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RESUMEN GENERAL

La pudricion de raiz es una de las principales enfermedades que afectan al cultivo de
aguacate y Phytophthora cinnamomi es el patdogeno més frecuentemente asociado a la
enfermedad. Se ha estimado que solo en el estado de California, EUA las pérdidas en cultivos
causadas por P. cinnamomi superan los 40 millones de dolares anuales. En California
encontraron dos clados genéticamente distintos de aislados de tipo de apareamiento A2 (A2
clado I y clado II), los pertenecientes al clado I, se caracterizaron por ser mas virulentos y
menos sensibles a fosfito de potasio (Fp), este linaje clonal podria haber sido introducido en
el sur de California proveniente de México, sin embargo esto no estd demostrado. Por lo que
el objetivo del presente estudio fue caracterizar poblaciones actuales de Phytophthora
cinnamomi colectadas en Michoacdn, México de raices de aguacate con pudricion y
compararlas con aislados de California, Estados Unidos. Se obtuvieron 171 aislados de nueve
municipios y se determind el tipo de compatibilidad de estos. Se evalu6 la sensibilidad in
vitro a Fp y Mtx de 50 aislados seleccionados de P. cinnamomi, asi como su virulencia en
hojas de Nicotiana benthamiana. A partir de estos 50 aislados se selecciono un subgrupo de
10 que representaban la variacion fenotipica de la poblacion de México (MEX) para realizar
pruebas de virulencia en aguacate. Estos 10 aislados se compararon con 10 seleccionados en
Estados Unidos de América (EUA) en base a su sensibilidad a Fp y velocidad de crecimiento.
Adicionalmente se analizaron 25 aislados obtenidos de raices con pudricion, del municipio
de Zitdcuaro por ser una zona no estudiada anteriormente y aislados de Phytopthora
diferentes a P. cinnamomi obtenidos de raices de aguacate con pudricidn, se caracterizaron
morfolégica y molecularmente y se realizaron pruebas de patogenicidad. Los aislados
diferentes a P. cinnamomi, presentaron caracteristicas morfologicas de P. mengei lo cual se
confirmé molecularmente. Los valores obtenidos de CEso para P. mengei fueron de 3.67 y
0.737 pg mL! de ia., para FP y Mtx respectivamente. Los aislados de Zitdcuaro
correspondieron a P. cinnamomi 'y fueron mas sensibles a Fp que a Mtx. Los aislados de los
nueve municipios, presentaron las caracteristicas morfologicas de P. cinnamomi, lo cual se
confirmo6 molecularmente en una muestra. En las pruebas de sensibilidad, los aislados fueron
mas sensibles a Fp que a Mtx. Los valores de CEso oscilaron entre 7 a 61 con una media de
29 g fosfito de potasio mL! y para metalaxil-M oscil6 entre 0.17 y 0.57 con una media de

0. 25 pg de metalaxil-M mL-!. No se observaron diferencias significativas entre aislados, solo



entre tratamientos. Se observo variacion en las pruebas de virulencia, los aislados TGR-3-5,
UPNS-4-1y TANR-3-5, ZITR-3-3 fueron los mas y menos virulentos respectivamente en las
dos pruebas. No se observo una relacion entre el origen geogréfico con la virulencia ni la
sensibilidad de los aislados. Todos los aislados colectados en MEX y los seleccionados de
EUA presentaron tipo de compatibilidad A2. Los aislados de EUA y MEX fueron
estadisticamente iguales con respecto CEso para Fp, sin embargo, en la tasa de crecimiento
si se observaron diferencias significativas. Aunque se encontraron similitudes entre los
aislados de P. cinnamomi de EUA y MEX con respecto a sensibilidad a Fp y a tipo de
compatibilidad es necesario realizar otros estudios y analizar un mayor niimero de aislados
para determinar si pudieron haber sido introducidos desde México hacia Estados Unidos de

América.
Palabras clave: sensibilidad, virulencia, tipo de compatibilidad, fenotipica, CEso

GENERAL ABSTRACT

Root rot is one of the main diseases that affect avocado crops and Phytophthora cinnamomi
is the pathogen most frequently associated with the disease. It has been estimated that in the
state of California alone, crop losses caused by P. cinnamomi exceed 40 million dollars
annually. In California they found two genetically distinct clades of A2 mating type isolates
(A2 clade I and clade II), those belonging to clade II, were characterized by being more
virulent and less sensitive to potassium phosphite (Fp), this clonal lineage could have been
introduced to southern California from Mexico, however this is not proven. Therefore, the
objective of the present study was to characterize current populations of Phytophthora
cinnamomi collected in Michoacan, México from avocado root rot and compare them with
isolates from California, United States. One hundred and seventy one isolates from nine
municipalities were obtained and the compatibility type of these was determined. The in vitro
sensitivity to Fp and Mtx of 50 selected isolates of P. cinnamomi was evaluated, as well as
their virulence in Nicotiana benthamiana leaves. From these 50 isolates, a subgroup of 10
that represented the phenotypic variation of the population of Mexico (MEX) was selected
to perform virulence tests on avocado. These 10 isolates were compared with 10 selected in
the United States of America (USA) based on their sensitivity to Fp and growth rate.

Additionally, 25 isolates obtained from roots with rot, from the municipality of Zitacuaro,



were analyzed as it is an area not previously studied and Phytopthora isolates different from
P. cinnamomi obtained from avocado roots with rot, were characterized morphologically and
molecularly and pathogenicity tests were performed. Isolates different from P. cinnamomi
presented morphological characteristics of P. mengei, which was confirmed molecularly. The
EC50 values obtained for P. mengei were 3.67 and 0.737 pg mL! a.i., for Fp and Mtx,
respectively. Zitdcuaro isolates corresponded to P. cinnamomi and were more sensitive to Fp
than to Mtx. The isolates from the nine municipalities presented the morphological
characteristics of P. cinnamomi, which was confirmed molecularly on selected isolates. In
the sensitivity tests, the isolates were more sensitive to Fp than to Mtx. ECso values ranged
from 7 to 61 with a mean of 29 pg potassium phosphite mL! and for metalaxyl-M ranged
from 0.17 to 0.57 with a mean of 0.25 pg metalaxyl-M mL!. No significant differences were
observed between isolates, only between treatments. Variation was observed in the virulence
tests, the isolates TGR-3-5, UPNS-4-1 and TANR-3-5, ZITR-3-3 were the most and least
virulent, respectively, in the two tests. No relationship was observed between geographic
origin and virulence or sensitivity of the isolates. All the isolates collected in MEX and those
selected from the USA presented compatibility type A2. The isolates from USA and MEX
were statistically equal with respect to ECso for Fp, however, in the growth rate significant
differences were observed. Although similarities were found between the isolates of P.
cinnamomi from the USA and MEX with respect to sensitivity to Fp and compatibility type,
it is necessary to carry out other studies and analyze a larger number of isolates to determine

if they could have been introduced from Mexico to the United States of America.



INTRODUCCION GENERAL

El cultivo del aguacate. El aguacate (Persea americana Mill.) se cultiva en todo el mundo,
es originario de México y Centroamérica, vestigios de semillas encontrados en asentamientos
humanos en el Valle de Tehuacan sugieren que el aguacate podria haber sido utilizado desde
8000 a 7000 a. C. y posiblemente domesticado al menos desde 5000 a. C. por grupos
mesoamericanos (Galindo et al., 2007). Dentro de la familia Lauraceae el aguacate es la
especie econdmicamente mas importante, es polimorfica subdividida en tres razas, con
caracteristicas botanicas bien diferenciadas, la raza antillana (P. americana var. americana),
la raza guatemalteca (P. americana var. gautemalensis) y la raza mexicana (P. americana
var. drymifolia) (Pérez-Jiménez, 2008). En México, la mayoria de los arboles de aguacate
estan injertados sobre portainjertos de semilla procedente de arboles de la raza mexicana de
polinizacion libre (Salazar et al., 2004). El fruto es una excelente fuente de energia, luteina,
vitamina E, grasas monoinsaturadas y 4cido folico, que brindan beneficios para la salud,
caracteristicas que han contribuido a su creciente popularidad (Araujo et al., 2018; Ashworth
et al., 2007). México es el principal productor de aguacate a nivel global con una produccion
de mas de 2, 300,000 t, con un valor superior a los 49 mil millones de pesos, seguido de
Republica Dominicana, Pert e Indonesia. La variedad 'Hass' es la mas cultivada por su
excelente sabor y altos rendimientos y México es el pais lider en la exportacion de aguacate
a los Estados Unidos, seguido de Chile y Pert (Ashworth et al., 2007; FAOSTAT, 2020). A
nivel nacional, el estado de Michoacan aporta mas del 70 % de la produccion, destacando los
municipios de Tancitaro, Salvador Escalante, Ario de Rosales y Tacambaro por el volumen
producido (SIAP, 2020). Por lo que respecta al municipio de Zitdcuaro de acuerdo al Servicio
de Informacion Alimentaria y Pesquera la produccion de aguacate en este municipio ha ido
en aumento, ya que en 2010 se obtuvo una produccion de 10,027 ty en 2019 de 12, 509 t, lo

que representd un incremento de 19.8 %.

Pudricion de raiz en aguacate. Las enfermedades son las principales limitantes de la
produccion, una de las més devastadoras del cultivo del aguacate a nivel mundial, debido a

su frecuencia, severidad y altas pérdidas econdmicas es la pudricion de raiz o marchitez



(Coffey, 1992; Ramirez-Gil et al., 2014). En México, esta enfermedad afecta a todas las
variedades y es responsable del aumento de la mortalidad de los arboles en las principales
zonas de produccion de aguacate, encontrandose en el 5 % de la superficie total del cultivo
en Michoacéan (Téliz, 2000). La pudricion de raiz en arboles de aguacate ocasiona clorosis,
defoliacién, muerte descendente y muerte de las raices alimentadoras, lo que reduce el
rendimiento y causa la muerte de los arboles (Erwin y Ribeiro 1996; Hardham, 2005). La
enfermedad es mas severa y se desarrolla més rapidamente en suelos pesados, con poco
drenaje y a una temperatura promedio de 24 °C (Zentmyer, 1980; Erwin y Ribeiro 1996).
Especies como P. citricola sensu lato, P. nicotianae, P. niederhauserii, P. palmivora, P.
mengei 'y Phytopythium vexans, también se han reportado asociadas a la enfermedad (Hong
et al., 2009; Rodriguez-Padrén et al., 2018; Hernandez-Pérez et al., 2019). Sin embargo,
Phytophthora cinnamomi es el patdgeno mas frecuentemente asociado a la enfermedad,
infecta raices finas y alimentadoras, pero también puede invadir las raices laterales y tallos
lefiosos por medio de zoosporas moviles especialmente a través de heridas o aberturas

naturales en la capa peridérmica (Erwin and Ribeiro 1996; O’Gara et al., 2015).

Phytophthora cinnamomi. El género Phytophthora ubicado en el phylum Oomycota, se
caracteriza por contener organismos que infectan plantas por medio de zoosporas mdviles
causando enfermedades que ocasionan pérdidas cuantiosas (Erwin and Ribeiro 1996). Dentro
de este género se ubica P. cinnamomi que es considerado uno de los patdégenos de plantas
mas devastadores, infecta cerca de 5000 especies de importancia en la agricultura,
silvicultura, horticultura, ademads de especies silvestres (Hardham y Blackman, 2018; Jung et
al., 2013; Kroon et al., 2012). P. cinnamomi que presenta una temperatura Optima de
crecimiento 24 a 28 °C, se caracteriza por tener micelio coraloide, esporangios sin papila,
clamidosporas globosas, oosporas pléroticas y anteridios anfiginos (Erwin and Ribeiro 1996;
Hardham, 2005). Es un organismo nativo del suelo, que presenta una fase asexual
caracterizada por la formacion de dos tipos de esporas (esporangios y clamidosporas) y una
fase sexual poco frecuente en la naturaleza. Factores como su habilidad para crecer
saprofiticamente en el suelo o asintomdticamente en plantas infectadas (Zentmyer, 1980,
Hardham y Blackman, 2018) asi como la capacidad de formar esstructuras de resistencia

como son las clamidosporas, contibuyen a su supervivencia por largos periodos. El



crecimiento de hifas parece ser un factor importante para su propagacion, pero la infeccion
se inicia a través del movimiento activo de zoosporas biflageladas principalmente (O'Gara et
al., 2015; Hardham y Blackman, 2018). Ademas en pruebas de patogenicidad se ha
demostrado su capacidad de infectar tejidos sin necesidad de heridas (Lucas et al., 2002;
Mondragon-Flores et al., 2022). Se ha estimado que solamente considerando California, las
pérdidas en cultivos causadas por P. cinnamomi superan los 40 millones de dolares anuales

(Ploetz, 2013).

Variabilidad genética de P. cinnamomi. Aunque P. cinnamomi es una especie heterotélica,
que requiere la presencia de los tipos de apareamiento Al y A2 para reproducirse de forma
sexual y poder desarrollar variabilidad genética y fenotipica, se sabe que las especies de
Phytophthora exhiben variacion fenotipica, que se ha observado tanto en el campo como en
medios de cultivo, incluso sin reproduccion sexual (Kamoun, 2003; Pais et al., 2013). Es
posible que este fendomeno se deba a la inestabilidad del genoma, quizis causada por
elementos transponibles, conversion de genes, recombinacién mitotica, aumento del nivel de
ploidia y/o cromosomas dispensables (Pais et al., 2013). Estudios anteriores de poblaciones
de P. cinnamomi, revelaron bajos niveles de diversidad genotipica dentro de la especie y
sugirieron la propagacion clonal del patdogeno en gran parte del mundo, ademas de la
existencia de tres linajes clonales, uno correspondiente a los aislados de tipo de apareamiento
A1l y dos linajes clonales diferentes para los aislados de tipo de apareamiento A2 (A2 tipo 1
y A2 tipo 2) (Eggers et al., 2012; Linde et al.,1999). En un estudio para evaluar la diversidad
genética de los aislados de P. cinnamomi de aguacate en California, encontraron dos clados
genéticamente distintos de aislados de tipo de apareamiento A2 (A2 clado I y clado II). El
A2 clado II consisti6 en aislados con genotipos unicos colectados solo en el sur de California
en 2009 y 2010 (Pagliaccia et al., 2013). Curiosamente, los autores en este estudio incluyeron
aislados de Pc previamente identificados como pertenecientes al A2 tipo 1 y A2 tipo 2
descritos por Dobrowolski et al. (2003), sin embargo, estos aislados se agruparon dentro del
grupo A2 clado I, lo que sugiere que el grupo A2 clado II podria ser otro linaje clonal
introducido en el sur de California proveniente de México, sin embargo esto no esta
demostrado (Pagliaccia et al., 2013). Aunque en México Ochoa-Fuentes et al. (2007)

reportaron variabilidad de P. cinnamomi en aislados obtenidos de regiones productoras de



aguacate en Michoacan, México utilizando AFLP’s, asi como variabilidad en virulencia
(Ochoa-Fuentes et al. 2015) algunas zonas aun no han sido exploradas y se requiere realizar
estudios sobre resistencia a fungicidas. Belisle et al. (2019) determinaron que aislados
representativos de este nuevo A2 clado II, fueron menos sensibles a fosfito de potasio y mas
agresivos en diferentes portainjertos de aguacate, lo que sugiere cambios en la virulencia en
poblaciones actuales de P. cinnamomi. Este cambio podria deberse a la introduccion de
aislados introducidos de México. Para explorar la diversidad de P. cinnamomi en zonas
productoras de aguacate, con aislados actuales y compararlos con aislados de California se
planted el presente estudio con el objetivo de caracterizar aislados de P. cinnamomi obtenidos

de arboles de aguacate con pudricion de raiz y compararlos con aislados de California.

JUSTIFICACION

La identificacion de variabilidad genotipica y fenotipica de P. cinnamomi, en lo que respecta
a resistencia a fungicidas y virulencia contribuira a desarrollar mejores estrategias para el
manejo de pudricion de raiz, reduciendo pérdidas por este patdgeno y aumentando la
produccion, rentabilidad y competitividad del cultivo de aguacate. Ademas, ayudard a
implementar métodos de deteccion eficientes y confiables para la seleccion y desarrollo de
nuevos portainjertos de aguacate resistentes a P. cinnamomi, efectivos contra una poblacion
de patoégenos con mayor diversidad genética y fenotipica tanto en Michoacdn como en

California, que son los principales productores de aguacate a nivel mundial.

HIPOTESIS

Las poblaciones de Phytophthora cinnamomi asociadas a pudricion de aguacate de
Michoacan, México presentan variabilidad fenotipica en lo que respecta a virulencia y a
sensibilidad a fungicidas.

Existen similitudes entre aislados de P. cinnamomi de Michoacén, México y de California,

Estados Unidos.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar y comparar poblaciones actuales de P. cinnamomi, asociadas a pudricion de

raiz del aguacate de Michoacén, México y California, Estados Unidos.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar protocolos de aislamiento y esporulacion de P. cinnamomi.

2.- Determinar el tipo de compatibilidad de los aislados colectados en Michoacén.

3.- Evaluar la sensibilidad in vitro a metalaxil-M y fosfito de potasio de aislados P.
cinnamomi obtenidos de raiz de aguacate con pudricion.

4.- Determinar la virulencia de aislados de P. cinnamomi, en hojas de Nicotiana
benthamiana.

5.- Evaluar la virulencia de los aislados que representen la variacion fenotipica de P.
cinnamomi en frutos de aguacate.

6.- Caracterizar especies de Phytophthora aisladas de raices de aguacate con pudricion,
diferentes a P. cinnamomi.

7.- Comparar fenotipicamente las poblaciones de P. cinnamomi provenientes de California
y de México en base a tipo de compatibildad, tasa de crecimiento y sensibilidad a fosfito

de potasio.
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Capitulo 1. Articulo publicado en la revista Mexicana de Fitopatologia.
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Characterization and sensitivity to fungicides of isolates of Phytophthora cinnamomi
causing avocado root rot in Zitazcuaro, Michoacan.

Caracterizacion y sensibilidad a fungicidas de aislados de Phytophthora cinnamomi
causante de pudricion de raiz en aguacate en Zitacuaro, Michoacan

Alejandra Mondragén-Flores', 'Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales. UMSNH,
Carretera Morelia-Zinapécuaro Km 9.5 Tarimbaro Michoacan. CP 58880. 2Campo Experimental
Valle de Apatzingan- INIFAP. Carretera Apatzingan-Cuatro caminos km 17.5, Antinez, Michoacan.
CP. 60780; Patricia Manosalva, Department of Microbiology and Plant Pathology, University of
California, Riverside, CA. CP 92521; Salvador Ochoa-Ascencio, Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez”, UMSNH. Paseo Lazaro Cérdenas no. 2290 Jardines del Cupatitzio Uruapan,
Michoacan. CP 60170; Marlene Diaz-Celaya', Gerardo Rodriguez-Alvarado!, Sylvia P.
Fernandez-Pavia'*

*Corresponding author: patricia.pavia@umich.mx

Resumen. Phytophthora cinnamomi es el patdgeno mas frecuentemente asociado a la
pudricion de raiz en aguacate. En Zitacuaro, Michoacén la produccion ha aumentado un 19.8
%; sin embargo, actualmente no existen estudios de esta enfermedad en la region. El objetivo
de estudio fue caracterizar aislados obtenidos de raices de aguacate y evaluar la sensibilidad
a fungicidas. Se tomaron muestras de cinco huertas de aguacate, tomando cinco arboles por
huerta (25 muestras en total). A partir de las muestras se aislaron, se identificaron
morfoldgica y molecularmente las cepas obtenidas. Se analizo el tipo de compatibilidad con
aislados de referencia de P. cinnamomi Al(aislado de camelia) y A2 (aislado de aguacate).
Para comprobar la patogenicidad, se realizaron pruebas en frutos de aguacate con los
aislados. Se evaluo la sensibilidad de 15 aislados a fosfito de potasio y metalaxil-M en
diferentes concentraciones bajo condiciones in vitro. En un subgrupo de seis aislados se
evaluo la relacion entre la tasa de crecimiento y la sensibilidad a fosfito de potasio. Se
obtuvieron 15 aislados con micelio cenocitico coraloide, clamidosporas, esporangios sin
papila, ovoides y elipsoides, con proliferacion interna, heterotalicos, tipo de compatibilidad
A2, con anteridios anfiginos y oosporas pleroticas caracteristicas que concuerdan con P.

cinnamomi. Los aislados inoculados fueron patdgenicos en frutos de aguacate. Los aislados
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fueron mas sensibles a fosfito de potasio que a metalaxil-M, con valores promedio de CEso
de 24.62 y 0.215 pg mL! de i.a., respectivamente. No se observo relacion entre la tasa de
crecimiento y la sensibilidad a fosfito de potasio. Es necesario obtener mayor nimero de

aislados para estudios de virulencia.

Palabras clave: sensibilidad, tipo de compatibilidad, crecimiento micelial, marchitez.

Abstract. Phytophthora cinnamomi is the pathogen most frequently associated with avocado
root rot. In Zitdcuaro, Michoacan, production has increased by 19.8%; however, there are
no studies of root rot in this area. The objective of the study was to characterize the isolates
obtained from avocado roots and assess the sensitivity to fungicides. Samples from 5 avocado
orchards were collected, sampling 5 trees per orchard (a total of 25 samples). The samples
isolated were characterized morphological and molecularly. Mating type was analyzed using
reference isolates of P. cinnamomi Al(isolates from camelia) and A2 (isolate from avocado).
To confirm the pathogenicity, tests were performed on avocado fruits with the isolates. The
sensitivity of 15 isolates to potassium phosphite and to metalaxyl-M at different
concentrations was evaluated in vitro. In a subgroup of six isolates, it was evaluated whether
there was a relationship between growth rate and potassium phosphite sensitivity. Fifteen
isolates were obtained with coenocytic coraloid mycelium, chlamydospores, sporangia
without papilla, ovoid to ellipsoid, with internal proliferation, heterothallic with mating type
A2, with amphigynous antheridia and plerotic oospores, characteristics consistent with P.
cinnamomi. The inoculated isolates were pathogenic on avocado fruits. The isolates were
more sensitive to potassium phosphite than to metalaxyl, with mean ECso values of 24.62
and 0.215 pg mL™! of i.a., respectively. No relationship was observed between growth rate
and potassium phosphite sensitivity. It is necessary to obtain a greater number of P.

cinnamomi 1solates for virulence studies.

Key words: sensitivity, mating type, mycelial growth, wilt.
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INTRODUCCION. El aguacate (Persea americana) es un cultivo frutal de gran importancia
que se produce en diversas regiones del mundo, en la actualidad se encuentra plenamente
documentado que el aguacate es fuente importante de energia y vitaminas (Aradjo et al.,
2018). México es el principal productor y exportador de aguacate con una produccion de mas
de 2.3 millones de toneladas, seguido de Reptblica Dominicana, Pert e Indonesia
(FAOSTAT, 2020). A nivel nacional, Michoacan aporta mas del 70 % de la produccion,
destacando los municipios de Ario de Rosales, Salvador Escalante, Tacambaro y Tancitaro,
por el volumen producido (SIAP, 2019). De acuerdo con el Servicio de Informacion
Alimentaria y Pesquera en el municipio de Zitacuaro la produccion de aguacate ha ido en
aumento, ya que en 2010 alcanz6 10,027 t y en 2019 12,509 t, lo que representd un
incremento del 19.8 %.

Una de las enfermedades mas devastadoras del cultivo de aguacate a nivel mundial
debido a su frecuencia, severidad y pérdidas econdmicas, es la pudricion de raiz o marchitez
(Coffey, 1992; Ramirez-Gil et al., 2014). En México, esta enfermedad afecta a todas las
variedades y es responsable del aumento de la mortalidad de los arboles en las principales
zonas de produccion de aguacate, encontrandose en el 5 % de la superficie total del cultivo
en Michoacan (Téliz, 2000). La pudricion de raiz, ocasiona necrosis en las raices
alimentadoras, clorosis, defoliacién y muerte descendente, lo que reduce el rendimiento y la
muerte de los arboles (Erwin y Ribeiro 1996; Hardham, 2005). La enfermedad es més severa
y se desarrolla rapidamente en suelos pesados, con poco drenaje y a una temperatura
promedio de 24 °C (Zentmyer, 1980; Erwin y Ribeiro 1996). Hongos fitopatdogenos como
Calonectria ilicicola, Fusarium oxysporum, F. solani, Ilyonectria (=Neonectria)
macrodidyma 'y Rosellinia necatrix, entre otros, se han asociado a esta enfermedad (Ruano-
Rosa y Lopez-Herrera, 2009; Dann et al., 2012; Vitale et al., 2012; Olalde-Lira et al., 2020).
Recientemente, en las islas Canarias se identificaron las especies P. cinnamomi, P. citricola
sensu lato, P. nicotianae, P. niederhauserii, P. palmivora y Phytopythium vexans,
ocasionando pudricion de raiz en aguacate (Rodriguez-Padron et al., 2018). En Michoacan,
se reportd a Pythium sp. amazonianum 'y a P. vexans asociados a marchitez y a pudricion de
raiz (Ochoa-Fuentes ef al., 2018; Hernandez-Pérez et al., 2019). Sin embargo, P. cinnamomi
es el patdogeno maés frecuentemente asociado a la pudricion de raiz de aguacate, el cual

generalmente, infecta raices finas y alimentadoras por medio de zoosporas moviles (O’Gara
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et al., 2015; Rodriguez-Padron et al., 2018). En el género Phytophthora, la identificacion de
la especie P. cinnamomi se facilita por sus caracteristicas morfologicas particulares; en medio
V8 desarrolla colonias algodonosas con micelio cenocitico prominente, con hifas resistentes
e hinchamientos (coraloide), clamidosporas, esporangios ovoides y elipsoides no papilados
ausentes en medio de cultivo, usualmente estos caracteres son suficientes para su

identificacion (Erwin y Ribeiro, 1996; Robin et al., 2012).

Los fungicidas més utilizados para el control de P. cinnamomi son metalaxil-M (Mtx)
y fosfito de potasio (Fp) (Ramirez-Gil et al., 2017). Desde 1977, el Mtx fue introducido al
mercado, se sabe que afecta el complejo polimerasa I, inhibiendo la sintesis de la ARNT,
ademads afecta el crecimiento de las hifas y la formacion de haustorios y esporas (Miiller y
Ulrich, 2012). En 1984, Darvas y Becker reportaron que después de constantes aplicaciones
de Mtx a los suelos, es dificil controlar la pudricion de raiz en plantas de aguacate jovenes,
sugiriendo una pérdida de sensibilidad. Estudios demuestran que especies como P.
cryptogea, P. nicotianae son insensibles o de insensibilidad intermedia a mefenoxam a
concentraciones de 1 0 100 ug mL! i. a. (Hwang y Benson, 2005). Sin embargo, en pruebas
de sensibilidad a Mtx de poblaciones de P. cinnamomi aisladas de aguacate en California, se
obtuvieron concentraciones de CEso de 0.023 a 0.138 pg mL! de i.a., confirmando la

sensibilidad de los aislados al fungicida (Belisle et al., 2019a).

El fosfito de potasio tiene un mecanismo de acciéon complejo, se sabe que tiene efecto
fungistatico directo, que reduce el crecimiento y esporulacion del patdogeno, permitiendo al
hospedante que su sistema de defensa tenga mas tiempo para matar al organismo invasor
(Guest y Grant, 1991; Dann y MacLeod, 2021). Estudios con Phytophthora spp. confirman
la variacidon inter e intraespecifica en la tolerancia a Fp, ademés de la promocion del
crecimiento del micelio de los aislados expuestos a bajas concentraciones (Hunter et al.,
2018). En Australia, poblaciones de P. cinnamomi presentaron variacion en la sensibilidad a
Fp, con valores de CEso que oscilan entre 4 a 148 pug mL! de i.a., (Wilkinson et al., 2001).
Recientemente en California se detectaron en poblaciones de P. cinnamomi del linaje A2,
aislados genéticamente distintos, los cuales son menos sensibles a fosfito de potasio y con
alta virulencia (Belisle et al., 2019b). Linde et al. (1999) sugieren que aislados de P.

cinnamomi con una mayor tasa de crecimiento pueden ser mas virulentos, ademas otras

15



investigaciones han concluido que algunos aislados menos sensibles a fosfito de potasio

también son mas virulentos (Belisle ez al., 2019b).

La superficie cultivada con aguacate en el municipio de Zitacuaro, Michoacan ha ido
en aumento en los Ultimos afios, dadas las condiciones agroclimdticas dominantes que
resultan aptas para su desarrollo; sin embargo, la pudricion de raiz en huertos comerciales de
aguacate también estd presente y no se tienen a la fecha estudios sobre la etiologia de la
enfermedad en esta region productora. Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue
caracterizar fenotipicamente aislados obtenidos de raices de aguacate en Zitacuaro,

Michoacan y evaluar la sensibilidad a fungicidas.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas de las huertas. En noviembre del 2019, se muestrearon cinco huertas de
aguacate ubicadas en el municipio de Zitacuaro, Michoacan. Todas las huertas se encuentran
en un clima A(C)(w1)(w), semicalido subhtimedo con abundantes lluvias en verano, lluvia
invernal menor a 5 %, humedad intermedia, de acuerdo con el sistema climatico Koppen
modificado por Garcia (1981) y tienen establecida la variedad ‘Hass’, ademas tienen suelos
pesados, ricos en arcilla. Otras caracteristicas de las huertas se indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de los sitios de colecta de raices de aguacate en Zitacuaro
Michoacén

Huerta  Localidad Altura Latitud Longitud Humedad  Total de
msnm muestras
Benedicto San Felipe 1890  19°49'00 "N 100°37'41 "W  Temporal 5
Los llanos San Felipe 1890  19°49'08 "N 100°37'52"W  Temporal 5
Los llanos  Macutzio 1900  19°49'17"N 100° 35 '50 "W Riego 5
El l\/fartin Carpintero 2176  19°49'05 "N 100° 31 '58 "W  Temporal 5
Eldorado La sosledad 2266  19°46'80 "N 100°29 '50 "W Riego 5
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Colecta de muestras y aislamiento. Se colectaron muestras de raices y suelo de la rizosfera,
una muestra por arbol y cinco arboles por huerta, con sintomas de amarillamiento, defoliacion
y muerte descendente. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico etiquetadas en una
hielera y se transportaron al laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (IIAF), de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH). Con la finalidad de obtener un mayor porcentaje de aislados a partir de raices, se
modificaron los protocolos de Erwin y Ribeiro (1996) y Rodriguez-Padron ef al. (2018). Se
seleccionaron raices laterales parcialmente necrosadas, se lavaron con agua corriente y se
secaron con toallas de papel estériles. Cortes de tejido de aproximadamente 3 cm, con una
parte sana y una necrosada se colocaron en cassettes de inclusion, los cuales se sumergieron
en cloro comercial al 2 % (v/v) durante 45 s y se enjuagaron con agua destilada estéril tres
veces. Se retird el exceso de agua de los cortes de tejido con tollas de papel, estériles y se
colocaron en cajas Petri con medio selectivo NARPH-V8 (Natamicina 0.02 g L'!, PCNB
(Pentacloronitrobenceno) 0.10 g L', Ampicilina 0.27 g L', Rifampicina 0.01 g L,
Himexazol 0.075 g L). Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad de 24 a 48 h, hasta que
se observo el crecimiento de micelio cenocitico y con hinchamientos caracteristico de P.
cinnamomi. Las colonias se purificaron por cultivo sucesivo de punta de hifa en medio de

cultivo harina de maiz agar (HMA, Fluka®).

Tipo de compatibilidad. La compatibilidad de los aislados obtenidos se determin6 usando
los aislados de referencia de P. cinnamomi Al(aislado de camelia) y A2 (aislado de aguacate)
que fueron donados por la Universidad de California de Riverside al Laboratorio de Patologia
Vegetal (IIAF). En una caja Petri con medio scV8 agar (900 mL de agua destilada, 100 mL
de jugo V8 Campbell’s, 1 g CaCOs3), se colocd un disco de micelio de un aislado con tipo de
compatibilidad A1 y en otra caja el tipo A2. Asimismo, en cada una de las cajas se colocé un
disco de micelio del aislado de interés aproximadamente a un centimetro de distancia. Las
cajas se incubaron a 25 °C en obscuridad durante 10 dias. A los aislados que formaron

oosporas se les asignd el tipo de compatibilidad complementario en la cruza.

Caracterizacion morfologica. Los cultivos puros se cultivaron en medio HMA y medio ¢V8

agar (10 g de CaCO3, 1 L de jugo V8, centrifugado a 4,000 rpm por 20 min) (Fernandez-
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Pavia et al., 2020). Se caracterizo la forma de la colonia y la apariencia del micelio. Para la
produccion de esporangios se modifico el protocolo de Hwang et al. (1975); tres discos de
micelio de 5 mm de cada aislado se cultivaron por triplicado en cajas Petri 60 x15 mm con
10 mL de medio scV8 agar, sobre papel celofan transparente y expuestos a luz por 24 h. El
papel celofan con el micelio se transfirié a una caja Petri, se le agregaron 10 mL de medio
liquido scV8 (900 mL de agua destilada, 100 mL jugo de verduras V8 (Campbell’s), 1g

CaCO03), se incubaron durante 24 h a 18 °C en oscuridad, se decantd el medio liquido, se

enjuagaron tres veces y se inundaron con una solucion de sales de acuerdo con el protocolo
de Cheny Zentmyer, (1970) (se disolvieron en un litro de agua destilada: 1.64 g de Ca (NO3)a,
0.05 g de KNO3 y 0.48 g de MgSO04, la solucion se esterilizo 20 min a 15 1b de presion); a
continuacion se expusieron a luz blanca a 25 °C, cada 24 h, se enjuagaron tres veces con la
solucion salina, por dos dias consecutivos y se registraron las estructuras reproductivas

observadas (Erwin y Ribeiro, 1996; Abad et al., 2019).

Pruebas de patogenicidad. Para realizar las pruebas de patogenicidad se seleccionaron
cuatro aislados que se inocularon en frutos de aguacate con madurez fisioldgica, se lavaron
con jabon y agua corriente y se asperjaron con alcohol al 75 % para desinfestarlos. Dos discos
de micelio de 6 mm de diametro de los aislados ZITR-1-3, ZITR-2-5, ZITR-3-4 y ZITR-5-3,
de cuatro dias de edad desarrollados en medio harina de maiz, se colocaron en los costados
de los frutos, los discos se cubrieron con cinta masking tape Janel™, se usaron tres frutos por
aislado, una vez inoculados se colocaron en cdmara humeda y se incubaron a 25 °C. Como

testigos tres frutos fueron inoculados con discos de medio harina de maiz.

Sensibilidad a fungicidas. Se evaluo la sensibilidad de 15 aislados a fosfito de potasio (Fp)
(Nutriphite plus magnum 40 % Gowan®) a concentraciones finales de 0, 5, 10, 25, 50, 100,
300 y 600 pg mL! de i.a. y a metalaxil-M (Mtx) (RidomilGold® 480SL) 0, 0.5, 1,3 y 5 ug
mL-! de i.a. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial,
con tres réplicas. La concentracion efectiva a la cual se inhibid el 50 % del crecimiento
micelial (valor de CEso) se calcul6 utilizando el método tradicional de dilucion en agar (Gray
etal.,2018). El fungicida se agregd en medio cV8-A al 10% para obtener las concentraciones

finales. Discos de 6 mm de micelio de los aislados de cuatro dias de edad cultivados en HMA,
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se colocaron en el centro de las cajas Petri que contenian las diferentes concentraciones.
Después de tres dias de incubacion en oscuridad a 22 °C, se midio el crecimiento de la colonia
en dos direcciones perpendiculares, se restd la medida del disco de indculo y se obtuvo el
promedio. El crecimiento se calculd dividiendo el didmetro de la colonia en las cajas Petri
con fungicida, entre el promedio de crecimiento de las cajas testigo y se expresdé como

porcentaje (Hu et al., 2010).

Efecto de la temperatura y medio de cultivo en el crecimiento del micelio. Se
seleccionaron seis aislados con base en el porcentaje de inhibicion a Fp; tres aislados con
bajo porcentaje de inhibicion y tres con alto porcentaje de inhibicion (se agregd una A (alto)
y una B (bajo) al final del cédigo de identificacion de cada aislado usado en esta prueba),
para determinar si existia o no una relacion entre velocidad de crecimiento y sensibilidad. La
tasa de crecimiento (mm por dia) se determind a 22 y 25 °C en los medios de cV8 agar y
HMA, siguiendo la metodologia descrita por Belisle ef al. (2019b). Se cortaron discos de
agar de 7 mm de didmetro del margen de las colonias de 4 dias desarrolladas en medio HMA,
se transfirieron a las cajas con los medios correspondientes y se incubaron en la oscuridad
durante cuatro dias a las dos temperaturas. El diametro de la colonia se midi6 diariamente.
Para calcular los valores de la CEsp se estimo el porcentaje promedio de inhibicion de
las dos repeticiones para cada concentracién de los fungicidas en funciéon del porcentaje
observado en el grupo testigo, utilizando la siguiente formula ICR (%) = (CRT-
CRF)/CRT)x100, donde ICR es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, CRT es el
crecimiento radial del testigo y CRF es el crecimiento radial en cada una de las
concentraciones. Para obtener la CEso se incluyé el logaritmo natural de cada una de las
concentraciones examinadas; se hizo el analisis probit para cada aislado asociado con el 50
% de su inhibicion (Adaskaveg et al., 2015). Los experimentos se hicieron por duplicado.
Para determinar el efecto de la temperatura y del medio en los aislados, se tomo en
consideracion el crecimiento final; se obtuvo el promedio y con estos valores se procedio a
realizar un andlisis de varianza y comparacion multiple de medias (Tukey, 0.05) para un
experimento factorial 2x2. Con la informacion del promedio de crecimiento final se
construyeron graficos de interaccion para observar el efecto del factor sobre la variable. Los

analisis y graficos se realizaron con R version 4.0.1 (2020-06-06).
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Caracterizacion molecular. Los aislados ZITR-1-3 y ZITR-5-3 se crecieron en medio de
ejote (papilla de ejote y calabacita: Gerber Nestlé®, 339 g, agar 15 g y agua 646 mL) por
cinco dias. El micelio se colecto, deshidratd a 39 °C durante 24 h, almacend6 a -20 °C por 24
h, molid y se extrajé el ADN gendmico siguiendo un protocolo de extraccion con base en
CTAB (Fernandez-Pavia et al., 2020). El ADN se cuantificé en un espectrofotdémetro
(Varioskan Flash Thermo Scientific NanoDrop 2000®) y diluyé para obtener una
concentracion de 12 ng uL-!. E1 ADN se amplificé por PCR utilizando oligonucledtidos para
la region del espaciador interno transcrito (ITS). Las reacciones contenian 6.25 pL de
GoTaq® Hot Start Master Mix (Promega, Madison, WI, EE. UU.), 0.0625 pL de cada uno
de los  oligonucledtidos  ITS4  (TCCTCCgCTTATTgATATgC) e  ITS6
(gAAgAAggTgAAgTCgTAACAAgg) (100 pmol pL!), 3 uL. de ADN gendémico (30 ng) y
agua destilada ultrapura hasta tener un volumen final de 13 pL. Las reacciones de
amplificacion se hicieron en las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial durante
2 min a 94 °C, 35 ciclos de desnaturalizacion durante 1 min a 94 °C, alineacion durante 1
min a 53 °C, extension durante 1 min a 72 °C, y una extension final durante 10 min a 72 °C.
Los productos de la PCR se secuenciaron (Macrogen, Setl, Corea del Sur) y las secuencias
fueron editadas usando los programas PreGap y Gap (http://staden.sourceforge.net). Las
secuencias consenso obtenidas se analizaron con el programa Blast de NCBI [National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] para comparar con

otras secuencias de Oomicetes de esta base de datos.

RESULTADOS

Aislados obtenidos. Se hizo una siembra por cada muestra de raices de un total de 25
muestras. Se obtuvieron 15 aislados (Cuadro 2) con caracteristicas morfologicas de P.
cinnamomi, en el resto de las cajas se observo crecimiento bacteriano, por lo que se
descartaron.

Cuadro 2. Comparacion de medias (Tukey, 0.05) de diametro de crecimiento e inhibicion
(%) de aislados de P. cinnamomi colectados en Zitdcuaro, Michoacén, expuestos a fosfito de
potasio y metalaxil-M.

Fosfito de potasio (Fp) Metalaxil-M (Mtx)
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Concentracion Concentracion

Crecimiento  Inhibicion Crecimiento  Inhibicién
(ng mL™) (mm) (%) (ng mL™) (mm) (%)
0 164 a 0.0 a* 0 177 a 0 A
5 16.5 a -0.7 a 0.5 50 b 723 B
10 11.2 b 315 b 1 2.3 C 87.1 C
25 87 ¢ 46.8 ¢ 3 066 d 963 D
50 39 d 75.1 d 5 046 d 974 D
100 1.0 e 93.7 e
300 02 e 98.6 e
600 0.0 e 99.6 e

“Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

Tipo de compatibilidad. Las cruzas de los aislados con una cepa de tipo de compatibilidad
Al de P. cinnamomi, produjeron oosporas pléroticas con anteridios anfiginos. Las cruzas de
los aislados con una cepa de tipo de compatibilidad A2 solamente produjeron clamidosporas
globosas (Figura 1D). Los resultados indican que los aislados corresponden al tipo de
compatibilidad A2.

Caracterizacion morfolégica y molecular. Los aislados desarrollaron colonias de forma
rosacea y bordes ondulados, con micelio abundante, algodonoso, coraloide, hifas cenociticas
con hinchamientos, con clamidosporas globosas, en medio de cultivo HMA, en medio sV 8-
A las colonias presentaron forma estrellada (Figuras 1F-G). Los aislados produjeron
esporangios sin papila, ovoides, elipsoides, con proliferacion interna y persistentes, en los
cultivos inundados con una solucion de sales (Figura 1A-E). Las caracteristicas observadas
concuerdan con las reportadas para P. cinnamomi (Erwin y Ribeiro 1996; Hardham, 2005;
Abad et al., 2019). Las secuencias analizadas de la region ITS de los aislados seleccionados
para la identificacion molecular ZITR-1-3 y ZITR-5-3, coinciden con las reportadas para P.
cinnamomi.

Pruebas de patogenicidad. Las pruebas en frutos de aguacate resultaron positivas, a las 72
h posinoculacion (hpi) se observaron lesiones oscuras, circulares, con bordes irregulares en

la epidermis. A las 96 hpi las lesiones tenian entre 3 y 6 cm de didmetro. Los frutos testigos
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no presentaron dafios y todos los aislados fueron reaislados de los frutos inoculados,

demostrandose asi la patogenicidad al completarse los postulados de Koch (Figura 1H).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas y patogenicidad de P. cinnamomi. A) Micelio
coraloide; B-C) Esporangios sin papilas ovoides-elipsoides; D) Clamidosporas globosas en
grupos; E) Proliferacion interna de esporangios; F) Colonia en forma estrellada, algodonosa
en medio cV8A; G) Colonia rosdcea en medio HM; H) Patogenicidad en frutos de los
aislados (de arriba hacia abajo) ZITR-2-5, ZITR-3-4, ZITR-5-3, ZITR-1-3 y testigo.
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Sensibilidad a fungicidas. El efecto de los fungicidas Fp y Mtx en el crecimiento de la
colonia y porcentaje de inhibicion de los aislados entre tratamientos resultd significativo
(P>0.001). No se detectaron aislados resistentes a los fungicidas. Con Fp no se observaron
diferencias estadisticas entre aislados para crecimiento (P>0.63) ni para inhibicioén (P>0.982)
del micelio, caso contrario fue entre las diferentes concentraciones donde si hubo
significancia. Ademas, algo particular que se observo fue la promocion del crecimiento de
ocho aislados (ZITR-1-3, ZITR-1-5, ZITR-2-1, ZITR-2-4, ZITR-3-2, ZITR-3-4, ZITR-5-1,
ZITR-5-3) por Fp a 5 ug mL! (1.15-18.61%) (Figura 2). En la comparacion de medias se
formaron seis grupos, no se observo diferencia significativa de crecimiento entre el control
(16.76 mm) y la primera concentracion (16.02 mm); el crecimiento fue mayormente inhibido
a 100, 300 y 600 pg mL!, resultando estas concentraciones estadisticamente iguales, tanto
para crecimiento como para inhibicion (Cuadro 2). Los valores del efecto de Fp en la
inhibicion del crecimiento oscilaron entre 54.7 y 74.2 % con respecto al testigo y para la CEso
entre 11.8 y 37.7 ug mL™! con una media de 24.62 pg mL! de fosfito de potasio. Para Mtx,
se observd menor variacion entre los tratamientos con respecto a Fp, a concentraciones de 3
y 5 ug mL! el micelio fue mayormente inhibido, el porcentaje de inhibicion oscilo entre 80.4
y 100% y los valores de CEso oscilaron entre 0.08 y 0. 34 ug mL! con una media de 0. 215
ug mL ! de metalaxil-M. Entre los aislados no hubo significancia en el crecimiento (P> 0.996)

ni en la inhibicion (P>1.0) del micelio (Cuadro 3).

Figura 2. Inhibicion del crecimiento micelial de aislados de P. cinnamomi colectados en
Zitacuaro Michoacén ante fosfito de potasio.
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Cuadro 3. Tipo de compatibilidad, CEso e inhibicion (%) a fosfito de potasio y a metalaxil-
M de aislados de P. cinnamomi colectados en el municipio de Zitdcuaro, Mich.

Aislados Tipo de % de inhibicion CEso (Fp) % de inhibicion CEso
compatibilidad (Fp) (ug mLY) (Mtx) (Mtx) (ug

mL")
ZITR-1-1 A2 63.3 24.5 88.7 0.18
ZITR-1-2 A2 65.3 21.6 90.7 0.15
ZITR-1-3 A2 62.3 37.7 87.7 0.26
ZITR-1-4 A2 71.1 15.7 87.8 0.20
ZITR-1-5 A2 60.8 26.4 88.3 0.15
ZITR-2-1 A2 63.2 21.8 83.3 0.35
ZITR-2-4 A2 56.5 31.6 85.8 0.17
ZITR-2-5 A2 61.4 26.9 88.2 0.25
ZITR-3-2 A2 54.7 34.7 83.9 0.34
ZITR-3-3 A2 72.7 11.8 00 -
ZITR-3-4 A2 63.2 23.8 80.4 0.22
ZITR-5-1 A2 63.3 24.0 88.2 0.26
ZITR-5-3 A2 66.8 18.7 93.3 0.24
ZITR-5-5 A2 74.2 12.4 87.1 0.08
ZITR-5-6 A2 55.0 37.7 90.2 0.17

Efecto de la temperatura y medio de cultivo en el crecimiento del micelio. Los anélisis
mostraron un efecto significativo (P>0.001) en la tasa de crecimiento del micelio a las dos
temperaturas y en los dos medios nutritivos y sus interacciones; en la prueba de comparacion
de medias se formaron seis grupos, los aislados con mayor inhibicion (%) a Fp presentaron
una mayor velocidad de crecimiento que los de menor inhibicion; sin embargo, en el aislado
ZITRA-3-3 con mayor inhibicion (%) se observo la menor tasa de crecimiento (11.25 mm)
y ZITRB-1-5 con menor inhibicioén (%) una mayor (21.75 mm), aunque éste tltimo también
presentd mayor variacion en los datos (Figura 3). El crecimiento de los aislados ZITRA-1-4,

ZITRA-5-5, ZITRB-3-4 y ZITRB-2-4 oscil6 entre 18.66 y 15.91 mm. Se observo una tasa
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de crecimiento mayor de las colonias a 25 °C y en medio de cultivo cV8-A, a excepcion del
aislado ZITRB-1-5, que presentd mayor crecimiento a 22 °C (Figura 4). La morfologia de la
colonia vari6 de acuerdo con medio de cultivo, los aislados en cV8-A, presentaron colonias

de forma estrellada y en HMA de forma rosécea.

Figura 3. Efecto de temperatura y medio de cultivo en el crecimiento micelial de seis
aislados de P. cinnamomi obtenidos de raices de aguacate con pudricion

Figura 4. Efecto de las temperaturas 22 y 25 °C en seis aislados de P. cinnamomi aislados

de raices de aguacate con pudricion.
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DISCUSION

Este es el primer estudio de aislados de P. cinnamomi asociados con la marchitez del
aguacate en la region oriente de Michoacéan, que incluye el municipio de Zitacuaro. Otros
estudios sobre esta enfermedad han reportado la presencia de P. cinnamomi en otras areas
del estado (Ochoa-Fuentes et al., 2007; Ochoa-Fuentes ef al., 2018; Hernandez-Pérez et al.,
2019). La superficie cultivada de aguacate en Zitadcuaro se ha incrementado en los ltimos
afios y potencialmente podria ser un drea importante de produccion en el futuro; sin embargo,
la presencia del patogeno P. cinnamomi representa una amenaza para el cultivo. Esta zona
presenta ciertas caracteristicas agroclimaticas, como es la presencia de suelos de tipo Acrisol,
que favorecen el desarrollo de esta enfermedad (Zentmyer, 1980; Guillén-Andrade et al.,
2007). Los arboles muestreados fueron adultos, establecidos en huertos con suelos con alto
contenido de arcilla y poco drenaje, factores que contribuyeron a la presencia de la
enfermedad (Zentmyer, 1980; Erwin y Ribeiro 1996; Hardham, 2005). Aun cuando en este
trabajo se recuperaron solamente aislados con caracteristicas morfologicas de P. cinnamomi
en arboles con pudricion de raices, no se descarta la presencia de otros oomicetes.

Todos los aislados correspondieron al tipo de compatibilidad A2, lo que es indicativo
de que el oomiceto se estd reproduciendo de manera asexual. Aunque en Michoacan, Ochoa-
Fuentes et al. (2005) reportaron los dos tipos de compatibilidad mediante marcadores
moleculares, no lo demostraron mediante cruzas, como se hizo en el presente estudio, que se
considera la forma més precisa para determinarlos. Las caracteristicas morfoldgicas
observadas en los aislados concuerdan con las descritas para P. cinnamomi de acuerdo a
Abad et al. (2019), identidad que se corrobord, con la amplificacion de la region ITS en
aislados seleccionados y cuya patogenicidad se demostré en frutos de aguacate. P.
cinnamomi se encuentra entre los 10 principales oomicetos patdégenos de plantas, que infecta
mas de 5000 especies (Hardham, 2005) y su patogenicidad ha sido demostrada (Linde et al.,
1999; Rodriguez-Padrén et al., 2018; Belisle ef al., 2019b).

Desde hace aios, los fosfitos se han utilizado para el control de la pudricion de raiz,
los productores de aguacate utilizan con mayor frecuencia el fosfito de potasio que el
metalaxil-M, debido a que es eficaz y de menor costo que otros (Adaskaveg ef al., 2015;

Belisle et al., 2019b). Nuestros resultados demuestran que no hay aislados resistentes a los

26



fungicidas evaluados en Zitacuaro Mich; sin embargo, por lo que respecta a fosfito de potasio
se observd menor sensibilidad de los aislados con respecto a metalaxil-M. Los valores
obtenidos de CEso oscilaron entre 11.8 y 37.7 ug mL"! de fosfito de potasio y para la
inhibicion del crecimiento entre 54.7 y 74.2 % comparado con el testigo, los cuales resultan
similares a los obtenidos por Wilkinson et al. (2001), quienes obtuvieron valores de
inhibicion que oscilaron entre 59 y 100 %. En ocho de los aislados se observé una promocion
de crecimiento cuando fueron expuestos a la concentracion de 5 ug mL! de i.a de fosfito de
potasio, resultados que concuerdan con los de Wilkinson ef al. (2001) y Hunter et al. (2018).
Lo anterior podria deberse a que, a bajas concentraciones de fosfito de potasio, en medio rico
en nutrientes cV8, sea mas facil para P. cinnamomi alterar el crecimiento como una estrategia
de supervivencia, ademas que por su efecto fungistatico no afecta el crecimiento micelial
(Guest y Grant, 1991; Hunter ef al., 2018). Otra razén es la pérdida de sensibilidad de los
aislados debido a la posible exposicion frecuente al fungicida ya que son sometidos a una
presion de seleccion, situacion que eventualmente podria generar el desarrollo de resistencia,
incluso aunque no exista recombinacion sexual (Dobrowolski et al., 2008; Hunter et al.,
2018). Ademas de P. cinnamomi, se ha reportado la sensibilidad a fosfito de potasio de P.
syringae, P. citrophthora, sin embargo, la inhibicion del crecimiento de las especies in vitro,
no es indicativo de que en campo el control de la enfermedad sea efectivo (Hao et al., 2021).

Por otro lado, aunque Marin et al. (2021) reportaron desarrollo de resistencia de
especies de Phytophthora a metalaxil-M (mefenoxan), en el presente estudio se observé en
promedio un 88.24 % de inhibicion del crecimiento y un valor de CEso de 0.08 y 0. 34 pg
mL! de metalaxil-M mL! lo que sugiere que las poblaciones P. cinnamomi obtenidas de
aguacate son sensible al fungicida. En un estudio similar, los aislados obtenidos de plantas
ornamentales de vivero fueron menos sensibles con valores de CEso de 0.01-0.08 pg mL! de
metalaxil (Hu ef al., 2010). Lo anterior puede deberse a que en los viveros las aplicaciones
son mas controladas y con menor frecuencia que en campo. En Carolina del Norte, en pruebas
de sensibilidad de P. cinnamomi aislada de arboles de navidad a metalaxil se obtienen
porcentajes de inhibicion que oscilan entre 89 y 100 %, esto a pesar de que en el lugar se
hacen aplicaciones de metalaxil dos o tres veces al afio (Benson y Grant, 2000). Lo anterior
confirma que P. cinnamomi es sensible a metalaxil-M, ademas los altos porcentaje de

inhibiciéon de crecimiento micelial por metalaxil-M, también se han observado en otras
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especies como P. nicotianae (73. 5%) y P. x pelgrandis (97.5%) (Panek y TomSovsky et al.,
2017).

Asi mismo, Gonzalez et al. (2014) indicaron que el medio de cultivo V8 promueve el
crecimiento de Phytophthora respecto a otros medios. Estos resultados son consistentes con
los obtenidos en este trabajo ya que los aislados con mayor crecimiento fueron los cultivados
en V8. Se observo diferencia de crecimiento entre las dos temperaturas, favoreciéndoles la
de 25 °C, la cual se encuentra dentro del rango de temperatura 6ptima de crecimiento de P.
cinnamomi que oscila entre 24 y 28 °C (Erwin y Ribeiro 1996).

En México, los estudios de sensibilidad de aislados de P. cinnamomi a fungicidas son
escasos. Los resultados de este trabajo dan una estimacion del rango de sensibilidad a fosfito
de potasio y metalaxil-M de aislados de P. cinnamomi causando pudricion de raiz en aguacate
en el municipio de Zitdcuaro Michoacan; sin embargo, es necesario hacer més estudios que
incluyan un mayor niimero de aislados provenientes de los principales municipios
productores, que nos permita determinar si las poblaciones del patdégeno estan desarrollando

tolerancia a dichos fungicidas.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que, en Zitacuaro, Michoacan, P. cinnamomi es
el principal oomicete presente en raices de aguacate con pudricion, de 25 muestras de raices,
se obtuvieron 15 aislados con caracteristicas morfologicas de P. cinnamomi. Los aislados se
inhibieron mas del 98% a concentraciones de 300 y 600 pug mL! de fosfito de potasio y arriba

de 96 % a3y 5 ug mL! con metalaxil- M.
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RESUMEN

Meéxico es el primer productor de aguacate en el mundo y una de las principales limitantes
de la produccion es la pudricion de raiz causada por Phytophthora. Varias especies de este
oomicete han sido reportadas asociadas a la enfermedad, sin embargo, Phytophthora
cinnamomi es la mas frecuente. En el estado de Michoacan se recuperaron aislados de raiz
de aguacate con pudricidn, que presentaron caracteristicas morfoldgicas similares entre ellos,
pero diferentes a P. cinnamomi, por lo que el objetivo de este trabajo fue caracterizar
morfolégica y molecularmente a estos aislados. La patogenicidad de los aislados fue
demostrada por inoculacién de plantas jovenes y de frutos de aguacate. Se realizo
identificacion molecular por amplificacion por PCR de las regiones ITS (ITS1-5.8-1TS2 de
ADN ribosomal) y COI (citocromo oxidasa I). Los aislados desarrollaron colonias circulares,
con micelio blanco, cenocitico, aracnoide, sin hinchamientos, de textura algodonosa,
superficie plana y densidad escasa, ademas fueron homotalicos, con oosporas pleroticas y
aplerdticas, anteridios pardginos y esporangios semipapilados ovoides. Se determino la
sensibilidad de los aislados a fosfito de potasio (FP) y metalaxil-M (MTX) obteniendo
valores de CEso de 3.67 y 0.737 ug mL! de i.a., para FP y MTX respectivamente. Las
secuencias de las regiones amplificadas, presentaron para ITS 100 % de cobertura e identidad

y para COI 100 % de identidad y 97 % de cobertura contra Phytophthora mengei. De acuerdo
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con las caracteristicas morfologicas y moleculares, hasta donde sabemos, este es el primer

reporte de P. mengei ocasionando pudricion de raiz de aguacate en Michoacén, México.

ABSTRACT

Mexico is the first avocado producer in the world and one of the main production constraints
is root rot caused by Phytophthora. Several species of this oomycete have been reported
associated with the disease, however, Phytophthora cinnamomi is the most frequent. In the
state of Michoacan, rotting avocado root isolates were recovered, which presented similar
morphological characteristics among them, but different from P. cinnamomi, so the objective
of this work was to characterize these isolates morphologically and molecularly. The
pathogenicity of the isolates was demonstrated by inoculation of young plants and avocado
fruits. Molecular identification was performed by PCR amplification of the ITS (ITS1-5.8-
ITS2 of ribosomal DNA) and COI (cytochrome oxidase I) regions. The isolates developed
circular colonies, with white, coenocytic, arachnoid mycelium, without swelling, cottony
texture, flat surface and low density, they were also homothallic, with plerotic and aplerotic
oospores, paragynous antheridia and ovoid semi-papillary sporangia. The sensitivity of the
isolates to potassium phosphite (FP) and metalaxyl-M (MTX) was determined, obtaining
ECso values of 3.67 and 0.737 ug mL1 a.i., for FP and MTX, respectively. The sequences of
the amplified regions presented 100% coverage and identity for ITS and 100% identity and
97% coverage for COI against Phytophthora mengei. According to the morphological and
molecular characteristics, to our knowledge, this is the first report of P. mengei causing

avocado root rot in Michoacan, Mexico.
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INTRODUCCION

El aguacate es un cultivo tropical; restos de semillas encontrados en el Valle de Tehuacan en
el estado de Puebla, sugieren que es nativo de México y Centroamérica y posiblemente
domesticado por grupos mesoamericanos al menos desde el afio 5000 A. C. (Galindo-Tovar
et al., 2007). Este fruto es aceptado mundialmente y tiene una amplia comercializacién
debido a su alto contenido nutricional, es fuente de nutrientes liposolubles y proteinas, que
brindan beneficios importantes para la salud (Aragjo et al., 2018). Para el 2020, la produccion
de aguacate en México alcanzé 2.4 millones de toneladas de las cuales mas del 75 % se
originaron en el estado de Michoacéan (SIAP, 2021). Una de las principales limitantes de la
produccion del cultivo es la pudricion de raiz ocasionada por Phytophthora cinnamomi
(Coffey, 1992; Ramirez-Gil et al., 2014). Esta enfermedad, mata las raices alimentadoras, lo
que ocasiona clorosis, defoliacion y muerte descendente; en ocasiones se observan cancros
en la base del tronco del arbol (Erwin and Ribeiro 1996; Hardham, 2005). El cancro del
aguacate, se caracteriza por lesiones oscuras e irregulares, rajaduras en la corteza y exudados
blancos azucarados, por lo regular aparecen en la base del tallo, pero pueden extenderse a las
ramas bajas (Ceja-Torres et al., 2000). En California, mediante patrones proteicos y
caracteristicas morfoldgicas identificaron a Phytophthora citricola como el agente causal del
cancro del aguacate, asimismo determinaron que tiene una virulencia limitada en raices, pero
en los tallos es mds agresivo comparado con P. cinnamomi, ademds puede infectar frutos y
causar pudricion (Zentmyer et al., 1974; Coffey et al., 1988). P. citricola fue descrita en 1927
aislada de citricos en Taiwan por Sawada causando la pudricion parda de raiz y cancro de la
corona. Estudios posteriores con isoenzimas de multiples locus, polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP, por sus siglas en inglés) y sensibilidad a mefenoxam
demuestran variacion fenotipica y genotipica, considerando a P. citricola un complejo de
especies, concluyendo que son potencialmente patégenos y parcialmente tolerantes a
mefenoxam y que la variacion podria estar asociada con el hospedante y factores geograficos
(Oudemans et al., 1994; Bhat y Browne, 2007). Oudemans et al. (1994) identificaron en 125
aislados de P. citricola provenientes de varios hospedantes, cinco grupos electroforéticos
(CITI1-CITS). Los aislados de aguacate originarios de California, México y Guatemala
constituyen un solo grupo (CITS5); los patrones enzimaticos de los aislados de México y

California fueron idénticos en tanto que los de Guatemala variaron en dos loci. En el 2009,
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mediante analisis comparativos de huellas genéticas, secuencias de ADN de la region ITS y
exdmenes morfologicos, este subgrupo (CITS5) se separa formalmente de P. citricola,
constituyendo un nuevo taxoén denominado Phytophthora mengei sp. nov (Hong et al., 2009).
Al mismo tiempo, Jung y Burgess (2009); Scott et al. (2009) separan dos taxones mas, uno
con aislados de P. citricola recuperados de especies lefiosas de Norte América y Europa,
denominado Phytophthora plurivora sp. nov y el otro con aislados de especies de Eucalipto
en Australia, denominado Phytophthora multivora sp. nov y que correspondian a los grupos
CIT1 y CIT3 de Oudemans et al. (1994) respectivamente. Mas tarde, aislados de P. citricola,
de plantas autoctonas de Sudéfrica del género Agathosma, conformarian la especie
Phytophthora capensis sp. nov, que correpondia al grupo CIT4 (Bezuidenhout et al., 2010).
Gracias a la disponibilidad de un mayor niimero demas herramientas moleculares, se han
podido diferenciar especies genéticamente cercanas y muy similares morfoldégicamente, sin
embargo, se necesita mas investigacion de como han surgido diferentes linajes, se especula
que la evolucidén de varios clados estd asociada con la especializacién en el hospedante
(Cooke et al., 2000; Jung y Burgess, 2009). P. mengei, se encuentra en troncos, frutos y
raices, distribuido en el estado de California en E.E.U.U (Zentmyer et al., 1974; Coffey et
al., 1988; Hong et al., 2009; Abad et al., 2019). En Michoacan, ademés de P. cinnamomi se
han reportado otros oomicetos como Phytopythium vexans, Pythium sp. amazonianum,
Phytophthora parasitica'y P. heveae asociados a pudricion de raiz y de fruto y a cancro del
tallo del aguacate (Ceja-Torres et al., 2000; Ochoa-Ascencio et al., 2011; Ochoa-Fuentes et
al., 2018; Hernandez-Pérez et al., 2019; Mondragén-Flores et al., 2022). En un muestreo de
raices de aguacate con pudricidon, procedentes de huertos comerciales del municipio de
Zitacuaro, Michoacan, se detectaron aislados con caracteristicas morfolégicas que no
correspondian a los oomicetos que se han reportado para Michoacén, por lo que el objetivo
de este trabajo fue caracterizar morfologica y molecularmente estos aislados, para determinar

su identidad.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta y aislamiento. En noviembre del 2019 en el municipio de Zitdcuaro Michoacan, se
hizo una colecta de raices y suelo de la rizosfera de arboles de aguacate con sintomas de
pudricion de raiz de cinco huertas. Para obtener los aislados se utilizd el protocolo descrito
por Mondragén-Flores et al., (2022) brevemente, raices laterales se lavaron con agua
corriente y se secaron. Cortes de tejido se colocaron en cassettes de inclusion, posteriormente
se sumergieron en cloro comercial al 2 % (v/v) durante 45 s y se enjuagaron con agua
destilada estéril tres veces. Se les retird el exceso de agua al tejido y se colocaron en cajas

Petri con medio selectivo NARPH-VS.

Caracterizacion morfolégica. Para la caracterizacion morfologica, se utilizé el aislado
denominado ZITR-4-3, el cual se crecid en los medios HMA, ¢V8-A al 10% (10 g de CaCO3,
1 L de jugo V8 Campbell’s, centrifugado a 4,000 rpm por 20 min) y papa dextrosa agar PDA
(Bioxon®) y se observaron las caracteristicas de la colonia y micelio. Para observar mejor
las estructuras reproductivas de acuerdo a Ferndndez-Pavia et al. (2020), hojas de pasto
silvestre se esterilizaron (20 min a 15 Ib de presion), después se colocaron pequefios trozos
de hojas en cajas Petri y cuadros de agar con micelio del aislado de cuatro dias de edad,
desarrollado en medio sin centrifugar agar V8 (scV8-A) (820 mL de agua destilada, 180 mL
de jugo V8 Campbell’s, 1 g CaCO3) se inundaron con solucion Zentmyer (Cheny Zentmyer,
1970) (se disolvieron en un litro de agua destilada: 1.64 g de Ca (NOs)2, 0.05 g de KNO3 y
0.48 g de MgSO04, la solucion se esterilizdo 20 min a 15 Ib de presion) y 10 dias después se
hicieron preparaciones con pequefios cortes de tejido y de agar y se observaron al
microscopio. Para determinar el tamafio de los esporangios y oogonios, cuadros de agar del
aislado de cuatro dias de edad desarrollado en sc-V8A, se inundaron con soluciéon Zentmyer
y se expusieron a luz blanca durante tres dias, se midieron 30 esporangios y 30 oogonios, en

un microscopio Leica DME, con el objetivo de 40x.

Sensibilidad a fungicidas. La sensibilidad del aislado ZITR-4-3 a los fungicidas fosfito de
potasio (FP) (Nutriphite plus magnum 40 % Gowan®) y metalaxil-M (MTX)
(RidomilGold® 480SL) se determind con el método usado por (Mondragon-Flores et al.,
2022). Para FP se evaluaron concentraciones finales de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 300 y 600 pg
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mL! de i.a y para MTX 0, 0.05, 0.15, 0.5, 1, 3 y 5 ug mL! de i.a. La concentracion efectiva
(valor de CEso) se determind con el método de dilucion en agar de Gray et al. (2018). Discos
de micelio de aislados de cuatro dias se colocaron en el centro de las cajas Petri que contenian
las diferentes concentraciones de los fungicidas. El crecimiento de las colonias se midi6 tres
dias después de la inoculacion. El crecimiento se calculé de acuerdo a Hu et al. (2010) y se
expresd como porcentaje. Para obtener el valor de la CEso se incluy6 el logaritmo natural de
cada una de las concentraciones examinadas; se realizo el analisis probit asociado con el 50%

de su inhibicion (Adaskaveg et al., 2015). El experimento se realiz6 por duplicado.

Pruebas de patogenicidad en plantas de aguacate. Para obtener el indculo para las pruebas
en plantas y frutos, el aislado se crecio en medio scV8-A al 10 %, en condiciones de oscuridad
a 25 °C, durante cinco dias. El medio con micelio se cortd en cuadros de 1 cm?
aproximadamente, se inundaron con solucion de Zentmyer y se expusieron a la luz. A las 48
h los cuadros de agar se frotaron con un hisopo estéril para desprender los esporangios; la
suspension se coloco en un recipiente y la concentracion de esporangios se determind en una
camara de Neubauer (Ferndndez-Pavia et al., 2020). Se utilizaron plantas jovenes de aguacate
de la variedad ‘Hass’ con 12 a 14 hojas verdaderas obtenidas de un vivero comercial en
Uruapan, Mich. Se retir6 el suelo de las raices de ocho plantas con agua corriente. Las raices
de cinco plantas se sumergieron en 4 L de una suspension a una concentracion total de
660,000 esporangios durante tres horas; para el testigo las raices de tres plantas se
sumergieron en dH>O. Posteriormente se colocaron en macetas y se mantuvieron en
condiciones de invernadero con riego diario. Después de 20 dias, las plantas se retiraron de

las macetas, las raices se enjuagaron con agua corriente y se tomaron muestras de raiz de

cada planta para ser sembradas en medio selectivo NARPH-VS8.

Pruebas en frutos de aguacate. Se usaron ocho frutos de aguacate ‘Hass’ con madurez
fisioldgica; cinco frutos se inocularon en el 4rea del pedinculo después de retirarlo, se colocod
una gota de 60 uL de una suspension de esporangios a una concentracion de 2000 mL, y
tres frutos con una gota dH2O. En recipientes de plastico, se colocod algodon que se cubrio
con sanitas®, se humedecieron con dH>O, los frutos se colocaron en el interior sobre una

base de plastico para evitar el contacto con el papel; los recipientes se taparon y se expusieron
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a 25 °C por cinco dias. Las lesiones se midieron en dos ejes opuestos distintos. Finalmente

se realiz6 una siembra de tejido epidérmico y de la pulpa de los frutos en medio cV8-A.

Caracterizacion molecular. El aislado ZITR-4-3 se desarroll6 en medio de ejote (papilla de
ejote y calabacita: Gerber Nestlé®, 339 g, agar 15 gy agua 646 mL) por cinco dias. El micelio
se colectd y se deshidrato a 39 °C durante 24 h, después se almaceno a -20 °C por 24 h,
posteriormente se molid y se extrajéo el ADN gendmico siguiendo un protocolo de extraccion
con base en CTAB (Ferndndez-Pavia et al., 2020). El ADN se cuantifico en un
espectrofotometro (Varioskan Flash Thermo Scientific NanoDrop 2000®) y se diluy6 para
obtener una concentracion de 12 ng pL-!. La region del espaciador interno transcrito (ITS1-
5.8-ITS2 de ADN ribosomal) se amplifico por PCR utilizando los cebadores ITS6/ITS4.
Ademas, el gen mitoncondrial que codifica para la proteina citocromo oxidasa I (COI). Las
reacciones contenian 6.25 pL de GoTaq® Hot Start Master Mix (Promega, Madison, WI,
EE. UU.), 0.0675 pL de cada uno de los oligonucledtidos ITS6/ITS4 (ITS6 5°—
GAAGAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3") (Cooke et al, 2000) e (ITS4 5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) (White, 1990) y los de COI (COIF-1 5'-
TCAWCWMGATGGTTTTTTCAAC-3’ y COIR-1 5'-
RRHWACKTGACTDATRATACCAAA-3") (Abad et al., 2019) (100 pmol pL-1), 3 uL de
ADN gendmico (30 ng) y agua destilada ultrapura hasta tener un volumen final de 13 pL.
Las reacciones de amplificacion se hicieron en un Eppendorf Mastercycler 96-Well Gradient
(Eppendorf, Hauppauge, NY, EE. UU.) en las siguientes condiciones: una desnaturalizacion
inicial durante 2 min a 94 ° C, 35 ciclos cada uno de los cuales comprenden, desnaturalizacion
durante 1 min a 94 ° C, alineacion durante 1 min a 53 © C, extension durante 1 mina 72 ° C
y una extension final durante 10 min a 72 ° C. Para el caso de las reacciones con COI, la
temperatura para la desnaturalizacion y la alineacion fue de 95 ° Cy 55° C respectivamente.
Los amplicones resultantes (5 pl) se colocaron en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro de etidio, que fue sometido a electroforesis a 50 V durante 100 min; y un
transiluminador UV para visualizarlo. El tamafio de los amplicones se estim6 en comparacion
con un marcador de ADN de 1 kb (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Las bandas de interés
fueron cortadas y purificadas empleando un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System, Promega). Los productos de la PCR se enviaron para secuenciacion a la

compafiia Macrogen (Setl, Corea del Sur) y las secuencias fueron editadas usando los
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programas PreGap y Gap (http://staden.sourceforge.net). Las secuencias consenso obtenidas
se analizaron con el programa Blast de NCBI [National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm. nih.gov)] para comparar con otras secuencias de

Oomicetos de esta base de datos.

Analisis filogenético. Para determinar si el aislado identificado mediante busqueda Blast se
caracterizo correctamente, se hizé un analisis filogenético donde se incluyeron secuencias de
especies Phytophthora del clado II obtenidas de Hong et al. (2009); Abad et al. (2019), como
grupo externo se utilizd a P. alni ubicada en el clado VII. Los arboles iniciales para la
buisqueda heuristica se obtuvieron automaticamente mediante la aplicacion de los algoritmos
Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque
de Maxima Verosimilitud Compuesta y después seleccionando la topologia con valor de
verosimilitud superior (Nei y Kumar, 2000). Este andlisis involucrdé 15 secuencias de
nucleotidos. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X, se hizo un analisis
filogenético molecular de méaxima verosimilitud, con 1000 de valor bootstrap y un modelo

de evolucion molecular GTR+G+I (Kumar et al., 2018).

RESULTADOS

Colecta y aislamiento. Se obtuvieron cuatro aislados de muestras procesadas, de una huerta
pequefia (1 ha) de temporal, sombreada, con arboles de 30 afios de edad, con manejo
convencional, suelo tipo arcilloso (acrisol), con sintomas de marchitez ubicada en la
localidad de Carpinteros a 19°49” 05" Ny 100° 31" 58""W, a una altura de 2176 msnm en
el municipio de Zitacuaro, Michoacan.

Caracterizacion morfologica y molecular. Las colonias en los diferentes medios, fueron
circulares, con micelio blanco, cenocitico, aracnoide, sin hinchamientos, con crecimiento
sumergido de textura algodonosa, superficie plana y densidad escasa. En PDA la colonia
presentd forma rosacea, en cVS8, estrellada y en HMA estrellada menos definida. En solucion
de Zentmyer, se observo produccion abundante de esporangios en simpodios simples,
semipapilados, algunos con dos papilas, principalmente ovoides a obpyriforme, algunos de
formas irregulares, con el pedicelo insertado asimétricamente, persistentes, con medidas en
promedio 50 x 32.6 um, rango (62.5- 45 x 37.5-25 um). En los cortes de tejido se observaron

oosporas lisas, redondas pleroticas y apleroticas, con anteridio, pardgino cilindrico y
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lobulado; escasas clamidosporas globosas. Oogonios redondos, lisos con dimensiones en
promedio de 26.5 x 26.2 um y un rango de (30.22.5 x 30-22.5 um) (Figura 1), caracteristicas
que corresponden a P. mengei de acuerdo a (Hong et la., 2009; Abad et al., 2019). La
amplificacion de ADN de las regiones ITS y COI, dio como resultado fragmentos de 750 pb
para ambas regiones génicas. Los resultados obtenidos del GenBank, mediante la bisqueda
Blast de las secuencias amplificadas, mostro para ITS 100 % de cobertura e identidad y para
COI 100 % de identidad y 97 % de cobertura contra, secuencias comprobadas para genes de
cddigo de barras ITS rDNA y COI del ex-tipo Phytophthora mengei, aislado CPHSTBL 3,
agrupado en el clado 2 (Abad et al., 2019).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Phytophthora mengei. a-b) esporangios ovoides
semipapilados; c-d) esporangios bipapilados; e-h) esporangios de formas irregulares; i-j)
oogonios lisos y anteridios capitado; s-k) esporangios en simpodios simples; 1) micelio
aracnoide; m-n) oosporas pletéricas y aplerdticas con anteridio pardgino; colonias en medio
de cultivo 0) HMA; p) cV8-A; q) PDA.

Pruebas de patogenicidad en frutos y plantas de aguacate. Las pruebas de patogenicidad
resultaron positivas, los frutos de aguacate inoculados mostraron sintomas de pudricion a las

48 h postinoculacion (hpi); a las 120 hpi se observaron lesiones marrones, irregulares de 5.5
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cm de didmetro en promedio (Figura 2), en todos los casos, el patdogeno re aislado de la pulpa
y de la epidermis de los frutos correspondi6 al organismo inoculado. En los frutos testigo no
se observaron sintomas. En las plantas, seis dias postinoculacion (dpi) se observé clorosis,
defoliacién y muerte descendente y 20 dpi habian perdido casi la totalidad de las hojas. Las
raices presentaron necrosis, desprendimiento de corteza y ausencia de raices alimentadoras.
En las plantas testigo no se observaron sintomas. El patdogeno que se inoculd fue el mismo
que se re aislo de las raices de las plantas inoculadas. El porcentaje de aislamiento a partir de

frutos fue del 100 % y el de plantas del 10%.

Figura 2. Pruebas de patogenicidad de P. mengei en frutos y plantas de aguacate. a)
lesiones en frutos inoculados; b) apariencia de la lesion en la pulpa de frutos inoculados 96
hpi; c) fruto testigo; d) plantas con defoliacion y muerte descendente 20 ddi; c¢) raiz necrosada
y sin raices alimentadoras de una planta inoculada; f-g) plantas testigo con raices sin
sintomas.

Sensibilidad a fungicidas. Los analisis de varianza entre las diferentes concentraciones para

crecimiento e inhibicion de micelio, de FP y MTX resultaron significativos (P>0.001). Para
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FP, la media de crecimiento fue de 5 mm y para inhibicion de 76.96 %, en la comparacion
de medias se formaron seis grupos, donde las concentraciones de 100, 300 y 600 ug mL! de
1.a., inhibieron el crecimiento en 100 % y se comportaron como estadisticamente iguales, por
otro lado para MTX, el valor medio de crecimiento fue de 11.57 mm y para inhibicion de
41.64 %, los datos formaron cuatro grupos en la comparaciéon de medias, donde las dos
concentraciones mas bajas y mas altas fueron iguales estadisticamente, a3 y 5 ug mL! de i.a.
se inhibid mas del 70 % el crecimiento micelial (Cuadro 1). Los valores de CEso fueron de

3.67y 0.737 ug mL! de i.a., para FP y MTX respectivamente.

Cuadro 1. Crecimiento e inhibicioén de P. mengei a diferentes concentraciones de fosfito de
potasio (FP) y metalaxil-M(MTX).

Fosfito de Potasio Metalaxil-M
Concentracion Crecimiento Inhibicion Concentracion (g Crecimiento Inhibicion
(ng mL ) (mm) (%) mL ) (mm) (%)
0 21.7  a* 0 a 0 19.8 A 0 a
5 8.5 b 61.0 b 0.05 19.5 Ab 1.7 a
10 5.7 b 73.9 c 0.15 17.3 B 125 b
25 32 d 85.4 d 0.5 7.8 C 604 d
50 1.0 e 95.4 e 1 6.3 Cd 681 de
100 0 f 100 f 3 5.16 D 739 ¢
300 0 f 100 f 5 5.0 D 749 ¢
600 0 f 100 f

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Analisis filogenético. En el andlisis filogenético, el arbol concatenado de las secuencias de
ITS y COI mostr6 que el aislado analizado (ZITR-4-3), se agrupd con P. mengei, con un
valor boostrap de 100 y es cercano filogenéticamente con P. siskiyouensis, P. capsici y P.

tropicalis; por el contrario, los aislados que conformaron el complejo P. citricola, (P.
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citricola, P. plurivora, P. multivora y P. capensis) se ubicaron mas distantes que el aislado

del presente estudio, con valores boostrap de 76 y 83 (Figura 3).

Figura 3. Arbol filogenético concatenado Neighbor-Join y BioNJ basado en secuencias de
ITS y COI de Phytophthora mengei y de especies que conforman el clado II a excepcion del
grupo externo P. alni.

DISCUSION

El cancro de tronco en aguacate es causado principalmente por P. citricola (sinénimo P.
mengei basado en C1T5 sensu Oudemans et al., 1994) y P. cinnamomi (Zentmyer et al.,
1974; Coffey et al., 1988; Ceja-Torres et al., 2000). Phytophthora citricola aislado de
aguacate en América, fue redescrito posteriormente como P. mengei y esta distribuido en
E.E.U.U. principalmente en California y en México (Hong et al., 2009; Bezuidenhout et al.,
2010; Dann et al., 2013; Abad et al., 2019). En la base de datos de Phytophthora (Abad et
al., 2019) tinicamente se reconoce la presencia de P. mengei en California, EEUU, porque la
distribucion la reportan en base a secuencias de NCBI y no existe una secuencia de P. mengei
en esta base de datos. En México mediante caracterizacion morfoldgica se reportd a P.

citricola causando pudricion en frutos y raices de aguacate en el Estado de México
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(Fucikovsky y Luna, 1987). Este aislado de México fue analizado por Oudemans et al. 1994
como parte del complejo de P. citricola, posteriormente fue retomado en un estudio realizado
por Bezuidenhout et al. (2010) quienes lo reportan en un listado de aislados de referencia
como P. mengei mediante identificacion molecular. Por lo anteriormente descrito no existe
un reporte que describa la presencia de P. mengei en México que incluya la parte morfoldgica
y molecular, por lo que este es el primer reporte que considera estos dos aspectos de esta
especie para este aislado obtenido en Michoacan, México, lo cual es de gran relevancia ya
que es el principal productor de aguacate en el mundo. P. mengei se obtuvo en una colecta
de muestras que se llevo a cabo en huertos en Michoacan en un estudio de pudricion de raiz,
a diferencia de P. cinnamomi, presenta micelio aracnoide, caracteristica que se considero al
seleccionar los aislados ya que era indicativo de que habia mas de una especie asociada a la
enfermedad (Erwin y Riberio, 1996; Hong et al., 2009). Es probable que estuviera en raices
adventicias donde puede sobrevivir, aunque estas no sean un campo de infeccion o en raices
alimentadoras donde completa su ciclo de vida (Coffey et al., 1988; EI-Hamalawi y Menge,
1994; Oudemans et al., 1994). P. mengei es homotalico, produce oosporas pleréticas y
apleroticas con anteridios pardginos y esporangios semipapilados persistentes, se diferencia
de las otras especies que atacan aguacate porque produce esporangios grandes de formas
irregulares y oogonios mas pequefios con anteridios capitados asimétricos, asi como oosporas
con oogonios apleroticos con pico (Hong et al., 2009; Bezuidenhout et al., 2010; Abad et al.,
2019). Las caracteristicas morfoldgicas observadas en los esporangios y oosporas asi como
la presencia de esporangios de formas irregulares en los aislados recuperados en la presente
investigacion, concuerdan con las anteriormente descritas. El tamafio de los esporangios (50
x 32.6 um), difirié con lo reportado por Hong et al. (2009), quienes observaron dimensiones
en promedio de 62.7 x 35.2 um, esto podria deberse a las diferencias en las condiciones de
crecimiento. Las analisis moleculares confirmaron la identidad del aislado ZITR-4-3 como
P. mengei, ubicado en el clado II, los analisis filogenéticos indican su cercania con las
especies, P. siskiyouensis, P. capsici y P. tropicalis, resultados que concuerdan por los
obtenidos por Hong et al. (2009), quienes mencionan similitudes entre P. siskiyouensis 'y P.
mengei como esporangios semipapilados, ovoides, elipsoides y los anteridios cilindricos en
forma de cabeza. Anteriormente, Oudemans et al. (1994) habian determinado la estrecha

relacion de aislados del complejo P. citricola con P. capsici, 1o que posteriormente fue
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confirmado por Hong et al. (2009), quienes indican las diferencias que existen entre estas
especies ya que P. mengei tiene esporangios semipapilados y es homotalico, mientras que P.
capsiciy P. tropicalis producen esporangios papilados y son heterotalicos. Las otras especies
que conforman el complejo de P. citricola, como son P. capensis, P. citricola, P. multivora
y P. plurivora, se encuentran mas distantes filogenéticamente, conformando otro grupo, estos
resultados concuerdan con otros estudios donde P. mengei no se agrupa con el resto de las
especies del complejo (Jung y Burgess et al., 2009; Bezuidenhout et al., 2010). Por lo
anterior, Bezuidenhout et al. (2010) consideran que en base a las caracteristicas morfologicas
distintivas de P. mengei, y a la distancia filogenética con especies del complejo P. citricola
y su cercania con P. capsici, no debe considerarse parte de este complejo, pero esto requeriria
de estudios que incluyeran més poblaciones de las especies que conforman el complejo P.
citricola (Oudemans et al., 1994; Jung y Burgess 2009; Bezuidenhout et al., 2010) obtenidas
de aguacate. En las pruebas de sensibilidad a fungicidas, se observaron valores de CEso, de
3.67 y 0.737 ug mL! de i.a. FP y MTX respectivamente, de acuerdo con Mondragon-Flores
et al. (2022) P. cinnamomi presenta valores promedio de CEso de 24.62 y 0.215 pg mL! de
i.a. para FP y MTX respectivamente, por lo que P. mengei es mas sensible a FP que a MTX
y mas tolerante a metalaxil-M (mefenoxam) que P. cinnamomi. Coffey et al. (1984), reportan
que P. citricola aislado de aguacate, es mas tolerante a mefenoxam que P. cinnamomi. Por
otra parte, Marin et al. (2021) han reportado en algunas especies de Phytophthora el
desarrollo de resistencia a metalaxil-M por aplicaciones constantes, sin embargo, otros
estudios sugieren que la tolerancia a este fungicida que presentan las poblaciones de P.
citricola, podria ser una caracteristica asociada con la especie y no a la presion de seleccion
por la exposicion al fungicida, debido a que las fuentes de donde provenian varios aislados,
no tenian antecedentes de contacto con el fungicida (Bhat y Browne, 2007). El fosfito de
potasio se ha utilizado con mayor frecuencia para el control de la pudricion de raiz que el
metalaxil-M, debido a que es eficaz y de menor costo que otros (Adaskaveg et al., 2015;
Belisle et al., 2019), posiblemente las aplicaciones frecuentes controlan las poblaciones de
P. mengei debido a su sensibilidad al fungicida y esta podria ser una de las razones por la que
no se habia detectado su presencia en Michoacan. Aunque puede deberse también a un mal
diagnéstico debido a la dificultad para aislar Phytophthora (Erwin y Riberio, 1996) como lo

demuestra el bajo porcentaje de aislamiento en el presente estudio a partir de raices infectadas
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en arboles inoculados. En las pruebas de patogenicidad, P. mengei causé pudricion en frutos
y en plantas de aguacate, desarrolld sintomas como defoliacion, muerte descendente y
pudricion de raiz, sin embargo, en el re aislamiento, mientras que de los tejidos del fruto se
recuper? el aislado en un 100%, de las plantas solamente se recupero en el 10%, lo anterior
probablemente se debe a que consideran a P. citricola (P. mengei) aislado de aguacate como
un patogeno débil en raices, pero que causa pudricion en frutos y es més agresivo en tallos
causando cancros comparado con P. cinnamomi (Zentmyer et al.,1973). Sin embargo, los
arboles del huerto presentaban sintomas de pudricion de raiz y no se aislo a P. cinnamomi,
por lo que es muy probable que P. mengei estuviera ocasionando la enfermedad. Los factores
que favorecen el desarrollo de la enfermedad son arboles que se encuentran en huertos
excesivamente sombreados, con suelos arcillosos, con arboles de més de 10 afios de edad y
estresados, donde con frecuencia se ha aislado a P. citricola de raices, en California (Coftey
et al., 1988; El-Hamalawi y Menge, 1994; Ceja-Torres et al., 2000), estas condiciones
coinciden con las que prevalecian en la huerta muestreada. En México se han reportado
diferentes especies de Phytophthora asociadas a pudricion de raiz, fruto y cancro en aguacate
en diversas localidades (Ceja-Torres et al., 2000; Ochoa-Ascencio et al., 2011), aunado a lo
anterior, enfermedades se estdn detectando en nuevas areas, ejemplos de esto es la presencia
de Phytophtora en los municipios de Atécuaro (Sylvia Ferndndez-Pavia, comunicacion
personal) y Zitadcuaro (Mondragon-Flores et al., 2022), debido a que en los ultimos afios el
cultivo del aguacate se ha extendido a regiones que favorecen la presencia de estas
enfermedades o bien no son adecuadas para el desarrollo del cultivo, generando estrés en las
plantas, favoreciendo la presencia de especies de Phytophthora entre las que se encuentra P.
mengei. Para realizar un diagnostico correcto es importante considerar que la diferencia entre
el cancro que ocasiona P. cinnamomi se restringe a la base del tronco mientras que el que
causa P. mengei, invade las raices estructurales, el tronco y las ramas de la parte baja del
arbol pudiéndose encontrar hasta una altura de tres metros y también infecta frutos
(Anonimo, 2013). También se ha reportado a P. multivora, otra especie del complejo P.
citricola causando pudricion de raiz en aguacate en Islas Canarias (Rodriguez-Padron et al.,
2018), por lo que no se descarta la presencia de otras especies del complejo atacando el
cultivo de aguacate en México. Ademads, es probable que P. mengei se este dispersando en

material vegetal y haya sido introducido a California en plantas de aguacate provenientes de
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México o Guatemala (Oudemans et al., 1994). Es necesario realizar un muestreo mas
extensivo debido a la relevancia del cultivo del aguacate en México, ya que es importante
determinar cudles son las especies presentes, los sintomas y las condiciones que favorecen el
desarrollo de las enfermedades causadas por Phytophthora entre las que se encuentra P.

mengei, para poder establecer estrategias de manejo mas adecuadas.

Conclusiones. Phytophthora mengei es capaz de causar pudricion de raiz y de fruto, a la
expansion acelerada del cultivo del aguacate a regiones no adecuadas para su desarrollo esta
especie podria convertirse junto con P. cinnamomi, en un problema sanitario que pudiera

afectar la produccion, rentabilidad y sustentabilidad del cultivo.
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Capitulo II1

Caracterizacion de poblaciones de Phytophthora cinnamomi aisladas de
raiz de aguacate con pudricion en México y comparacion con aislados de
Estados Unidos

Characterization of populations of Phytophthora cinnamomi isolated from
rotting avocado root in Mexico and comparison with isolates from the
United States

RESUMEN

La pudricion de raiz es una de las principales enfermedades del cultivo del aguacate, afecta
el 5 % de la superficie cultivada en México y es ocasionada por Phytophthora cinnamomi.
Es una especie heterotalica, con los dos tipos de compatibilidad Al y A2, este ultimo
globalmente distribuido. En California encontraron dos clados genéticamente distintos de
aislados de tipo de apareamiento A2 (A2 clado I y clado II), los pertenecientes al clado II, se
caracterizaron por ser mas virulentos y menos sensibles a fosfito de potasio (Fp), este linaje
clonal podria haber sido introducido en el sur de California proveniente de México, por lo
que se planteo el presente estudio con el objetivo de evaluar métodos de aislamiento de P.
cinnamomi de raices de aguacate con pudricion y caracterizar poblaciones actuales colectadas
en Michoacan, México y compararlas con aislados de California, Estados Unidos. Para la
recuperacion de los aislados se evaluaron dos técnicas de aislamiento, una a partir de suelo
usando tejidos trampa y la otra a partir de tejido radicular con pudricion. En los aislados
obtenidos se determino el tipo de compatibilidad. Se evalu¢ la sensibilidad in vitroaFpy a
Mtx de 50 aislados seleccionados de P. cinnamomi, asi como la virulencia en hojas de
Nicotiana benthamiana. A partir de estos 50 aislados se selecciond un subgrupo de 10 que
representaban la variacion fenotipica de la poblacion de México (MEX), con los cuales se
realizaron pruebas de virulencia en aguacate. Estos 10 aislados se compararon con 10
seleccionados de EUA, con base a su sensibilidad a Fp y velocidad de crecimiento. El mejor
método de aislamiento fue a partir de raices infectadas, seguido del de hojas de aguacate
como tejido trampa, con un porcentaje de recuperacion de aislados de 72 y 64 %
respectivamente. No se encontraron aislados resistentes a los fungicidas, se observo variacion

en virulencia, los aislados TGR-3-5, UPNS-4-1 y TANR-3-5, ZITR-3-3 fueron los mas y
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menos virulentos respectivamente, tanto en N. benthamiana como en aguacate. Los aislados
de ambos paises presentaron tipo de compatibilidad A2. Los aislados de EUA y MEX fueron
estadisticamente iguales con respecto CEso para Fp, sin embargo, en la tasa de crecimiento
si se observaron diferencias significativas. Aunque se encontraron similitudes entre los
aislados de P. cinnamomi de EUA y MEX con respecto a sensibilidad a Fp y a tipo de
compatibilidad es necesario realizar otros estudios y analizar un mayor niimero de aislados
para determinar si pudieron haber sido introducidos desde México hacia Estados Unidos de

América.

ABSTRACT

Root rot is one of the main diseases of avocado cultivation, it affects 5% of the cultivated
area in Mexico and is caused by Phytophthora cinnamomi. It is a heterothallic species, with
the two compatibility types Al and A2, the latter globally distributed. In California they
found two genetically distinct clades of A2 mating type isolates (A2 clade I and clade II),
those belonging to clade II, were characterized by being more virulent and less sensitive to
potassium phosphite (Fp), this clonal lineage could having been introduced in southern
California from Mexico, so the present study was proposed with the objective of evaluating
methods of isolating P. cinnamomi from avocado roots with rot and characterizing current
populations collected in Michoacdn, Mexico and comparing them with isolates from
California, United States. For the recovery of the isolates, two isolation techniques were
evaluated, one from soil using trap tissues and the other from rotting root tissue. In the
isolates obtained, the type of compatibility was determined. The in vitro sensitivity to Fp and
Mtx of 50 selected isolates of P. cinnamomi was evaluated, as well as their virulence in
Nicotiana benthamiana leaves. From these 50 isolates, a subgroup of 10 was selected that
represented the phenotypic variation of the population of Mexico (MEX), with which
virulence tests were carried out in avocado. These 10 isolates were compared with 10 selected
in the USA based on their sensitivity to Fp and growth rate. The best isolation method was
from infected roots, followed by avocado leaves as trap tissue, with a recovery percentage of
isolates of 72 and 64 %, respectively. No isolates resistant to fungicides were found, variation
in virulence was observed, isolates TGR-3-5, UPNS-4-1 and TANR-3-5, ZITR-3-3 were the

most and least virulent respectively, both in N. benthamiana as in avocado. The isolates from
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USA and MEX were statistically equal with respect to EC50 for Fp, however, in the growth
rate significant differences were observed. Although similarities were found between the
isolates of P. cinnamomi from the USA and MEX with respect to sensitivity to Fp and
compatibility type, it is necessary to carry out other studies and analyze a larger number of
isolates to determine if they could have been introduced from Mexico to the United States of

America.

INTRODUCCION

México es el principal productor de aguacate, seguido de Republica Dominicana, Colombia,
Perti e Indonesia, en el mercado predomina la variedad ‘Hass’ (FAOSTAT, 2020). Para el
2020, México contribuy6 con 2,393,848 t, de las cuales el estado de Michoacéan aportd mas
del 75% de la produccion nacional (SIAP, 2020). P. cinnamomi causa pudricion de raiz, una
de las principales enfermedades del cultivo, que afecta el 5 % de la superficie cultivada en
Meéxico (Téliz, 2000; Rodriguez-Padron et al., 2018). Uno de los problemas mas frecuentes
a los que se enfrentan los investigadores que trabajan con pudricion de raiz, es la dificultad
para aislar a P. cinnamomi ya que en medio de cultivo, tiene un crecimiento radial
relativamente lento comparado con organismos saprofitos como bacterias y hongos, por lo
que se dificulta aislarlo de tejidos infectados (Erwin and Ribeiro 1996). Uno de los errores
que se cometen al intentar aislar a P. cinnamomi, es la seleccion del tejido, por lo regular se
seleccionan raices finas y alimentadoras que son las que el patégeno ataca en primera
instancia segin Hardham (2005), lo que trae como consecuencia un bajo porcentaje de
aislamiento y la presencia de especies de Fusarium y Pythium (Toapanta-Gallegos et al.,
2010; Olalde-Lira et al., 2020) que tienen una velocidad de crecimiento mayor que
Phytophthora. El amplio rango de distribucién de P. cinnamomi se ve favorecido por su
capacidad de sobrevivir durante afios en el suelo o en plantas sin sintomas y el nivel de
susceptibilidad de las plantas, por lo que el manejo de las enfermedades que causa es todo un
reto (Hardham y Blackman, 2018). Los fungicidas mas utilizados para el control de P.
cinnamomi son metalaxil (Mtx) y fosfito de potasio (Fp) (Ramirez-Gil, et al., 2017). El Fp
es considerado de bajo riesgo en el desarrollo de resistencia y fue reclasificado en el 2018 de
modo de accion desconocido (U33) a inductor de las defensas del hospedante (P07) (FRAC,

2020). Algunos estudios reportan que con bajas concentraciones de Fp el crecimiento de P.
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cinnamomi no se ve afectado, pero en altas concentraciones este interfiere con la sintesis de
la pared celular e indirectamente activa los mecanismos de defensa de las plantas (King e?
al.,2010; Feldman et al., 2019). Se ha reportado variacion en la sensibilidad entre aislados
de P. cinnamomi, con valores de CEso que oscilan entre 4 a 148 pg mL! de ia.,
clasificandolos en tres grupos, sensibles, intermedios y tolerantes (Wilkinson ef al., 2001;
Belisle et al., 2019b). Para P. cinnamomi solo existe un reporte de desarrollo de resistencia
a fenilamidas de Darvas y Becker (1984), quienes sugieren que después de constantes
aplicaciones de Mtx a los suelos, es dificil controlar la pudricion de la raiz de plantas de
aguacate jovenes. Por el contrario, otros estudios reportan la sensibilidad a Mtx de aislados
de P. cinnamomi provenientes de plantas ornamentales y aguacate donde obtuvieron valores
de concentracion efectiva al 50 % (CEso) entre 0.01 y 0.34 pg mL!de i.a. (Hu etal., 2010;
Mondragén-Flores et al., 2022).

P. cinnamomi es una especie heterotalica, sin especializacion de hospedante, con los dos
tipos de compatibilidad A1y A2, este ultimo globalmente distribuido (Old et al.,1984; Robin
y Desprez-Loustau, 1998), en México se desconoce que tipo de compatibilidad se presenta.
Estudios en varios paises indican que las poblaciones de P. cinnamomi son estables a través
del tiempo, sin un patréon especifico de distribucion, existiendo tres linajes clonales uno
correspondiente a los aislados de tipo de apareamiento Al y dos linajes clonales diferentes
para los aislados de tipo de apareamiento A2 (A2 tipo 1 y A2 tipo 2), ademads presentan baja
variabilidad genética y no se reproduce de forma sexual en el campo, aun cuando los dos
tipos de compatibilidad estén presentes (Old et al.,1984; Linde et al., 1997; Dobroolski et al.,
2003). Sin embargo, algunos estudios indican que P. cinnamomi presenta variacion en el
fenotipo y en el nivel de virulencia, debido probablemente a factores climaticos y a la
recombinacion mitotica que es muy frecuente en los linajes clonales (Dobroolski et al., 2003;
Hiiberli et al., 2001; Eggers et al., 2012; Ochoa-Fuentes et al., 2015; Garbelotto et al., 2015).
Pagliaccia et al., (2013) llevaron a cabo el primer estudio para evaluar la diversidad genética
de los aislados de P. cinnamomi de aguacate en California y encontraron dos clados
genéticamente distintos de aislados de tipo de apareamiento A2 (A2 clado I y clado II).
Posteriormente Belisle et al., (2019b) caracterizaron estos aislados fenotipicamente y los
resultados indicaron que presentan variacion en cuanto a virulencia y sensibilidad a

fungicidas. Los aislados colectados en el sur de California ubicados en el clado II de A2,
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fueron menos sensibles a fosfito de potasio y mas virulentos en portainjertos clonales de
aguacate, que los que pertenecen al grupo clado I de A2 colectados en el norte de California.
Actualmente el movimiento de materias primas en el mundo debido a la globalizacion se ha
incrementado de manera sustancial, P. cinnamomi es un patdgeno ampliamente distribuido,
es muy probable que el hombre haya intervenido en su movimiento tanto en cortas como a
grandes distancias. Con respecto a México un estudio de diversidad genotipica utilizando
AFLPs, detecto variabilidad, los aislados se separaron en dos clados correlacionados con su
origen geografico, y posteriormente detectaron diferencias en virulencia (Ochoa-Fuentes et
al., 2015). Sin embargo, aun faltan algunas zonas productoras de aguacate de ser analizadas,
asi como comparar poblaciones actuales de este oomiceto con las que se enecuentran
presentes en California. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar métodos de
aislamiento de P. cinnamomi de raices de aguacate con pudricion y caracterizar poblaciones
actuales colectadas en Michoacan, México (MEX) y compararlas con aislados de California,

Estados Unidos (EUA).

HIPOTESIS
El porcentaje de aislamiento de Phytophthora cinnamomi varia con diferentes métodos.

Las poblaciones de Phytophthora cinnamomi asociadas a pudricion de aguacate de
Michoacan, México presentan variabilidad fenotipica en lo que respecta a virulencia y a

sensibilidad a fungicidas.

Los aislados de P. cinnamomi de Michoacan, México son similares a los California, EUA,

con respecto a tipo de compatibilidad, sensibilidad a fosfito de potasio y tasa de crecimiento.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar métodos de aislamiento de P. cinnamomi de raices de aguacate con pudriciéon y
caracterizar poblaciones actuales colectadas en Michoacan, México y compararlas con

aislados de California, Estados Unidos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar protocolos de aislamiento y esporulacion de P. cinnamomi.

2.- Determinar el tipo de compatibilidad de los aislados colectados en Michoacén.

3.- Evaluar la sensibilidad in vitro a metalaxil-M y fosfito de potasio de aislados P.
cinnamomi obtenidos de raiz de aguacate con pudricion.

4.- Determinar la virulencia de aislados de P. cinnamomi, en hojas de Nicotiana
benthamiana.

5.- Evaluar la virulencia de los aislados que sean representativos de la variacion fenotipica
de P. cinnamomi, en frutos de aguacate.

6.- Comparar fenotipicamente las poblaciones de P. cinnamomi provenientes de California
y de México con base al tipo de compatibilidad, tasa de crecimiento y sensibilidad a fosfito

de potasio.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras. De mayo a diciembre del 2019 en el estado de Michoacéan, en los
municipios productores de aguacate; Ario de Rosales, Nuevo San Juan Parangaricutiro,
Periban de Ramos, Salvador Escalante, Tingundin, Tancitaro, Uruapan, Ziracuaretiro, y
Zitacuaro, se realiz6 una colecta de raices y suelo de la rizésfera, de arboles con sintomas de
amarillamiento, defoliaciéon y muerte descendente. En cada municipio se muestrearon cinco
huertas y de cada huerta se seleccionaron cinco arboles, se tomd una muestra por arbol. Las
muestras se colocaron en bolsas de plastico etiquetadas y en una hielera se transportaron al
laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales
(ITAF), de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (UMSNH). Se recopild
informacion de las huertas como tipo de suelo, edad de los arboles, variedad, clima y manejo.
Ademés, se colectaron suelo y raices en algunos viveros, dado que son fuente de indculo y

movimiento a larga distancia de P. cinnamomi.

Técnicas de aislamiento. Los aislados se obtuvieron mediante dos métodos, por medio de
tejidos trampa a partir de suelo y de raices de aguacate infectadas. Se utilizaron como tejidos
trampa: hojas de azalea, de aguacate (jovenes) y de pino, y manzanas ‘Granny’. Para evaluar

la eficacia de diferentes métodos, se procesaron 25 muestras de suelo de arboles enfermos
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con cada tipo de tejido y de raiz 'y 10 con aciculas de pino. Los tejidos trampa se lavaron con
agua corriente, desinfestaron con alcohol al 70%, y se colocaron en recipientes con 300 g de
suelo y agua destilada estéril (dH20) en una proporcion de 1:2 por 48 h. Las manzanas fueron
perforadas y se introdujeron 2 g de suelo en los orificios, se colocaron en caméra humeda
durante 48 h. Para la obtencion de aislados a partir de raices, se modificaron los protocolos
de Erwin y Ribeiro (1996) y Rodriguez-Padrén et al. (2018). Se seleccionaron raices laterales
parcialmente necrosadas, se lavaron con agua corriente y se secaron con toallas de papel
estériles. Cortes de tejido de aproximadamente 1 cm, con una parte sana y una necrosada se
colocaron en cassettes de inclusion, los cuales se sumergieron en cloro comercial al 2 % (v/v)
durante 45 s y se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces. El exceso de agua se retird
de los cortes de tejido con toallas de papel estériles y se colocaron en cajas Petri con medio
selectivo NARPH-VS. Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad de 24 a 48 h, hasta que
se observo el crecimiento de micelio caracteristico de P. cinnamomi. Las colonias se
purificaron por cultivo sucesivo de punta de hifa en medio de cultivo harina de maiz agar

(HMA, Fluka®).

Caracterizacion molecular. Los aislados ZITR-3-3, PRS-1-1, TANR-3-5 y ZITR-5-5,
presentaban algunas caracteristicas atipicas de P. cinnamomi, por lo que se caracterizaron
molecularmente para corroborar su identidad. Para la extraccion de ADN, se uso el protocolo
descrito previamente Mondragon-Flores et al. (2022). La caracterizacion molecular se hizo
por amplificacion por PCR de las regiones ITS (ITS1-5.8-ITS2 de ADN ribosomal),
utilizando los cebadores reverse ITS6 y forward ITS4. Los productos de la PCR se enviaron
a la compania Macrogen (Setl, Corea del Sur) para secuenciacion. Las secuencias consenso
obtenidas se analizaron con el programa Blast de NCBI [National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm. nih.gov)].

Tipo de compatibilidad. Se determiné la compatibilidad de los aislados utilizando cepas de
referencia Al(aislado de camelia) y A2 (aislado de aguacate) que fueron donados por la
Universidad de California de Riverside al Laboratorio de Patologia Vegetal (IIAF). En una
caja Petri con medio V8 agar sin centrifugar (scV8 agar) (820 mL de agua destilada, 180 mL
de jugo V8 Campbell’s, 3 g CaCO3), se colocd un disco de micelio de un aislado con tipo de

compatibilidad A1 y en otra caja el tipo A2. Asimismo, en cada una de las cajas se coloco un
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disco de micelio del aislado de interés aproximadamente a un centimetro de distancia. Las
cajas se incubaron a 25 °C en obscuridad durante 10 dias. A los aislados que formaron
oosporas se les asignd el tipo de compatibilidad complementario en la cruza (Fernandez-
Pavia et al., 2020).

Para las pruebas de sensibilidad a fungicidas y virulencia se seleccionaron 50 aislados, cinco
aislados de huertas de cada uno de los nueve municipios y cinco mas obtenidos de viveros,
pertenecientes a la coleccion del laboratorio de Patologia vegetal del IIAF (Cuadro 1). De los
cuales se obtuvieron cultivos monosporicos mediante el procedimiento que se describe a

continuacion.

Obtencion de cultivos monosporicos. Para obtener cultivos monosporicos, se promovio la
produccion de esporangios con el protocolo de Hwang et al. (1975) modificado; tres discos
de micelio de 5 mm de cada aislado se cultivaron por triplicado en cajas Petri 60 x15 mm
con 10 mL de medio scV8-A, sobre papel celofan transparente y expuestos a luz por 24 h. El
papel celofan con el micelio se transfirié a una caja Petri, se le agregaron 10 mL de medio
liquido sin centrifugar (scV8) (820 mL de agua destilada, 180 mL de jugo V8 Campbell’s, 1
g CaCO3), se incubaron durante 24 h a 18 °C en oscuridad, se decant6 el medio liquido, se
enjuagaron tres veces y se inundaron con una solucion de sales de acuerdo con el protocolo
de Cheny Zentmyer, (1970) (se disolvieron en un litro de agua destilada: 1.64 g de Ca (NO3)a,
0.05 g de KNO3 y 0.48 g de MgSO04, la solucion se esterilizo 20 min a 15 1b de presion); a
continuacion se expusieron a luz blanca a 25 °C, cada 24 h se enjuagaron tres veces con la
solucion Zentmyer, por dos dias consecutivos. Para la liberacion de zoosporas, los aislados
se enjuagaron dos veces y se inundaron una vez mas con agua destilada estéril (dH20) a 4
°C hasta que se liberaron. Se tomaron 200 pL de la suspension de zoosporas y se colocaron
en una caja con medio agar agua, a las 24 h, se seleccion6 una hifa de una zoospora germinada
con ayuda del microscopio estereoscOpico, se cortd con un bisturi y se transfirid6 a medio

HMA.
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Cuadro 1. Ubicacion, edad, tipo de manejo y caracteristicas agroclimaticas de las huertas
de colecta de los 50 aislados seleccionados de P. cinnamomi de Michoacén.

Régimen

Aislado Mu::icgis :: de Fuente E‘;ﬁli‘; la Manejo ] de Tsiﬂglge TCill)i(l)n(:le
humedad

ARR-1-4 Ario de Rosales Tejido 25 Convencional Riego  Vertisol (A)C (wl)(w)
ARR-2-2 Ario de Rosales Tejido 20 Convencional Riego  Vertisol (A)C (wl)(w)
ARR-3-4 Ario de Rosales Tejido 30 Convencional Riego  Andosol (A)C (wl)(w)
ARR-4-1 Ario de Rosales Tejido 30 Convencional Riego  Vertisol (A)C (wl)(w)
ARR-5-4 Ario de Rosales Tejido 25 Convencional Riego  Andosol (A)C (wl)(w)
PRS-1-1 Periban Rizoésfera 20 Convencional Riego  Vertisol Awl(w)
PRS-2-10  Periban Rizoésfera 13 Convencional Riego  Vertisol Awl(w)
PRS-3-13  Periban Rizoésfera 13 Orgénica Riego  Vertisol Awl(w)
PRS-4-18  Periban Rizoésfera 15 Orgénica Riego  Vertisol Awl(w)
PRS-5-23  Periban Rizoésfera 7 Convencional Riego  Vertisol Awl(w)
SER-1-4 Salvador Escalante Tejido 35 Convencional Riego  Andosol (A)C (m)(w)
SER-2-3 Salvador Escalante Tejido 12 Convencional Temporal Andosol (A)C (m)(w)
SER-3-6 Salvador Escalante Tejido 15 Convencional Temporal Vertisol (A)C (m)(w)
SER-4-5 Salvador Escalante Tejido 30 Convencional Riego  Vertisol (A)C (m)(w)
SER-5-6 Salvador Escalante Tejido 30 Convencional Riego  Andosol (A)C (m)(w)
SINR-2-3  San Juan Nuevo Tejido 30 Convencional Temporal Andosol C(m)(w)
SINR-3-3  San Juan Nuevo Tejido 35 Convencional Temporal Andosol C(m)(w)
SINR-3-4  San Juan Nuevo Tejido 8 Convencional Temporal Andosol C(m)(w)
SINR-4-12  San Juan Nuevo Tejido 12 Convencional Temporal Andosol C(m)(w)
SINR-5-4  San Juan Nuevo Tejido 35 Convencional Temporal Andosol C(m)(w)
SINS-6-22  San Juan Nuevo Rizosfera 1 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
TANR-1-5 Tancitaro Tejido 30 Convencional Riego  Andosol (A)C (m)(w)
TANR-2-7  Tancitaro Tejido 15 Convencional Riego  Vertisol (A)C (m)(w)
TANR-3-5 Tancitaro Tejido 25 Orgénica Riego  Andosol (A)C (m)(w)
TANR-4-4  Tancitaro Tejido 30 Convencional Riego  Andosol (A)C (m)(w)
TANS-5-22 Tancitaro Rizosfera 15 Convencional Riego  Andosol (A)C (m)(w)
TGR-1-5 Tinguindin Tejido 45 Convencional Temporal Andosol Awl(w)
TGR-2-3 Tinguindin Tejido 40 Convencional Temporal Andosol Awl(w)
TGR-3-5 Tinguindin Tejido 25 Convencional Temporal Andosol Awl(w)
TGR-4-3 Tinguindin Tejido 30 Convencional Temporal Andosol Awl(w)
TGR-4-6 Tinguindin Tejido 30 Convencional Temporal Andosol Awl(w)
UPNR-1-1  Uruapan Tejido 42 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
UPNS-2-5  Uruapan Rizoésfera 35 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
UPNS-3-4  Uruapan Tejido 30 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
UPNR-4-4  Uruapan Tejido 40 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
UPNS-4-1  Uruapan Rizoésfera 40 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
CAV-7 Uruapan (vivero) Rizoésfera 1 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
CAV-12 Uruapan (vivero) Rizoésfera 1 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
CAV-11 Uruapan (vivero) Rizoésfera 1 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)
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CAV-15 Uruapan (vivero) Rizoésfera 1 Convencional Riego  Andosol C(m)(w)

ZCA-1-4 Ziracuaretiro Tejido 50 Convencional Temporal Andosol (A)C (W2)(w)
ZCA-2-2 Ziracuaretiro Tejido 43 Convencional Temporal Andosol (A)C (W2)(w)
ZCA-3-2 Ziracuaretiro Tejido 25 Convencional Temporal Andosol (A)C (W2)(w)
ZCA-4-3 Ziracuaretiro Tejido 30 Convencional Temporal Andosol (A)C (W2)(w)
ZCA-5-3 Ziracuaretiro Tejido 14 Convencional Temporal Andosol (A)C (W2)(w)
ZITR-1-1 Zitacuaro Tejido 40 Convencional Temporal Acrisol (A)C (wl)(w)
ZITR-2-5 Zitacuaro Tejido 35 Convencional Temporal Acrisol (A)C (wl)(w)
ZITR-3-3 Zitacuaro Tejido 30 Convencional Riego  Acrisol (A)C (wl)(w)
ZITR-3-4 Zitacuaro Tejido 30 Convencional Temporal Acrisol (A)C (wl)(w)
ZITR-5-5 Zitacuaro Tejido 12 Convencional Riego  Acrisol (A)C (wl)(w)

Sensibilidad a fungicidas. La sensibilidad a fosfito de potasio (Fp) (Nutriphite plus
magnum, Nitrégeno (N) 2%, Fosforo (P20s) 40 %, Potasio (K20) 16%, Gowan®) se evalud
con concentraciones finales de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 300 y 600 ug mL! y con metalaxil-M
(Mtx) (Ridomil Gold® 480SL, Metil N-(metotoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-D-alaninato, 45.28 %)
0,0.05,0.15,0.5, 1,3 y 5 ug mL"! de i.a. Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar con arreglo factorial, con tres réplicas. La concentracion efectiva a la cual se inhibid
el 50 % del crecimiento micelial (valor de CEso) se calcul6 utilizando el método tradicional
de dilucion en agar (Gray et al., 2018). El fungicida se agregd en medio centrifugado V8 agar
(cV8-A) al 10 % (10 g de CaCO3, 1 L de jugo V8, centrifugado a 4,000 rpm por 20 min)
para obtener las concentraciones finales y posteriormente se esterilizo. Discos de 6 mm de
micelio de los aislados de cuatro dias de edad cultivados en HMA, se colocaron en el centro
de las cajas Petri que contenian las diferentes concentraciones. Después de tres dias de
incubacion en oscuridad a 22 °C, se midi6 el crecimiento de la colonia en dos direcciones
perpendiculares, se restd la medida del disco de indculo y se obtuvo el promedio. El
crecimiento se calcul6 dividiendo el didmetro de la colonia en las cajas Petri con fungicida,
entre el promedio de crecimiento de las cajas testigo y se expresd como porcentaje (Hu et al.,
2010). El mismo procedimiento se utiliz6 para evaluar la sensibilidad a Fp de 10 aislados de
P. cinnamomi, representativos de la variacion fenotipica de la poblacion, colectados en

California.
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Pruebas de virulencia en hojas de Nicotiana benthamiana. La variabilidad en virulencia
de los aislados de P. cinnamomi, se determind mediante el método de inoculacion de hojas
separadas utilizando la planta modelo Nicotiana benthamiana, que es util cuando se evaltian
un gran numero de aislados, de acuerdo a Belisle et al. (2019b), la semilla fue donada por el
Dr. Julio Vega Arreguin de la ENES-UNAM-Leon. Para el desarrollo de las plantas, semillas
de N. benthamiana se sumergieron Atsagib® al 10 % (4cido giberélico al 90%), durante 24
h, posteriormente se pusieron en sustrato estéril, Sunshine® y perlita en una proporcion de
2:1. Una vez que las semillas germinaron y que las plantas presentaban cinco hojas
verdaderas, se trasplantaron a macetas con el mismo sustrato adicionado con 2 g de
fertilizante basacote plus® por litro de sustrato. Las plantas se mantuvieron en condiciones
de invernadero y riego diario, cuando tenian aproximadamente cinco semanas de edad se
seleccionaron hojas que fueran similares en tamano. En la superficie abaxial de las hojas se
coloco una alicuota de 20 pL de una suspension de zoosporas a una concentracion de 1000
mL! (Belisle et al., 2019b). Las hojas inoculadas se colocaron en cajas Petri con medio agar
agua al 1.5% y se incubaron en condiciones de laboratorio a 25 °C, tres dias después se
tomaron fotos a las lesiones de cada hoja y se midieron usando el programa image j. Se
seleccionaron 10 aislados de los 50 inoculados, con base a la variacién fenotipica para

utilizarlos posteriormente en pruebas de virulencia en frutos de aguacate.

Evaluacion de virulencia en frutos de aguacate. Para las pruebas en frutos de aguacate, se
inocularon los 10 aislados que representaban la variacion fenotipica de la poblacion de P.
cinnamomi en Michoacan. Para obtener el indculo se estimuld la esporulacion de los aislados
con el protocolo modificado de Hwang et al. (1975) anteriormente descrito. Frutos de
aguacate de la variedad ‘Hass’ con madurez fisiologica, se lavaron con jabon y agua corriente
y desinfestaron con etanol al 70 %, se hizo una herida con una aguja de diseccion en un
costado del fruto. Tres frutos por aislado se inocularon con una alicuota de 40 uL de una
suspension de zoosporas a una concentracion de 2000 por mL, se incubaron en camara
himeda a 25 °C por cuatro dias. Posteriormente se tomaron fotos de las lesiones y se midieron

con el programa image J.
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Comparacion de aislados de P. cinnamomi de México y Estados Unidos. Para determinar
si existian diferencias entre los aislados de ambos paises, se selecciond un subgrupo de 10
aislados de MEX y 10 de EUA, que representaban la variacion fenotipica. Se compararon
con base a la sensibilidad a fosfito de potasio y a la tasa de crecimiento a 22 °C, bajo las
condiciones del laboratorio de Patologia Vegetal del IIAF, utilizando los protocolos

anteriormente descritos.

Analisis estadisticos. Para determinar la variacion en la virulencia con los datos obtenidos
de las mediciones de lesiones en frutos y hojas de N. benthamiana se hizo un andlisis de
varianza y una comparaciéon multiple de medias (Tukey, 0.05). La comparacion de las
poblaciones de P. cinnamomi se determiné mediante una prueba de t para muestras
independientes. Para obtener los valores de la CEso se estimé el porcentaje promedio de
inhibicion de las dos repeticiones para cada concentracion de los fungicidas en funcion del
porcentaje observado en el grupo testigo, utilizando la siguiente féormula ICR(%)=(CRT-
CRF)/CRT)x100, donde ICR es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, CRT es el
crecimiento radial del testigo y CRF es el crecimiento radial en cada una de las
concentraciones. Todos los experimentos se realizaron al menos dos veces. Los valores de
concentracion efectiva del 50% (CEso), se determinaron ajustando las lineas de regresion del
logaritmo natural de las concentraciones de fosfito contra el porcentaje de inhibicién

transformado logit en comparacion con el control para cada aislado (Adaskaveg et al., 2015).

RESULTADOS

Colecta de muestras. De las huertas muestreadas en los nueve municipios se obtuvieron un
total de 170 aislados y uno de un vivero establecido en el municipio de Nuevo San Juan
Parangaricutiro, todos los aislados presentaron caracteristicas morfologicas de P. cinnamomi.
En total se muestrearon 47 huertas ubicadas a una altura entre 1500 y 2000 msnm, con arboles
entre 15 a 45 afos de edad, de las cuales 44 son de manejo convencional y 3 orgénicas, 23
con riego y 24 de temporal. De los 171 aislados, 142 se obtuvieron a partir de raices
infectadas y 29 por medio de tejidos trampa. De acuerdo a la clasificacion climatica de

Koppen-Geiger, 13 huertas cuentan con un clima tipo (A)C (m)(w), 12 en C(m)(w), 15 en
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(A)C (w1)(w) y 8 huertas en Awi(w). Las caracteristicas de las huertas de las que se

obtuvieron los 50 aislados seleccionados estan enlistadas en el Cuadro 1.

Aislamiento. De cada uno de los métodos utilizados para la recuperacion de aislados de P.
cinnamomi, se obtuvieron diferentes porcentajes de aislamiento con los tejidos trampa y del
tejido radicular. Con las aciculas de pino el porcentaje fue de 10 % (1:10), con hojas de azalea
de 24 % (6:25), y con manzanas Granny de 8 % (2:25), hojas jovenes de aguacate 16:25 (64
%) y de raices infectadas de 72 % (18:25), los dos ultimos métodos fueron los més efectivos,

por lo que se utilizaron para el resto de las muestras.

Caracterizacion molecular. La identidad de los aislados ZITR-3-3, PRS-1-1, TANR-3-5y
ZITR-5-5, se confirm6 mediante un andlisis Blast. Las secuencias obtenidas de la region del
espaciador interno transcrito (ITS1-5.8-ITS2 de ADN ribosomal) concidieron con las

reportadas para Phytophthora cinnamomi.

Tipo de compatibilidad. Todos los aislados recuperados en Michoacén, presentaron tipo de
compatibilidad A2, ya que como resultado de las cruzas con el aislado de referencia Al de
P. cinnamomi, produjeron oosporas pléroticas con anteridios anfiginos. Las cruzas de los
aislados con la cepa de tipo de compatibilidad A2 solamente produjeron clamidosporas

globosas.

Sensibilidad a fungicidas. Considerando que las concentraciones utilizadas para Mtx son
mas bajas que las de Fp, los aislados presentaron una mayor inhibicion del crecimiento con
Mtx, sin embargo, no se encontraron aislados resistentes para ambos fungicidas. Los
porcentajes de inhibicion oscilaron entre 7.79-100 % y 15.75-94.54 % para Fp y Mtx
respectivamente. El crecimiento oscild entre 1 £ 17 mm. En la comparacion de medias se
formaron siete grupos con respecto al crecimiento con los fungicidas (Figura 1). Los valores
de CEso obtenidos de los 50 aislados provenientes de los 9 municipios oscil6 entre 7 a 61 con
una media de 29 pg fosfito de potasio mL™! y para metalaxil-M oscil6 entre 0.17 y 0.57 con

una media de 0. 25 pg metalaxil-M mL!. Los analisis de varianza para el efecto de Fp y Mtx
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en el crecimiento de la colonia de los aislados, mostraron diferencias significativas (P>0.001)

entre tratamientos, sin embargo, entre aislados no se observaron diferencias (P<0.05).

Figura 1. Promedio de crecimiento micelial de aislados de P. cinnamomi expuestos a
diferentes concentraciones de fosfito de potasio y metalaxil-M

Cuadro 2. Comparacion de medias (Tukey, 0.05) del didmetro de crecimiento de aislados
de P. cinnamomi colectados en Michoacéan, expuestos a fosfito de potasio y metalaxil-M
durante tres dias.

Fosfito de Potasio Metalaxil-M
Concentracion Crecimiento Concentracion Crecimiento
(ng mL ™) (mm) (ng mL ™) (mm)

0 17.61 a 0 1723 a
5 16.12 b 0.05 1446 b
10 12.17 ¢ 0.15 944 ¢
25 775 d 0.5 607 d
50 441 e 1 363 e
100 1.55 f 3 1.84 f
300 020 g 5 095 g
600 0.00 g

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.

Variabilidad en virulencia en hojas de Nicotiana benthamiana. Los aislados ocasionaron
lesiones de diferentes tamafios, encontrandose diferencias significativss (P>0.001). En la
comparacion de medias se formaron seis grupos, 46 aislados se comportaron estadisticamente
igual compartiendo grupos, ocasionando lesiones que oscilaron entre 8 y 19 cm?. Los aislados
UPNS-4-1, TGR-3-5 se separaron comportandose como los mas virulentos causando lesiones

de mas de 20 cm? y TANR-3-5, ZITR-3-3 se ubicaron en el otro extremo como los menos
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virulentos con lesiones menores de 5 cm?. Los analisis estadisticos indican que no existe una
relacion entre el nivel de virulencia y el origen geografico de los aislados (P>0.517), ni con

la sensibilidad a Fp (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentraciones efectivas de metalaxil-M y fosfito de potasio a las que se inhibio
el 50 % del crecimiento micelial de los aislados de P. cinnamomi (CEso) y comparacion de
medias (Tukey, 0.05) (tamano de lesion) de las pruebas de virulencia en N. benthamiana.

Aislado CEso Mtx  CEso Fp Lesion cm?
(pgmL™") (ugmL™)

UPNS-4-1 0.22 29.32 20.157 a
TGR-3-5 0.27 27.89 20.05 a
SER-1-4 0.22 15.46 1939 ab
TANS-5-22 0.32 29.75 18.87  ab
SINR-4-12 0.25 52.48 18.66  ab
PRS-3-13 0.39 33.06 18.40 ab
TANR-1-5 0.28 36.29 18.34 ab
TGR-4-6 0.25 12.17 17.37  ab
ZITR-3-4 0.57 43.51 17.113  ab
ARR-4-1 0.22 17.11 16.863 ab
ZCA-5-3 0.30 9.11 16.56  ab
UPNR-2-5 0.23 24.13 1652  ab
ZITR-1-1 0.30 30.01 16.48  ab
UPNR-1-1 0.27 17.27 16.44  abc
TGR-4-3 0.25 14.62 16.243  abc
ZCA-2-2 0.34 19.85 16.07  abc
SINR-3-3 0.22 4791 16.03  abc
SINR-3-4 0.20 30.04 15.69  abed
CAV-12 0.39 19.97 15.64  abced
SER-5-6 0.22 32.93 1549  abed
SER-4-5 0.19 18.88 15.377 abed
ZCA-1-4 0.18 25.80 15.11  abed
UPNR-4-4 0.24 34.42 15.027 abed
ARR-5-4 0.28 28.90 1482  abed
SER-3-6 0.18 61.89 14.71  abed
TANR-2-7 0.20 24.03 14.063 abed
SER-2-3 0.38 41.01 14.033  abed
PRS-4-18 0.19 23.07 13.94  abed
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ARR-3-4
PRS-5-23
CAV-7
ZITR-5-5
PRS-1-1
SINR-6-22
PRS-2-10
ZCA-3-2
ZITR-2-5
UPNS-3-4
ZCA-4-3
CAV-15
CAV-11
ARR-1-4
TGR-1-5
SINR-2-3
SINR-5-4
ARR-2-2
TGR-2-3
TANR-4-4
TANR-3-5
ZITR-3-3

0.27
0.25
0.20
0.20
0.26
0.22
0.28
0.19
0.35
0.21
0.35
0.19
0.18
0.17
0.23
0.21
0.26
0.19
0.25
0.18
0.17
0.17

22.16
40.6
25.95
21.7
7.99
18.67
24.08
33
30.53
19.88
51.92
19.27
16.87
22.13
31.26
19.81
61.47
41.38
55.21
42.87
7.05
12.48

13.703
13.63
13.46
13.243
13.037
12.72
12.54
12.437
12.377
11.973
11.92
11.84
11.81
11.6
11.31
11.26
10.59
9.467
9.057
8.12
4.58
3.873

abed
abed
abed
abed
abed
abed
abed
abed
abed
abed
abed
abced
abced
abed
abced
abed
abed
abced
abed
bed
cd
d

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Variabilidad en virulencia en frutos de aguacate. El tamafio de lesion en frutos de aguacate

ocasionado por los 10 aislados seleccionados, fueron diferentes significativamente

(P>0.001), en la comparacion de medias se formaron tres grupos, donde los aislados TGR-
3-5 y UPNS-4-1 indujeron lesiones de mas de 24 cm?, por el contrario UPNR-1-1, SER-5-6,
TANR-3-5, SINR-6-22 y ZITR-3-3 fueron menos virulentos, causando lesiones que

oscilaron entre 2.7 y 4.7 cm?, comportandose estadisticamente iguales, los aislados restantes

ocasionaron lesiones entre 17.2 y 20.6 cm? (Cuadro 4). Los aislados TGR-3-5 y UPNS-4-1

fueron los mas virulentos y TANR-3-5 y ZITR-3-3 los menos virulentos tanto en hojas de N.

benthamiana como en frutos de aguacate (Figura 2).
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Figura 2. Variabilidad en virulencia de aislados de P. cinnamomi en frutos de aguacate y
hojas de N. benthamiana. Se observd mayor virulencia con los aislados TGR-3-5 (A, B) y
UPNS-4-1 (C, D) y menor virulencia con los aislados TANR-3-5 (E, F) y ZITR-3-3 (G, H)

Cuadro 4. Tamafio de lesiones ocasionadas por aislados representativos de la varibilidad
fenotipica de P. cinnamomi, en hojas de N. benthamiana y frutos de aguacate

Tamaiio de lesién (cm?) Tamaiio de lesién (cm?)

Aislado Hojas de V. Frutos de Aislado Hojas de V. Frutos de

benthamiana aguacate benthamiana aguacate
TGR-3-5 20 258 a UPNR-1-1 16.4 4.7 ¢
UPNS-4-1 20.2 248 a SER-5-6 15.5 36 ¢
PRS-1-1 13.04 20.7 ab SINS-6-22 12.7 27 ¢
TANS-5-22 18.9 20.7 ab TANR-3-5 4.6 29 ¢
ZCA-5-3 16.6 203 b ZITR-3-3 3.9 27 ¢

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Comparacion de aislados de P. cinnamomi de México y Estados Unidos. Los diez aislados
de EUA también presentan tipo de compatibilidad A2, de acuerdo a las cruzas realizadas en

la Universidad de California, Riverside.
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Al evaluar el crecimiento de los aislados de ambos paises expuestos a las diferentes
concentraciones, los analisis revelan variacion significativa (P>0.001), entre los aislados, su
origen y los tratamientos. Los aislados de EUA mostraron una media de crecimiento de 8.3
mm contra 7.0 mm de los de MEX. En la comparacién de medias entre los aislados se
formaron cinco grupos, los aislados 2120 y UPNR-1-1 alcanzaron el mayor y menor
crecimiento con 10.12 mm y 4.9 mm respectivamente, el resto de los aislados compartieron
grupos, con crecimiento que oscilé entre 9.5 y 5 mm. En la comparacién de medias entre
tratamientos se formaron siete grupos, los tratamientos 6 (100 pg mL ") y 7 (300 ug mL™!) se

comportaron estadisticamente iguales, el resto fueron diferentes. Cuadro 5.

Tasa de crecimiento. Respecto a esta variable, los andlisis de los datos muestran variacion
significativa (P>0.001) entre los aislados y su origen. En la comparacion de medias se
formaron siete grupos, el aislado 2114 present6 la mayor tasa de crecimiento (9.38 mm) y
UPNR-1-1 y SINR-6-22 la menor (5.10 mm), los demads aislados compartieron grupos con
crecimiento que oscilo entre 5.22 y 8.38 mm. Entre paises, los de EUA presentaron una
mayor variacion y una mayor tasa de crecimiento (6.86 mm) respecto a los de MEX (6.22

mm).

Cuadro 5. Comparacion de aislados de Phytophthora cinnamomi de Estados Unidos (EUA)
y México (MEX), con base a CEso a fosfito de potasio y a la tasa de crecimiento.
CEs Fp Crecimiento por dia Tipo de

Alslado o LY (mm) compatibilidad Origen
2114 7.09 94 a A2 California (EUA)
TANR-3-5 7.05 84D A2 Michoacan (MEX)
2113 8.21 8.3 bc A2 California (EUA)
PRS-1-1 7.99 8 bc A2 Michoacan (MEX)
Van 3 9.38 7.9 be A2 California (EUA)
B9 5.28 7.7 ¢ A2 California (EUA)
2110 10.69 6.8 d A2 California (EUA)
TANS-5-22 29.75 6.6 de A2 Michoacan (MEX)
UPNS-4-1 29.32 6.3 def A2 Michoacan (MEX)
ZCA-5-3 9.11 6.2 defg A2 Michoacan (MEX)
TGR-3-5 27.89 6.1 defg A2 Michoacan (MEX)
2120 98 6 efg A2 California (EUA)
5t5b 26.77 5.9 efgh A2 California (EUA)
2117 67.37 5.8 fgh A2 California (EUA)
5t6b 42.03 5.5 ghi A2 California (EUA)
SER-5-6 32.93 53 hi A2 Michoacan (MEX)
2109 83.27 53 hi A2 California (EUA)
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ZITR-3-3 12.48 52 hi A2 Michoacan (MEX)
SINR-6-22 18.68 5.1 i A2 Michoacan (MEX)
UPNR-1-1 17.27 5 i A2 Michoacan (MEX)

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Concentracion efectiva (CEs). Los aislados de EUA alcanzaron valores promedio de CEso
mayores (35.70 ug mL") respecto a los de MEX (19.24 ug mL), sin embargo, los dos grupos
se comportaron estadisticamente iguales (P<0.169), esto debido a la mayor variacion que hay
entre los aislados de EUA, con una desviacion estandar de 11.05, mientras que para los de

MEX fue de 3.1

DISCUSION

En este estudio se obtuvieron 171 aislados de P. cinnamomi de huertas (47) y de un vivero,
de nueve de los principales municipios productores de aguacate. Detectdndose unicamente el
tipo de compatibildad (TC) A2 lo que sugiere que las poblaciones se estan reproduciendo de
manera asexual. Esto coincide con estudios previos realizados en México en los que P.
cinnamomi obtenido de plantas ornamentales present6 el TC A2 (Diaz-Celaya, 2011; Soto-
Plancarte, 2019). También es consistente con otras investigaciones donde solamente han
reportado la presencia del TC A2 perteneciente a dos linajes clonales panglobales PcG1-A2
y PcG2-A2, distribuidos en todos los continentes. La reproduccion asexual al parecer es la
que predomina ya que también se reporta la ausencia de reproduccion sexual en campo, aun
cuando los dos tipos de compatibilidad estén presentes (Old et al.,1984; Hiiberli et al., 2001;
Eggers et al., 2012; Pagliaccia et al., 2013;Socorro Serrano et al., 2019; Shakya et al., 2021).
Aunque algunos investigadores han reportado la presencia de oosporas en tejido radicular
producidas por autofecundacion, es posible que la produccion de oosporas sea estimulada
por factores de estrés como la sequia, la presencia de hongos y/o bacterias antagonicas,
ademas de los exudados de las raices de las especies hospedantes y no hospedantes y no por
la unién de los dos tipos de compatibilidad (Crone et al 2013; Jung et al., 2013). Asimismo
la baja diversidad génetica de las poblaciones de P. cinnamomi es una constante en estudios
realizados, lo que indica que se reproduce principalmente de forma clonal (Old et al.,1984;
Linde et al., 1997). P. cinnnamomi es un pardsito primario con poca capacidad para competir

con otros microorganismos especialmente con hongos, cuando el protocolo de aislamiento
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no es el adecuado esto se ve reflejado en el bajo porcentaje de aislamiento y la obtencion de
otras especies (Jung et al., 2013). Por lo anterior, algunos investigadores prefieren el uso de
tejidos trampa, ya que la presencia de organismos contaminantes es menor, sin embargo,
este método tiene la desventaja de que el tiempo para procesar las muestras es mayor (Erwin
and Ribeiro 1996; Eden et al., 2000; Vitale et al., 2019; Jabiri et al., 2020). Toapanta-
Gallegos et al., (2017) en un estudio de diagndstico de P. cinnamomi, obtuvieron aislados
del 25 % de las muestras y el 60 % fueron especies de Pythium. Con el protocolo modificado
en el presente estudio se recuperaron aislados de P. cinnamomi del 72 % de las muestras a
partir de raices infectadas. La efectividad de este procedimiento se debi6 en parte a que se
seleccionaron raices laterales en vez de raices alimentadoras donde es comun la presencia de
especies de Fusarium y Pythium (Toapanta-Gallegos et al., 2010; Olalde-Lira et al., 2020).
Las hojas jovenes de aguacate resultaron ser un tejido trampa adecuado ya se recuper6 a P.

cinnamomi del 64 % de las muestras de suelo por lo que se recomienda su utilizacion.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad a fungicidas indican que en Michoacén, P.
cinnamomi es mas sensible a metalaxil-M que a fosfito de potasio. En el presente estudio no
se observaron aislados resistentes a fosfito de potasio, en contraste, Wilkinson et al. (2001),
reportan aislados resistentes en Australia, que alcanzaron valores de CEso de 148 pg *!. De
igual forma en California, detectaron aislados provenientes de aguacate, con resistencia a
fosfito de potasio, con valores de CEsp mayores a 100 pg mL"! (Belisle et al., 2019b).
Estudios de huertos de aguacate con uso prolongado de Fp, sugieren la posible seleccion de
aislados de P. cinnamomi menos sensibles, lo que pudiera eventualmente conducir al
desarrollo de resistencia (Dobrowolski et al., 2008). Es probable que lo anterior se deba a
que el Fp se ha usado mas extensivamente debido a varios factores entre los que se encuentran
los reportes de desarrollo de resistencia a la fenilamida, a su menor costo y a la facilidad de
aplicacion (Hao et al., 2021). Pagliaccia et al. (2013) indican que los aislados resistentes
encontrados en California, pertenecen a un nuevo linaje clonal de reciente introduccion, los
cuales pudieran considerarse genotipos invasivos emergentes, que pueden evolucionar
rapidamente y diferir significativamente de sus poblaciones de origen (Garbelotto et al.,
2015; Socorro-Serrano et al., 2019). En la poblacion evaluada de Michoacén, no se
observaron aislados resistentes, los valores de CEso oscilaron entre 7 a 61 pg mL!

considerandose sensibles, lo que sugiere que esos nuevos genotipos reportados por Plagiccia
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et al. (2013), no se encuentran en México, esto es congruente con lo obtenido por Socorro-
Serrano et al. (2019) quienes determinaron la presencia de genotipos emergentes

especialmente invasivos de P. cinnamomi en California, pero no en México.

Con respecto a metalaxil-M se observo que los aislados presentan una mayor sensibilidad y
menor variacion que con fosfito de potasio. Se han reportado especies resistentes a metalaxil-
M como P. palmivora, P. nicotianae y P. infestans, por otra parte P. citrophthora y P.
syringae se reportan como sensibles (Randall et al., 2014; Hao et al., 2021; Kongtragoul et
al., 2021). Respecto a P. cinnamomi, aunque existe un reporte de pérdida de efectividad de
metalaxil-M (mefenoxam) en suelos con antecedentes de frecuentes aplicaciones, hay varios
reportes de aislados obtenidos de aguacate y plantas ornamentales que confirman la
efectividad del fungicida, considerando a metalaxil-M como una buena alternativa para el
manejo y control de la pudricion de raiz (Darvas y Becker 1984; Hu et al., 2010; Belisle et
al., 2019a; Mondragon-Flores et al., 2022) la limitante para algunos productores de aguacte
en México es el costo del fungicida. Otros fungicidas como el Oxathiapirolin han demostrado
ser efectivo en la inhibicion del crecimiento del micelio de P. cinnamomi, pero aun no estan

autorizados para aplicarse en aguacate (Belisle et al., 2019a).

El método de hojas separadas utilizando la planta modelo N. benthamiana para evaluar
virulencia de un gran nimero de aislados, ha sido previamente validado para determinar la
virulencia de P.cinnamomi al obtenerse los mismos resultados que cuando se realizan
inoculaciones en la raiz de plantas de aguacate (Belisle et al., 2019b). En la presente
investigacion se valido el uso de esta planta modelo para evaluar la virulencia de aislados de
P. cinnamomi, al detectarse diferencias entre aislados y ser concordantes con las pruebas
realizadas en frutos de aguacate. Asimismo se demostrd que utilizar frutos para pruebas de
virulencia es una buena alternativa, que facilita la evaluacion de aislados comparada con la
las pruebas de plantas completas. Se confirma lo reportado por Ochoa-Fuentes et al. (2015),
quienes detectaron variacion en virulencia en aislados de P. cinnamomi obtenidos de
aguacate en Michoacén. Por lo que se sugiere que en programas de fitomejoramiento para
obtener material resistente de aguacate se incluyan aislados con un nivel alto de virulencia.
Se ha reportado variacion en virulencia cuando los aislados provienen de diferentes

hospedantes (Linde et al., 1999) factor que se descarta en nuestro estudio porque todos fueron
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obtenidos de aguacate. Resultados de estudios realizados por Garbelotto et al. (2006) indican
que las temperaturas frias son desfavorables para este patdogeno y que el lugar de origen
podria influir en la virulencia. Asimismo la variacion en virulencia de aislados de P.
cinnamomi provenientes de pudricion de raiz de aguacate también se ha reportado por otros
autores como Ochoa-Fuentes et al. (2015) y Belisle et al (2019b), quienes también observaron
una relacion entre el origen geografico y la virulencia de los aislados, sin embargo, en el

presente estudio no se encontro6 esa relacion.

En los aislados de MEX, tanto en la evaluacion de sensibilidad como de virulencia, se
observd variacion fenotipica similar a la reportada en otras investigaciones (Linde et al.,
1999; Belisle et al., 2019b). No obstante, los aislados de EU presentaron una mayor variacion
tanto en sensibilidad a Fp, con valores promedio de CEso de 67.69 ug mL!, y tasa de
crecimiento de 6.88 mm, con respecto a los de México que presentaron valores de 35.8 pg
mL! y 6.22 mm. En ambos paises se detectd unicamente el TC A2, lo que sugiere que la
variacion ha surgido de manera asexual y que las diferencias en las condiciones ambientales,
principalmente la temperatura entre los sitios de colecta y paises, podrian ser factores clave
para podrian estar afectando la virulencia y se exprese una mayor o menor variacion
fenotipica (Zentmyer 1980; Hiiberli et al., 2001; Wu et al., 2016). No se detectaron genotipos
resistentes a Fp similares a los reportados en California con el producto que se comercializa
en México (Nutriphite plus Magnum) lo anterior prodria deberse a que de acuerdo con
Socorro Serrano et al. (2019), MEX parece ser un receptor temprano de genotipos invasivos
y virulentos de P. cinnamomi respecto a EUA que es un pais con un comercio mas
globalizado. Resultados preliminares de comparacion morfologica y la influencia de factores
ambientales (temperatura), en lo que respecta a liberacion de zoosporas, los aislados de EUA
muestran diferencias con los aislados de MEX pero habra que realizar mas estudios para
corroborar esta informacion, asi como analizar el genoma de los aislados de MEX y EUA,
para definir con certeza si aislados de Michoacén, México fueron introducidos a California,
EUA. Debido a la expansion masiva del cultivo y la globalizacion es de suma importancia
mantener minuciosas medidas sanitarias en la entrada y salida de material vegetal entre los
paises productores para evitar la introduccion de nuevos genotipos, que pudieran ser mas

virulentos y poner en riesgo la rentabilidad y sustentabilidad del cultivo.
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CONCLUSIONES

Los aislados de Phytophthora cinnamomi obtenidos en huertas de aguacate con pudricion de
raiz en diferentes municipios de Michoacdn mostraron ser del tipo de compatibilidad A2 lo
cual es indicativo de que se estdn reproduciendo de manera asexual, ademds difieren en
virulencia y son sensibles a fosfito de potasio y metalaxil-M.

Se encontraron similitudes entre los aislados de P. cinnamomi de EUA y MEX con respecto
a sensibilidad a fosfito de potasio y a tipo de compatibilidad, sin embargo, es necesario
realizar otros estudios que incluyan morfologia y genotificacion, asi como analizar un mayor
nimero de aislados para determinar si pudieron haber sido introducidos de México hacia

Estados Unidos de América.
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DISCUSION GENERAL

Phytophthora cinnamomi es considerada como una de las 100 especies exoticas mas
invasoras, tanto en la agricultura como en los ecosistemas naturales. Ocasiona la
pudricion de raiz del aguacate, siendo esta de una de las principales enfermedades
que limitan el cultivo (T¢liz, 2000; Burgess et al., 2017; Rodriguez-Padrén et al.,
2018). Debido a que el cultivo de aguacate es una fuente de ingresos importante, afio
con afio se incrementa la superficie sembrada en Michoacan, sin embargo, en
ocasiones se siembra en zonas que no favorecen el desarrollo del cultivo y por
consiguiente es mas susceptible de ser atacado por patdégenos. En el municipio de
Zitdcuaro, Michoacan, la superficie sembrada se ha ido incrementando y por
consiguiente también las enfermedades (SIAP, 2020). Este municipio no se habia
considerado para realizar estudios de pudricion de raiz en investigaciones previas
realizadas con aislados de Michoacan (Ochoa-Fuentes et al., 2007, 2015). En esta
region se detectaron dos especies de Phytophthora causando pudricion de raiz, P.
cinnamomi 'y P. mengei lo cual puede limitar aun mas la produccién. No existen
reportes de P. mengei en Michoacéan asociada a pudricion de raiz unicamente se habia
detectado en el Estado de México, fue originalmente descrito como P. citricola por
Fucikovky y Luna (1987) y posteriormente reclasificado como P. mengei por Hong
et al. (2009). En las huertas donde se aislo P. mengei en Zitacuaro se ha observado la
presencia de cancro por lo que es posible que esté ocasionando también esta
enfermedad, pero no se le ha dado la importancia que merece debido a que se le
considera con una virulencia limitada en raices, pero en los tallos es mas agresivo
comparado con P. cinnamomi, ademés puede infectar frutos y causar pudricion
(Zentmyer et al., 1974; Coffey et al., 1988; Anonimo, 2013). Es muy probable que
estuviera en raices adventicias donde puede sobrevivir, aunque esta no sea su area de
infeccion o en raices alimentadoras donde completa su ciclo de vida, ya que no es
comun que cause pudricion de raiz (Coffey et al., 1988; EI-Hamalawi y Menge,
1994). P. mengei en el presente estudio causo lesiones, en los frutos y en las plantas
clorosis, defoliacién y muerte descendente, por lo que es posible que su presencia sea
frecuente en huertos excesivamente sombreados, con suelos arcillosos, con arboles

de més de 10 anos de edad y estresados, debido a que estos factores predisponen el
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desarrollo de la enfermedad (Coffey et al., 1988; EI-Hamalawi y Menge, 1994; Ceja-
Torres et al., 2000). En futuras investigaciones deberd considerarse el estudio del
agente causal de cancros, principalmente en zonas en donde los arboles se estan

desarrollando en condiciones desfavorables.

En 171 aislados que se recuperaron de los diferentes municipios solamente se detectd
el tipo de compatibilidad A2 lo que sugiere que las poblaciones de P. cinnamomi
aisladas de raiz de aguacate son de origen asexual y que Unicamente este tipo de
compatibilidad estd presente en aguacate en México, como se ha determinado
previamente en aislados de plantas ornamentales (Diaz-Celaya, 2011; Soto-Plancarte,
2019). Por lo que se asume que la variacion entre aislados observada en esta
investigacion, con lo que respecta a virulencia y diversidad entre esporangios (datos
no mostrados) se ha desarrollado asexualmente. Se considera que probablemente
Taiwan o Vietnam sean el centro de origen de P. cinnamomi, debido a la presencia
de los dos tipos de compatibilidad y que mas tarde de ahi migro en productos bésicos
agricolas al resto del mundo, incluyendo a México (Socorro-Serrano et al., 2019;
Shakya et al., 2021). Nuestros resultados son consistentes con investigaciones de
Meéxico y de otros paises en donde tinicamente se ha reportado la presencia del tipo
de compatibilidad A2 perteneciente a dos linajes clonales panglobales PcG1-A2 y
PcG2-A2 del tipo de apareamiento A2, y aun cuando se han detectado Al y A2
predomina la reproduccion asexual de acuerdo con estudios realizados en campo (Old
et al.,1984; Hiiberli et al., 2001; Pagliaccia et al., 2013; Socorro-Serrano et al., 2019;
Soto-Plancarte, 2019; Shakya et al., 2021).

La disponibilidad de fungicidas para controlar P. cinnamomi es limitada, los mas
utilizados son metalaxil y fosfitos (Hardham y Blackman, 2018). A partir de la década
de los 70’s, los fosfitos han sido utilizados en ecosistemas naturales para el control
de enfermedades causadas por especies de Phytophthora (Guest y Grant, 1991). En
Meéxico no se habian realizado estudios sobre la sensibilidad a Fp y Mtx de P.
cinnamomi, siendo el presente estudio el primero. Los resultados de los 50 aislados
caracterizados en base a su sensibilidad indican que son més sensibles a Mtx que a

Fp, Se sabe que el Fp en altas concentraciones afecta la sintesis de la pared celular,
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sin embargo, en bajas concentraciones no afecta el crecimiento micelial, por lo tanto,
el Fp puede retardar, pero no prevenir la propagacion de P. cinnamomi en plantas
infectadas (Wilkinson et al., 2001a; King et al., 2010; Feldman et al., 2020). Aunque
existen reportes de desarrollo de resistencia a Fp (Wilkinson et al., 2001b; Belisle et
al., 2019), en el presente estudio no se detectaron aislados resistentes, lo cual lo ubica
como una opciodn, asi como al Mtx para que sean parte de un manejo integrado de la

pudricién de raiz en aguacate.

La validacion que se realiz6 en la presente investigacion de la utilizacion de Nicotiana
benthamiana como planta modelo para determinar la virulencia de P. cinnamomi es
importante ya que se puede detectar de manera rapida y con un costo bajo la virulencia
de los aislados. Al encontrarse aislados con variacion en la virulencia se hace
necesario incluir los aislados que resulten mas agresivos en las pruebas de busqueda
de patrones resistentes a este patdogeno, por lo que se sugiere que se lleve a cabo esta

practica en los programas de fitomejoramiento de aguacate.

Este es el primer estudio comparativo de poblaciones de P. cinnamomi de Michoacan
y MEXy California, EUA, que son los estados més importantes como productores de
aguacate a nivel mundial (FAOSTAT, 2020; SIAP, 2020). Belisle et al. (2019),
reportaron que en el sur de California se detectaron aislados pertenecientes al grupo
A2 clado II considerados como un nuevo linaje clonal. Se ha pensado que este nuevo
linaje podria haber sido introducido de México, al sur de California, lo cual motivo la
comparacion llevada a cabo en el presente estudio. Se lograron avances en la
comparacion de las poblaciones de P. cinnamomi detectandose similitudes en lo que
respecta a sensibilidad a Fp y tipo de compatibilidad, sin embargo, es necesario
realizar otros andlisis. Como este proyecto se desarrolld como parte de una
colaboracion entre MEX y EUA, el genotipado por secuenciacion (GBS) de los
aislados de MEX y EUA, se esta realizando por el grupo de investigacion de la
Universidad de California de Riverside dirigido por la Dra. Patricia Manosalva, lo
cual ayudara a dilucidar si los genomas son similares entre los aislados de ambos
paises. El cultivo del aguacate es sumamente importante para ambos paises debido a

la derrama econdmica que genera, en mayor medida para México, por lo que es
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importante que se establezcan estrictas medidas sanitarias, para evitar la entrada de
nuevos genotipos de P. cinnamomi que pongan en riesgo la productividad del cultivo

del aguacate.

CONCLUSIONES GENERALES

Los aislados de Phytophthora cinnamomi obtenidos en huertas de aguacate con pudricion de
raiz en diferentes municipios de Michoacén mostraron ser del tipo de compatibilidad A2 lo
cual es indicativo de que se estan reproduciendo de manera asexual, ademas difieren en
virulencia y son sensibles a fosfito de potasio y metalaxil-M

En el municipio de Zitacuaro se detect6 tanto a P. cinnamomi asi como a P. mengei causando
de pudricion de raiz, ambas especies sensibles a fosfito de potasio y metalaxil-M

Se encontraron similitudes entre los aislados de P. cinnamomi de EUA y MEX con respecto
a sensibilidad a Fp y a tipo de compatibilidad, sin embargo, es necesario realizar otros
estudios que incluyan morfologia y genotificacion, asi como analizar un mayor niimero de
aislados para determinar si pudieron haber sido introducidos de México hacia Estados Unidos

de América.

Perspectivas

e [Es necesario hacer un muestreo extensivo en huertas de aguacate con problemas de
pudricién y cancro de tronco, para determinar en que municipios se encuentra P.

mengei y la magnitud del problema que puede estar causando.

e Serequieren estudios adicionales de aislados de P. cinnamomi de México y de
Estados Unidos, como la genotipificacion para determinar si aislados de México

fueron introducidos a Estados Unidos.
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