hace un control, la enfermedad se difunde
rapidamente estimandose en algunas huertas incidencias del 30 al 40% y en casos extremos
hasta mas del 70%. Ataca a todas las variedades establecidas en México, siendo mas
susceptible la variedad Fuerte, sin embargo, en los ultimos afos la variedad Hass ha sido
severamente atacada. Su dano ocasiona que el precio de venta en la fruta cosechada se
reduzca hasta en un 50%. Para el control fitosanitario se destina del 20 al 50% del gasto total
en el cultivo (Vidales, 1996).
Dado lo anterior se plantearon los siguientes objetivos: a) Aislar e identificar los hongos
asociados al sindrome de rofia en aguacate. b) Evaluar control quimico in vitro de los hongos
relacionados con el sindrome de rofia en aguacate. c) Identificar el mejor producto quimico

para el control de cada uno de los hongos.
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Materiales y Métodos
Se colectaron frutos de aguacate cv. Hass de forma aleatoria con diferentes grados de
desarrollo de la enfermedad en distintas huertas de las zonas productoras de aguacate en
Michoacan (Nuevo San Juan Parangaricutiro, Tancitaro, Uruapan y Ario de Rosales). Las
muestras colectadas se colocaron en bolsas plasticas con sus respectivas etiquetas y se
trasladaron al laboratorio de Fitopatologia para su analisis en la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez” Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
Para poder aislar los patégenos se requirié preparar un medio especial, por lo cual en un
matraz con 1000 mL de agua destilada estéril se disolvieron 39 g de Papa Dextrosa Agar
(PDA) se agito perfectamente y se tapo, posteriormente se calenté en los mecheros hasta su
completa diluciéon. Se coloco el matraz dentro de la autoclave 15 Ib plg? durante 15 minutos.
Después se procedio al vaciado de medio de cultivo en cajas Petri utilizando una campana de
flujo laminar, la cual se limpié utilizando una sanita humedecida con alcohol. Se puso primero
con luz ultravioleta durante 30 minutos y después se encendio la ventilacién y la luz blanca.
Esto con el fin de evitar la entrada de cualquier agente patégeno. Se agregaron
aproximadamente 10 mL de medio de cultivo por cada caja Petri. Se dejoé unos minutos hasta
su solidificacion y después se guardaron para su uso posterior.
Se lavaron los frutos con agua y jabdn. Bajo condiciones estériles con ayuda de un bisturi
flameado, se cortaron trozos de aproximadamente 1 mm del fruto dafado, procurando tomar
de la parte enferma y la parte sana. Se colocé en una capsula de porcelana para su
desinfeccién con hipoclorito de sodio al 3% durante 30 segundos, posteriormente se enjuago
con agua destilada estéril 3 veces para eliminar la presencia de cloro en los tejidos y a
continuacion se colocaron en papel estéril (sanitas) para eliminar el exceso de agua.
Finalmente se procedié a la siembra, para lo cual se utilizé la campana de flujo laminar para
evitar cualquier contaminacion. Se colocaron 5 muestras de tejido en cada caja Petri con el
medio de cultivo, una en cada punto cardinal y otra en medio y se sellaron con la pelicula
plastica (“kleen pack”). Se etiqueté cada caja con el nombre de cada aislamiento. Una vez
terminada la siembra se coloc6 en una incubadora a 26°C
Para identificar el agente causal se tomaron en cuenta sus caracteristicas: forma del micelio,
asi como el color. Se hicieron preparaciones semifijas de micelio procedentes de cepas puras
para su observacion al microscopio colocando una muestra de micelio extraido bajo
condiciones asépticas en el centro del porta objetos previamente desinfectado, agregandole
una gota de lactofenol y por ultimo poniendo el cubre objeto. Finalmente se coloc6 al

microscopio para observar las caracteristicas del hongo y proceder a su identificacion, todo
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esto en base al libro de Barnet y Hunter (1987). Una vez identificadas las muestras se tomo
un trozo en forma de disco con un sacabocados previamente desinfectado de
aproximadamente 1 cm de diametro del cultivo puro y se colocé al centro de una nueva caja
Petri con medio de cultivo que después se sellé con “kleen pack”. Esto se realizé para cada
uno de los hongos encontrados con diferentes caracteristicas. Se revisé diariamente hasta
llegar al completo desarrollo de los hongos.

Se utilizaron ocho tratamientos quimicos: azoxystrobin+metalaxil, azoxystrobin,
azoxystrobin+fludioxonil, pyraclostrobin, tiabendazol, folpet, boscalid+pyraclostrin e hidréxido
cuprico. Con tres repeticiones y tres testigos por cada hongo. Para estos ultimos solo se utilizé
agua destilada estéril. Usando las concentraciones recomendadas por el fabricante del
producto. Se pusieron 10 mL de cada uno de los productos ya preparados en cajas Petri de
vidrio previamente desinfectado. Se sumergieron pequenos pedazos circulares de papel filtro
los cuales se dejaron en las cajas Petri de vidrio aproximadamente 3 minutos; Se dividieron
las cajas Petri en cuatro cuadrantes con ayuda de una regla y se colocaron los pedazos de
papel filtro impregnados con el producto en cada punto cardinal de forma equidistante. Se
utilizé tres cajas como testigo por cada hongo, las cuales también contenian los pedazos de
papel filtro, pero solo impregnadas con agua destilada estéril. Se sellaron las cajas, se
etiquetaron de acuerdo a cada hongo y tratamiento y se colocaron en la camara de incubacién
a 26°C. Se revisaron diariamente y cada 24 h se empezé a tomar las medidas del crecimiento
del hongo con ayuda de una regla graduada. Una vez que el hongo llend las cajas testigo o
que el hongo con los productos toco el papel filtro se dejé6 de medir todas las cajas
correspondientes a ese hongo, y asi para cada uno de los demas (Figura. 1). Las mediciones
del crecimiento del micelio se registraron diariamente y se analizaron estadisticamente
mediante un analisis de varianza, y comparaciéon de medias de Tukey con probabilidad de

error de 5%.

Resultados y Discusién
Los hongos aislados fueron Colletotrichum sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Nigrospora

sp. y Curvularia sp.

Colletotrichum sp.
La colonia vista desde el anverso es de coloracion blanca a grisacea con micelio afelpado. Por
el reverso la coloracion va de verde olivo con un halo blanco en la orilla. Los conidios son

algunos alargados y otros cortos de forma cilindrica.
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Figura 1. Proceso: a) colecta, b) siembra, c) Purificacion, d) Tratamientos, e) Ensayos in vitro, f)

Testigos.

Alternaria sp.

Las colonias son de rapido crecimiento, vista desde el anverso es algodonosa y de color gris
con puntos blancos. Al reverso se puede observar un color mas oscuro formando al final un
halo de coloracion verde olivo. Los conidios se caracterizan principalmente porque son en
forma de maso ovoide con septas longitudinales y transversales, las cuales pueden estar

solitarias o en cadena. El micelio es septado.

Pestalotiopsis sp.

La colonia vista por el anverso es de color blanco y algodonosa con anillos concéntricos, la
cual cuando ha llenado la caja comienza a presentar unos pequefios puntos negros sobre el
medio, de aspecto brillante y de consistencia dura que corresponden a los picnidios del hongo.
En el reverso se puede apreciar un color salmén y blanco con anillos concéntricos. Los
conidios son cortas, presentan generalmente de tres a cuatro septas transversales cada una

con tres apéndices hialinos en uno de sus apices u otro en el opuesto.

Nigrospora sp.
La colonia vista desde el anverso es de color blanco al inicio, con el tiempo se va tornando
grisacea y oscura con puntos blancos y crece de forma irregular. En el reverso la coloraciéon

va de un color blanco a salmén. Los conidios son solitarias, completamente negras y esféricas.
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Curvularia sp.

Se puede observar en los frutos de donde se aislé este hongo, que los sintomas de rofa se
aprecian aproximadamente en un 90% cubriendo el fruto. Las colonias son algodonosas, de
color blanco a gris en el anverso. En el reverso se presentan con una coloracién oscura
formando un halo blanco en la orilla. Los conidios son curvados en su mayoria con tres septos
transversales.

Lo anterior coincide con Robles et al. (2015) quienes al realizar aislamientos de frutos con
sintomas de rofa encontraron los siguientes géneros con mayor frecuencia: Alternaria,
Colletotrichum, Nigrospora, Epicocum, Phomopsis, Botriosphaeria, Pestalotipsis, Glomerella.
Lo anterior también coincide con Esquivel (2004), quien menciona a alternaria sp. causando
pecas en fruto y Pestalotiopsis sp. causando manchas corchosas también en el fruto, pero en

este caso en cultivo de guayaba (Figura 2).

Figura 2. A) Sintomas de rofa en fruto. b) Colonia de Colletotrichum sp. vista desde el anverso. c)
Conidio unido al conidiéforo y conidios maduros. d) vista desde el reverso. B) a) Sintomas de rofa. b)
Colonia de Alternaria sp. vista desde el anverso. d) Conidios tipicas de Alternaria sp. d) vista desde el
reverso. C). a) Sintomas de rofia. b) colonia vista desde el anverso c) conidios tipicos de Pestalotiopsis
sp. d) colonia vista desde el reverso. D). a) Sintomas de rofia. b) Colonia de Nigrospora sp. vista desde
el anverso. ¢) Conidio unida al conidi6foro. d) Colonia vista desde el reverso. E). a) Sintomas de rofa.
b) Colonia de Curvularia sp. vista desde el anverso ¢) Conidio. d) Colonia vista desde el reverso.

Una vez realizados los bioensayos y haber obtenido los resultados, estos fueron sometidos a
un analisis de varianza y los tratamientos que mostraron diferencias estadisticas entre ellos

fueron sometidos a la separacion de medias de Tukey (P<0.05) en SAS® (Cuadro 1).
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Cuadro 1. P>F en los analisis de varianza de los bioensayos de ocho fungicidas para el control de los

hongos encontrados asociados al sindrome de “rofia” en aguacate ‘Hass’.

Dias evaluados donde P>F

Hongos 1 2 3 4 5 6 7 8

Colletotrichum sp. 0.615  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
Alternaria sp. 0.236  0.018* 0.011* 0.007** 0.004** 0.001**
Pestalotiopsis sp.  0.001*  0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000**
Nigrospora sp. 0.000** 0.000** 0.000**

Curvularia sp. 0.839 0.755 0922 0.725 0.715 0.680 0.635 0.642

Azoxystrobin+fludioxonil fue estadisticamente el que ejercié el mejor control sobre todos los
hongos antes citados. Tiabendazol también controlé a Colletotrichum sp. y Pyraclostrobin a

Alternaria sp. Para Curvularia sp. no hubo diferencia estadistica entre tratamientos (Figura 3).

Conclusiones

El sindrome de rofa en aguacate es causado por la asociacion de varios hongos fitopatégenos.
Los patégenos asociados a sindrome de rofa encontrados fueron Colletotrichum sp.,
Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Nigrospora sp. y Curvularia sp. Sphaceloma perseae no se
encontrd en las zonas de colecta asociado con sintomas de rofia. Bankit Gold (Azoxistrobin +
Fludioxonil) fue el producto que permitié mayor control sobre el crecimiento de Pestalotiopsis
sp. y Nigrospora sp. Para Colletotrichum sp. Tecto 60 (Tiabendazol) y Bankit Gold
(Azoxistrobin + Fludioxonil) fueron los productos que mostraron una mayor inhibicion en el
crecimiento del hongo. Headline (Pyraclostrobin), Folpan (Folpet), Blue Shield (Hidroxido
cuprico), Bankit Gold (Azoxistrobin + Fludioxonil) y Cabrio (Boscalid + Pyraclostrobin) fueron
los productos que mejor funcionaron sobre la inhibicidon del crecimiento de Alternaria sp. pero
que tuvieron el mismo comportamiento entre ellos. De manera general se observa que el
producto que tuvo una mayor eficacia en la inhibicién de los hongos encontrados fue Bankit
Gold (Azoxistrobin + Fludioxonil).
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Figura 3. Efectividad de fungicidas sobre Alternaria sp., Colletorichum sp., Pestalotiopsis sp y

Nigrospora sp.
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