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Y ciertamente llegara a ser como un arbol plantado al lado de corrientes de
agua, que da su propio fruto en su estacion y cuyo follaje no se marchita, y
todo lo que haga tendra éxito.

Salmos 1:3
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RESUMEN

La rofia es una enfermedad que afecta los frutos y hojas jovenes del aguacate (Persea americana
Mill). En el fruto, las lesiones son elevadas de color pirpura o marrén a casi negroy de 3 a 10
mm de didmetro, con frecuencia en patron circular con un margen irregular. Las lesiones
aparecen inicialmente dispersas y cuando se unen forman una region corchosa con fisuras
marrones, que rompen la epidermis y producen una densa cubierta afelpada de conidioforos y
conidios hialinos. En hojas la infeccion ocurre en las superficies adaxial y abaxial en forma de
lesiones afelpadas circulares, que se desprenden y forman pequefias perforaciones con borde
corchoso. La rofia del aguacate es causada por el hongo Sphaceloma perseae Jenkins y estd
presente en paises productores de aguacate en Africa, Asia y América. En México, se reporta
como una enfermedad de amplia distribucion y su impacto principal es sobre la apariencia del
fruto que limita su aceptabilidad en el mercado, mas que en la productividad del cultivo. El
objetivo del presente trabajo fue la identificacion molecular y caracterizacion morfologica de
Sphaceloma perseae a partir de aislados obtenidos de frutos de aguacate con sintomas de roia,
procedentes de cinco regiones agroecologicas de la franja aguacatera de Michoacan. Se
obtuvieron 450 aislados a partir de lesiones iniciales en frutos de cuatro meses de edad, de los
cuales 112 aislados fueron confirmados como Sphaceloma perseae mediante PCR con el uso de
iniciadores especificos para esta especie SpF5 (GACCGAACCAACTCTTGCAC) y SpR6
(CCACACGCCCAATACCAA). Los 112 aislados fueron agrupados por similitud morfologica
en 26 morfotipos y caracterizados bajo condiciones de crecimiento en dos medios de cultivo
(PDA y EMA) y dos temperaturas de incubacion (21 y 25 °C). Los resultados obtenidos indican
que S. perseae presenta un lento crecimiento en medio de cultivo y que los morfotipos exhiben

una amplia variacion en tamano, forma, textura y color de colonia.

Palabras clave: Elsinoe, Persea americana, rofia, aislamiento, ITS.



SUMMARY

The avocado scab is a disease that affects young fruits and leaves of avocado (Persea americana
Mill). On fruits, the lesions have a circular pattern of 3-10 mmd diameter with an irregular
margin. These lesions have a purple-brown coloration. Initially, the lesions are scattered that
develops a corky texture resulting in the rupture of the epidermis and may produce a mass of
conidiophores and hyaline conidia. On leaves, the infection occurs on the adaxial and abaxial
surfaces in the form of circular lesions that produces small perforations with a corky edge. The
scab is caused by the fungus Sphaceloma perseae Jenkins and it is present in avocado producing
countries in Africa, Asia and America. In Mexico, it is reported as a disease with wide
distribution and the main impact is the appearance of the fruit that limits its acceptability in the
market. The main objective of this study was the molecular identification and morphological
characterization of different isolates of Sphaceloma perseae obtained from different avocado
fruits with symptoms of scab. These isolates were obtained from five agro-ecological regions of
avocado in Michoacan. Four hundred and fifty isolates were obtained from initial lesions of
four-month-old fruits, from which 112 isolates were confirmed as Sphaceloma perseae by PCR
with the use of specific primers, SpF5 (GACCGAACCAACTCTTGCAC) and SpR6
(CCACACGCCCAATACCAA), for this fungus. One hundred and twelve isolates were
grouped by morphological similarity in 26 morphotypes and characterized under growth
conditions in two culture media, PDA and EMA, and two incubation temperatures, 21 and 25
°C. The results that we obtained indicate that isolates of S. perseae has a slow growth in culture

medium and the morphotypes have a wide variation in colony size, shape, texture and color.

Key words: Elsinoe, Persea americana, scab, isolation, ITS.



I. INTRODUCCION

La rofia del aguacate (Persea americana Mill.) causada por Sphaceloma perseae es una
enfermedad de amplia distribucion en las zonas productoras de aguacate de México. Afecta los
frutos y hojas jovenes, llegando a ser un problema importante en regiones con humedad relativa
alta (Woo et al., 2004). En el fruto, la rofia se presenta en forma de lesiones marron a casi negras,
circulares de 3 a 10 mm de didmetro, con margen irregular, elevadas y que cuando se unen
forman una region corchosa con fisuras marrones (Jenkins 1925a; Jenkins 1934; Everett et al.,
2010), que deterioran su apariencia y facilitan el acceso de otros organismos como
Colletotrichum gloeosporioides (Burnett, 1974). Las lesiones aparecen dispersas en el fruto,
pero con frecuencia se unen y forman una superficie irregular extendida que puede llegar a
cubrir toda la superficie del fruto (Burnett, 1974; Palmateer, 2006). En frutos de un mes de edad,
la lesion rompe la epidermis y produce conidioforos y conidios hialinos que forman una densa
cubierta afelpada de color olivo oscuro (Jenkins, 1934). La capa afelpada se pierde poco a poco
por efecto de la intemperie hasta que so6lo unos pocos conidiéforos permanecen en el fruto de
hasta cuatro meses de edad (Jenkins, 1934). En las hojas, la infeccion ocurre en la parte superior
de la copa de los arboles, principalmente en la nervadura central de la superficie abaxial (Jenkins
1925a; Jenkins 1934); las lesiones son café-rojizas, con borde amarillo; con frecuencia el centro
de la lesion se desprende dando lugar a perforaciones con el borde suberizado (Pernezny y
Marlatt, 2007).

La rofia del aguacate se reportd por primera vez en un vivero de aguacate en Florida en
1918 (Stevens, 1918). Se ha registrado en Africa (Guinea, Marruecos, Sudafrica, Zambia y
Zimbabwe), Asia (Filipinas, Taiwan), Centro América y las Indias Occidentales (Antillas, Costa
Rica, Cuba, Republica Dominicana, El Salvador, Guadalupe, Guatemala, Haiti, Honduras,
Jamaica, Nicaragua, Panama y Puerto Rico) y en América del Sur (Argentina, Brasil, Guyana,
Perti, Venezuela), (Everett, 2008). En México, se reporta como una enfermedad de amplia
distribucion (Téliz y Mora, 2007; GIIIA, 2013) y su impacto principal es sobre la apariencia del
fruto y su aceptabilidad en el mercado, mas que en la produccion del cultivo.

Aun cuando los sintomas de la rofa se reconocen con facilidad, el aislamiento de S.
perseae no es sencillo, ya que el micelio que se desarrolla en los tejidos infectados invade solo
de forma sub-epidermal (Jenkins, 1934) y con frecuencia Colletotrichum penetra como invasor

secundario. Para obtener aislados de Sphaceloma es necesario utilizar medios de cultivo semi
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selectivos y ser muy cuidadoso con el tipo de muestra a partir de la cual se pretenda obtener el
aislamiento (Crous et al., 2009). El crecimiento de S. perseae en medio sintético es lento y da
lugar a colonias afelpadas, elevadas, de bordes irregulares, de aspecto rugoso y color rosado a
beige claro (Everett ef al., 2010). AGn y cuando la rofia del aguacate se reporta con frecuencia
en Michoacén, su diagnostico estd basado unicamente en los sintomas; esto puede dar lugar a
confusiones debido a que otros factores bidticos como la raspadura de los trips o abidticos como

el rozamiento de frutos, pueden producir dafos similares.

En los ultimos afios se han observado sintomas severos de rofia tanto en aguacate Hass,
como en aguacate variedad Carmen. La severidad de estos sintomas en etapas tempranas de
desarrollo del fruto ha hecho dificil el manejo de la enfermedad. Adicionalmente, en el sector
aguacatero se presentan confusiones sobre la causa de la enfermedad, ya que en las infecciones
iniciales la enfermedad es denominada ‘mancha de chapopote’ por el aspecto de la lesion que
es oscura, pequefia y elevada. Sin embargo, con el tiempo, la lesién evoluciona hacia el tipico
sintoma de rofia; cuando esto sucede, el aislamiento del patdogeno es dificil y el control de la
enfermedad poco efectivo. Derivado de estos sintomas, nuevos para la region, mucho se ha
especulado sobre el agente causal, sin embargo y de acuerdo con Everett (2010), la forma y
desarrollo de las lesiones corresponden claramente con los sintomas descritos por Jenkins
(1934) y resultan muy similares a los sintomas conservados en las muestras de referencia a partir
de los cuales la etiologia de la enfermedad fue establecida. Partiendo de estos hechos, los
sintomas que implican la formacién de lesiones corchosas y agrietadas tanto en la epidermis del
fruto como en los pedunculos corresponden a la enfermedad denominada rofia, que de acuerdo

con multiples reportes es causada por Sphaceloma perseae.

Diferentes trabajos se han desarrollado en la franja aguacatera de Michoacan (Morales,
2000; Morales, 2017; Avila et al., 2003; Marroquin, 1999), sin embargo, no abordan el
aislamiento del agente causal y la descripcion que presentan del patdogeno no corresponde con
las caracteristicas descritas por Jenkins (1934), Everett (2010) y Fan et al., (2017). La ausencia
en México de un cultivo tipo que pueda ser utilizado como referencia, contribuye a la confusion
sobre la etiologia de la rona del aguacate. Adicionalmente, cuando se intenta realizar aislados,

se obtienen frecuentemente cepas de otras especies de hongos, secundarios a la infeccion.
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Algunos reportes incluso ponen en duda la presencia de S. perseae en Michoacan (Robles et al.,
2014; Espino et al., 2017)

Informacion no publicada de Ochoa y Ploetz (2014) indican que a partir de lesiones
iniciales de la llamada ‘mancha de chapopote’, se obtienen colonias del tipo Sphaceloma y que
estas muestran una tasa de crecimiento baja, siendo notoriamente visible la colonia hasta dos

meses después de la siembra

La identificacion del agente causal de una enfermedad es fundamental para entender el
proceso patoldgico, determinar las diferencias en la expresion de sintomas y comprender las
interacciones hospedero-patdgeno-ambiente. Desde el punto de vista agronémico, la etiologia
de una enfermedad aporta elementos fundamentales para establecer los principios de manejo y

control. Este es el principio en donde se soporta el estudio de las enfermedades de las plantas.

El presente trabajo se realizd con los objetivos de aislar, identificar molecularmente y
caracterizar morfoldgicamente a Sphaceloma perseae en el cultivo de aguacate en la franja

aguacatera de Michoacén.
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HIPOTESIS

Sphaceloma perseae estd presente en el cultivo de aguacate en la franja aguacatera de

Michoacan, asociada al sintoma de rona del fruto.

OBJETIVOS

1. Obtener aislados en cultivo axénico de Sphaceloma perseae a partir de frutos de aguacate
con sintomas iniciales de rofia, procedentes de huertos comerciales de la franja

aguacatera de Michoacén.
2. Identificar molecularmente aislados de S. perseae obtenidos.

3. Determinar las caracteristicas culturales de Sphaceloma perseae en distintas condiciones

de incubacion.
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IL. REVISION DE LITERATURA

El aguacate (Persea americana Mill.) cv. Hass, es uno de los cultivos mds importantes en
Meéxico por el valor comercial que representa, derivado de la apertura de diferentes mercados
internacionales que ha permitido incrementar su exportacion, principalmente hacia los Estados
Unidos de América (EUA). A nivel nacional la superficie sembrada de aguacate en 2016 fue de
203,732 ha, con 178,706 ha cosechadas, y una produccion de 1.88 millones de t, de las cuales
el 77.5 % la aport6 el estado de Michoacan (SIAP, 2017).

Con respecto a las exportaciones de aguacate mexicano a EUA, éstas se han
incrementado a una tasa del 21.4 % anual en los ultimos 10 afos. Solo en la temporada de
cosecha 2015-2016 se exportaron 859,000 ton, lo que representd un incremento del 25 %
respecto a la temporada 2013-2014 (Info Hass, 2016). Adicionalmente, el 10 % de la produccién
total se destina para la exportacion a otros mercados como Canadd, Japon y varios paises de
Asia, Europa y Centro América (Info Hass, 2016). Para cumplir con los estdndares de calidad
del fruto, la cadena productiva debe manejar adecuadamente los problemas ocasionados por
plagas y enfermedades a nivel de huerto, asi como realizar una eficiente seleccion y manejo de

fruta a nivel de empaque.

Uno de los patdégenos mas importantes que afectan al fruto de aguacate es Sphaceloma
perseae, agente causal de la enfermedad conocida como rofia, la cual afecta la calidad externa
de los frutos y limita su comercio internacional. La rofia del aguacate fue descrita por primera
vez en Florida en 1918 (Jenkins, 1934a) y hoy dia se reporta en practicamente todas las regiones

productoras de aguacate en el mundo (Everett ef al., 2010).

Sphaceloma representa la forma asexual de Elsinoe, género perteneciente al orden
Myriangiales, de la familia Elsinoaceae (Horst, 2013). Todos los miembros de Elsinoe
(anamorfo=Sphaceloma) son fitopatdgenos que causan enfermedades en cultivos de
importancia econdmica como aguacate, yuca, citricos, vid, flores ornamentales, entre otros. (Fan
et al., 2017). Las enfermedades causadas por especies de Sphaceloma se caracterizan por un
sobre crecimiento de tejido. Cuando se acentua esta hiperplasia, la enfermedad generalmente se
llama sarna o rofia mientras que cuando el crecimiento excesivo es apenas perceptible,
simplemente un borde ligeramente elevado alrededor de un centro necrotico, la enfermedad se

conoce comunmente como antracnosis (Horst, 2013). Sin embargo, el uso del término
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antracnosis para denominar enfermedades causadas por Elsinoe es confuso, debido a su empleo
mucho mas amplio para las enfermedades causadas por Colletotrichum. La antracnosis puntual
fue un nombre alternativo recomendado por Jenkins (1947) para diferenciar una enfermedad
causada por Sphaceloma de la antracnosis causada por Colletotrichum y del tipo de

enfermedades de la costra que ocasiona Venturia (Horst, 2013).

Las principales enfermedades de importancia econdmica causadas por Elsinoe o
Sphaceloma son: la rofia del aguacate por E. perseae, la rofia de los citricos causada por E.
fawcettii y E. australis, la rofia del frijol causada por E. canavaliae y E. phaseoli, la antracnosis
de lauva causada por E. ampelina y la super elongacion de la mandioca causada por Sphaceloma
manihoticola (Jenkins, 1925b; Shear, 1929; Jenkins, 1931; Bruner y Jenkins, 1933; Bitancourt
y Jenkins, 1936a,b; Boedijn, 1961; Tan et al., 1996). En muchos casos, el principal impacto de
la rofia es la afectacion de la apariencia del producto cosechado, lo que limita su aceptabilidad

en el mercado, més que afectar la productividad del cultivo (Swart ef al., 2001).

El orden Myriangiales fue introducido por Starback (1899) y esta conformado por las
familias Elsinoaceae y Myriangiaceae, que representan un grupo hermano de Dothideales, el
orden tipo de los Dothideomycetes (Li et al., 2011; Hyde et al., 2013; Dissanayake et al., 2014;
Jayawardena et al., 2014). Elsinoaceae comprende actualmente 10 géneros que incluyen Beelia,
Butleria, Elsinoe, Hemimyriangium, Hyalotheles, Micularia, Molleriella, Saccardinula,
Stephanotheca y Xenodium (Lumbsch y Huhndorf 2007). La familia se caracteriza por un
ascoma inmerso, compuesto de una pared delgada y gelatinosa de hifas o células pseudo-
parenquimatosas. Las ascas estan dispuestas en ldculos individuales, en una sola capa o
dispersas irregularmente, globosas, bitunicadas y funiculares. Las ascosporas son hialinas a
pardas, septadas o algunas veces muriformes (Kirk ez al., 2001, 2008). Los anamorfos conocidos
en Elsinoaceae como Sphaceloma son coelomicetos acervulares con células conidiogénicas

polifialidicas (Sivanesan, 1984).

El género Elsinoe fue introducido por Raciborski (1900) con descripciones de las
especies E. antidesmae, E. canavaliae y E. menispermacearum. Inicialmente se habian
registrado mas de 140 epitetos de especies llamadas Elsinoe y mas de 160 epitetos de especies
asexuales de Sphaceloma en el Indice Fungorum y MycoBank, con aproximadamente 48

especies de Elsinoe y 52 especies de Sphaceloma (Kirk et al., 2008). Después de los andlisis
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filogenéticos y el examen morfologico de 119 aislamientos realizados por Fan ef al. (2017)
ahora se reconocen 75 especies, de las cuales ocho estan recién descritas, 13 estan epitepificadas
y 26 nombres de especies se sugieren como nuevas combinaciones basadas en la iniciativa de

nomenclatura unica (Wingfield et al., 2012; Crous et al., 2015a).

Las especies del género Elsinoe son fitopatdgenos causantes de enfermedades como la
costra, mancha en hoja y fruto y antracnosis. Presenta ascostromas solitarios o gregarios,
similares a verrugas, o como pequefias elevaciones de colores distintivos, sumergidos a semi-
sumergidos, globosos a subglobosos, blancos, amarillo palido o marrén, blandos,
multiloculados, 16culos dispersos en la parte superior de ascostroma, las células del ascostroma
comprenden células pseudoparenquimatosas de textura globulosa a angular. Loculos con ascas.
Ostiolo periférico ausente, ascas con 8 esporas, bitunicadas, globosas, con un pedicelo diminuto
y camara ocular. Ascosporas dispuestas irregularmente, oblongas o fusiformes con extremos
ligeramente redondeados, con 2-3 septos transversales, hialino, de paredes lisas, sin una vaina.
Sphaceloma es la forma asexual, forma acérvulos o esporodoquios subepidérmicos
pseudoparenquimatosos. Conidioforos hialinos a marrén palido, polifialidicos. Células
conidiogénicas formadas directamente de las células superiores del pseudoparenquima, mono o
polifialides hialinas a pardas palidas, sin engrosamiento periclinal visible. Conidios hialinos,

lisos, aseptados, elipsoidales y gutulados (Hyde et al., 2013).

Las caracteristicas morfologicas de las especies de Elsinoe son dificiles de observar, ya
que la morfologia sexual es poco comun en la naturaleza. La forma asexual de Elsinoaceae
corresponde a un hongo coelomycete acérvular con células conidiogenas polifialidicas, como el

morfotipo asexual Sphaceloma de Elsinoe (Jenkins, 1932b; Kirk et al., 2008).

Una de las especies de importancia economica de Sphaceloma es ampelina, este hongo
es comunmente conocido como el agente causal de la antracnosis de la vid (Figura 1a) (Jenkins,
1947), es de origen europeo y causa grandes pérdidas en varios paises vitivinicolas de todo el
mundo, requiere control quimico, especialmente cuando las uvas se cultivan en condiciones
himedas (de Bary, 1874; Shear, 1929; Amorim y Kuniyuki, 2005; Poolsawat et al., 2010;
Carisse y Morissette, 2013).

Elsinoe fawcettii se conoce cominmente como el agente causal de la enfermedad de la

costra de los citricos, causando grandes pérdidas en todo el mundo, especialmente para el
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mercado de frutas frescas. Los sintomas incluyen lesiones asperas en hojas y frutos, con forma
de corcho, parecidas a verrugas, translticidas, verdes o bronceadas al principio, que se vuelven
marrones en el centro, pero que se tornan purpuras en los frutos (Figura 1b-c). Jenkins (1925)
describio la forma asexual, Sphaceloma fawcettii, tiene conidios hialinos, oblongos a
elipsoidales, 5-10 x 2—5 pm. Bitancourt y Jenkins (1936a) describieron la forma sexual de este
hongo, que se caracteriza por ascostromas dispersos que contienen ascas globosas a ovoide, 12—

16 um de didmetro y hialinas, oblongas a elipsoidales, ascosporas septadas, 10—12 x 5 —6 um.

Elsinoe phaseoli Jenkins es conocida por causar la rofia del frijol (Phaseolus lunatus)
en Cuba (Figura 1d) (Bruner y Jenkins, 1933). Posteriormente se inform¢é sobre Phaseolus y
Vigna en Africa, América y Brasil (Lasca, 1978; Phillips, 1994). Los sintomas incluyen lesiones
circulares en las hojas, que se presentan en la superficie superior de la hoja, 2-3 mm de didmetro;
lesiones en los tallos alargadas, de color blanco a gris, ligeramente hundidas en vainas verdes,
tornandose de color marron rojizo, ligeramente elevadas, 2-3 mm de diametro. Este hongo se
caracteriza por ascosmas ovoides a subglobosos, 14-22 x 21-27 um, y ascosporas hialinas,
oblongas a elipsoidales, 10—15 x 4-5 pum, con 2-3 septos (Bruner y Jenkins, 1933; Phillips,
1994). Los conidios son oblongos a elipsoides, 6 x 2 um (Phillips, 1994).

Elsinoe punicae (Bitanc. & Jenkins) se describid originalmente a partir de manchas
foliares de Punica granatum en Argentina, y luego se registro en Brasil e Italia (Figura le)
(Bitancourt y Jenkins, 1940a). Las manchas violetas a morado negruzco se extienden a la
nervadura central y las venas, y se vuelven mas palidas en el centro al secarse. Ademas, se
identific6 Sphaceloma punicae a partir de lesiones similares a sarna de frutas en China (Xiao-

Hui et al., 2004) y manchas oxidadas en frutas y hojas en India (Jamadar et al., 2011).
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Figura 1. Sintomas caracteristicos de especies de Sphaceloma. (A). S. ampelina
(foto Fan et al., 2017), (B, C). S. fawcettii en fruto y hoja respectivamente
(foto: Paul Fourie, South Africa), (D). S. phaseoli (foto: Deidre Fourie, S.
Africa), (E). S. punicae. (foto: M. Mirabolfathy, Iran).

Elsinoe piri causa antracnosis en manzana y pera, es econoémicamente importante en
cultivos organicos, pero rara vez se observa en huertos con un régimen de fungicidas
convencionales (Scheper et al., 2013). Tiene una distribuciéon mundial y a menudo se ha
registrado incorrectamente como "Elsinoe pyri" (Jenkins, 1932a). Los sintomas incluyen
manchas de hojas de color gris blanquecino con margenes marrones, con ascostromas visibles
de color marrdn oscuro en el centro de las manchas. Las manchas en las frutas pueden variar en
color, desde el blanco hasta el marrén amarillo palido, hasta marron en el centro y rodeado por

un margen rojo oscuro. Este hongo se caracteriza por conidios hialinos, aseptados, 4-6 x 2.5-4
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um, que pueden estar presentes en acérvulos en hojas y frutos (Woronichin, 1914; Jenkins

1932a; Jenkins et al., 1946; Scheper et al., 2013).

Elsinoe rosarum Jenkins y Bitanc, Passerini (1881) describio este hongo como
Phyllosticta rosarum causando antracnosis de la rosa en Italia. Sin embargo, se confundi6 con
patdgenos similares como Elsinoe veneta causando antracnosis en zarza y E. piri asociada con
antracnosis de manzana y pera (Jenkins, 1932a). Mas tarde, Jenkins (1932b) separ6 las especies
como distintas segun el tipo de antracnosis que causaron y tratdé a Phyllosticta rosarum como
Sphaceloma rosarum basédndose en su morfologia tipica de Sphaceloma de la forma asexual.
Los sintomas incluyen manchas oscuras, purpuras y negras de la hoja con margenes de color
marrén livido opaco, que aparecen en cualquier parte de las hojas, incluyendo nervadura central
y venas; las lesiones en los tallos generalmente son circulares o alargadas, de color café livido
opaco, se vuelven blancas o cenicientas, se levantan y, a veces, se deprimen en el centro. Elsinoe
rosarum se describio originalmente en Rosa sp. recolectadas en los EE. UU. (Jenkins y

Bitancourt, 1957).

Otra especie de las especies de mayor importancia econdmica es Sphaceloma perseae
(Holliday, 1980). Las lesiones producidas por esta especie son de color marron a casi negro y
hasta de 3 mm de diametro. Los acérvulos se desarrollan en esporodoquios dispersos, oscuros o
verde palido y de 25 a 70 um de longitud. Los conidi6foros, uni o bicelulares en una primera
etapa, miden alrededor de 12 pm de longitud por 2 a 7 pum de grosor en la base; ahusados o
agudos a truncados en el apice, proceden de hifas hialinas, intra-epidérmicas o de un estroma
prosenquimatoso. Cuando rompen la epidermis, aumentan en longitud ya sea por crecimiento
continuo o por permanencia de conidios in situ que se desarrollan como parte del conidioforo,
alcanzando una longitud de 25 a 50 o hasta 100 um; en esta etapa son mas o menos divergentes,
continuos a pluri-septados, rectos o geniculados, generalmente simples, a veces denticulados, y

con frecuencia se vuelven mas palidas hacia el apice.

Los conidios son hialinos o coloreados, claros o granulares, acrogenados o
pleurogenosos pueden ser esféricos a cilindricos, midiendo de 2 a 30 por 2 a 5 um; los conidios
hialinos son ovoides u oblongo-elipticos, a menudo de 5 a 8 por 3 a 4 um, a veces bigutelados,
mientras que los conidios son elongados de 1 a 6 células, hasta 30 por 3 a 5 pm (a menudo uni

a bicelulares y de 12 a 20 pm de largo). A veces los conidios estan muy dilatados o hinchados
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y muriformes. La germinacion se lleva a cabo por conidios hialinos de germinacién o por tubos
germinales, producidos a menudo apical o sub-apicalmente, pero también lateralmente (Jenkins,
1934b). Las ascosporas son hialinas a café, septadas transversalmente o mutiformes, las cuales
son liberadas solo por rompimiento de las capas estromatales superiores (Kirk ez al., 2008; Hyde

etal., 2013).

Sphaceloma perseae causa sintomas "corchosos" en la fruta y hojas del aguacate (Figura
2). En las hojas, las lesiones suelen ser de color rojo, y el centro puede desprenderse para dar
lugar a perforaciones. Las lesiones en las hojas se forman con mas frecuencia en la parte superior
de la copa de los arboles y la superficie adaxial muestra una mayor susceptibilidad en
comparacion con la superficie abaxial (Pernezny y Marlatt, 2007). En la superficie abaxial de
las hojas las masas de conidios son de color marron claro oliva. La capa aterciopelada se pierde
gradualmente por la intemperie hasta que s6lo quedan unos pocos conidiéforos cuando la fruta
tiene 4 meses de edad (Jenkins, 1934a). Después de un mes, las hojas pueden volverse resistentes
a la infeccion y la fruta se vuelve resistente después de que alcanza la mitad de su tamafio final

(Pernezny y Marlatt, 2007).

Figura 2. Sintomas de Sphaceloma perseae en fruto de aguacate (foto: Fan et al., 2017).
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Aunque en campo los sintomas de la rofia se reconocen facilmente, el diagnostico de las
muestras recolectadas a menudo es errdneo por la falta de estructuras fértiles o debido a que el

sintoma se confunde con el de dafios mecanicos o inducidos por insectos (T¢éliz y Mora, 2007).

Ademas, el aislamiento de Elsinoe en cultivo puro es muy complicado debido a su lento
crecimiento, lo que impide su desarrollo por los contaminantes (Fan ef al., 2017). Existen
estudios en los que se evaluan diferentes medios de cultivos para acelerar el crecimiento de
algunas especies de Sphaceloma, sin embargo, esto aumenta la variabilidad en las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias (Poolsawat et al., 2009). Cheema et al. (1978) informaron
variaciones en el didmetro de la colonia de 9 aislados de S. ampelinum cultivados en diferentes
medios de cultivo. Alvarez y Molina (2000) informaron que el crecimiento de la colonia de S.
manihoticola, el patogeno causal de la super elongacion de la yuca, fue irregular y altamente
variable entre los diferentes aislamientos. Otras caracteristicas morfologicas que se ven
afectadas por el tipo de medio donde se desarrollan son: color y textura de la colonia, produccion
de micelio aéreo, esporulacion y los pigmentos producidos por muchas especies de Elsinoe
(Weiss et al., 1957), esto es debido a que la cantidad de nutrientes en los medios de cultivo no

son las mismas (Oythip et al., 2009).

Las colonias de Sphaceloma persea en PDA son de crecimiento lento, con apariencia
abultada que con el tiempo toman forma de cerebroide. Los cultivos son oscuros en la parte
inferior de las placas, y el micelio es de color rosa a beige claro (Everett et al., 2010). Las
caracteristicas morfoldgicas en PDA de Elsinoe anacardii son bastante distintas de la apariencia
habitual de las colonias Elsinoe, con micelio aéreo blanco algodonoso en la superficie y micelio

verde en el reverso de la placa (Wani y Thirumalachar, 1969, 1970).

Por otra parte, Elsinoe asclepiadea presenta lento crecimiento (9-12 mm didmetro,
después de 23 dias), en EMA (Figura 3a), las colonias son cerebriformes y generan ruptura del
medio, algunas con micelio aéreo piloso en diferentes partes de la colonia, grupos gelatinosos y
mucilaginosa, gotas abundantes a nivel central, al reverso las colonias tienen muchas grietas en
medio visible (Fan et al., 2017). Las colonias de Elsinoe australis en EMA son irregulares,
erupientes, plegadas, de color gris oscuro a negro, con margenes lisas y micelio aéreo blanco o

gris disperso; 25-35 mm de didmetro después de 3 semanas (Figura 3b).
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Elsinoe veneta conocido por causar la antracnosis en frambuesa, presenta colonias
circulares, errumpentes, plegadas, rosadas de superficie afelpada color albaricoque con blanco,
margenes lisos y micelios aéreo; 15-18 mm didmetro después de 3 semanas (Figura 3c) (Fan et

al., 2017).

B

Figura 3. Colonias de Elsinoe spp. en EMA después de 3 semanas. (A) Elsinoe
asclepiadea, (B) Elsinoe australis, (C) Elsinoe veneta, (fotos: Fan et al., 2017).

El crecimiento de la colonia de S. manihoticola, el patdégeno causal de la super
elongacion de la yuca, es irregular y altamente variable entre diferentes aislamientos (Alvarez y
Molina, 2000). Existe gran variacion de la morfologia de las colonias de Sphaceloma
dependiendo la ubicacioén geografica de donde se obtengan los aislados y el tipo de medio de
cultivo donde se reproduzcan, tanto el color como la produccion de micelio aéreo dependen de
la cantidad de nutrientes que el hongo obtenga (Othip et al., 2009). La formaciéon de micelio
aéreo parece estar asociada con la esporulacion en este patogeno. Es posible que los medios con
alto contenido de nutrientes no sean adecuados para inducir la esporulacion en algunos hongos.
En su lugar, pueden promover un alto crecimiento del micelio de la superficie, pero una baja

formacion de micelio aéreo (Anonymus, 2007).

Engelkes ef al. (1997) informaron que la cantidad de fuente de carbono en el medio de
cultivo es importante para el crecimiento de los hongos. Sin embargo, la proporcion C:N parece
ser mas influyente para la esporulacion que la concentracion de carbono (Goa ef al., 2007). La
disminucion del nitrogeno en el medio de cultivo es de suma importancia para inducir la

aparicion de un metabolito secundario que da lugar a la formacién del pigmento rojo (Bu’lock
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et al., 1974). Bitancourt y Jenkins (1941) propusieron el nombre de elsinochrome A para este

compuesto.

Los elsinocromos son pigmentos rojos o naranjas producidos por diversas especies de
fitopatogenos del género Elsinoe (Weiss et al., 1987). Entre las principales especies de
Sphaceloma que producen este compuesto se encuentran: S. manihoticola (Rademacher et al.,
1982; Rave, 1980), Sphaceloma tectificae (Cheewangkoon et al., 2009), Sphaceloma randii
(Weiss et al., 1957), S. annonae y Sphaceloma fawcettii (Hui y Kuang, 2008).

Los pigmentos de Elsinochrome que contienen un cromoéforo de quinona fenodlica
consisten en al menos cuatro derivados. Las estructuras y propiedades quimicas de los
elsinocromos A, B y C estan bien establecidas (Weiss et al., 1957, 1965; Chen et al., 1966;
Lousberg et al., 1969a, b, 1970; Mebius et al., 1990). Elsinocromo D, probablemente derivado
del elsinocromo C, se identificod y caracterizd a partir de la mezcla de pigmentos de Elsinoe

annonae (Lousberg et al., 1970; Kurobane et al., 1981; Shirasugi y Misaki, 1992).

Los elsinocromos estan relacionados estructuralmente con varias perileno-quinonas,
como la altertoxina I producida por Alternaria alternata, Cercosporina producida por muchos
Cercospora spp. Hipericina producida por Hypericum spp. Hipocrelina A producida por
Hypocrella bambusae, y el fleichrome producido por Cladosporium spp. (Yoshihara et al.,
1975; Assante et al., 1977; Daub, 1982a; Duran y Song, 1986; Stierle y Cardellina, 1989; Daub
et al.,2005). Todos los compuestos tienen un cromoforo de 4,9-dihidroxiperileno-3,10-quinona

comun y solo difieren en las cadenas laterales unidas (Daub et al., 2005).

Estos compuestos se agrupan como fotosensibilizadores en funcion de su capacidad para
sensibilizar las células a la luz visible y producir especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Yamazaki et al., 1975; Daub, 1982a). Segiin Hui y Kuang (2008) los elsinocromos inducen
toxicidad celular en las células vegetales al funcionar como compuestos fotodinamicos que
generan especies reactivas de oxigeno y desempefian un papel importante en la virulencia
fingica.

Aunque muchas especies de Elsinoe se describieron en un estudio taxonémico reciente
(Fan et al., 2017), no se proporciona una descripcion morfoldgica general del género
probablemente debido a la falta de nuevos aislamientos. Elsinoe ha sido objeto de investigacion

limitada en todo el mundo (Santos ef al., 2017). Las caracteristicas morfoldgicas de las especies
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de este género son dificiles de observar, ya que la forma sexual es poco comun en la naturaleza.
En patogenos que se reproducen solo asexualmente, se produce recombinacion, se pueden
transferir genotipos completos de una poblacion a otra, un proceso conocido como flujo de

genotipos (Agrios, 2005).

Las herramientas moleculares se han vuelto cada vez mas importantes para resolver las
conexiones entre las diferentes etapas del ciclo de vida y la interpretacion de la variacion
morfoldgica (Cheewangkoon et al., 2009). Recientemente, Fan et al. (2017) combinaron
secuencias taxonémicas del interespaciador transcrito (ITS), subunidad grande (LSU), RBP2 y
TEF1-a de 119 aislados para obtener una filogenia de diferentes genes para el género Elsinoe.
Sin embargo, las secuencias de LSU generalmente no son suficientemente polimorficas para
analizar la diversidad genética intraespecifica, dando como resultado que la region ITS es la
adecuada para distinguir la mayoria de las especies del género Elsinoe, resolviendo 61 de 74

(82.4 %) de las especies incluidas en el arbol filogenético.

Bagsic et al. (2016) realizaron un analisis de AFLP en los 14 aislados de Sphaceloma
verificados por secuenciacion. Utilizando cuatro combinaciones de iniciadores AFLP, se
amplificaron 178 fragmentos claramente puntuables. De estos fragmentos, 145 eran
polimorficos (81 + 4 %), con un promedio de 36 fragmentos polimdrficos por combinacion del
iniciador. Diversos estudios han indicado que los marcadores de ADN polimérfico amplificado
al azar (RAPD) son ttiles para la identificacion y diferenciacion de razas o patotipos de muchos
hongos. Hyun ef al. (2001) los utilizaron para determinar el nivel de variabilidad genética entre
los aislamientos, patotipos y especies mediante el andlisis de RAPD de Elsinoe fawcetti y
Elsinoe australis. Hou et al. (2014) investigaron la especificidad del hospedero y las relaciones
genéticas entre 46 aislados de E. fawcettii mediante pruebas de patogenicidad y ensayos ISSR
para separar los diferentes patotipos. Otros estudios detectaron marcadores moleculares SSR
relacionados con la resistencia de la batata dulce de pulpa naranja a la sarna causada por
Sphaceloma batatas. Este hallazgo indico6 que marcadores SSR particulares se pueden utilizar
para desarrollar una variedad resistente al agente causal de la enfermedad de la costra

(Nurfitriani, 2017).
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I1I. MATERIALES Y METODOS
3.1 Area de estudio y colecta de muestras

El estudio se realizo en la franja aguacatera de Michoacéan, en huertos comerciales de aguacate
Hass ubicados en 5 regiones agroclimaticas (Gutiérrez et al., 2010) que comprendieron los
municipios de Ario de Rosales, Tancitaro, Tingambato, Uruapan y Ziracuaretiro (cuadro 1,
Figura 4). En cada municipio se seleccionaron huertos con presencia de la enfermedad y se
utilizd un muestreo dirigido a arboles y frutos con sintomas evidentes de rofia. Para cada muestra
se seleccionaron de la parte media del arbol, frutos de entre 2 y 10 cm de longitud, con lesiones
iniciales tanto en la epidermis como en el pedunculo. Los muestreos se llevaron a cabo durante
los meses de octubre 2017 a marzo de 2018. En total se colectaron 150 frutos. Los frutos se
colocaron en bolsas plasticas ziploc® y se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia II de la

Facultad de Agrobiologia.

Cuadro 1. Caracteristicas climaticas de cinco zonas agroecologicas de Michoacén en donde se
cultiva aguacate.

agmf:;zgica Clima Teml(’fc";‘t“"a Prec(ilfli;l“)dé“ E‘;i;‘fi‘izd Superficie (ha)
I (A)C(m)(w)* 16-20 1200-1500 70-90 % |  23,107,91
I (A)C(Wa2)(w)* 18-22 1000-1500 70-90 % | 15,674,833
VII (A)C(w1)(w)* 18-22 1000-1200 70-90 % 3,720,7
VIII A wo(w)* 22-26 800-1000 45-70 % 2,550,66
IX C(w2)(w)* 18-22 1000 70 % 1,421,75

*(A)C = Semicalido, (m)(w)= Humedo con lluvias intensas de verano que compensan la sequia de invierno;
precipitacion del mes mas seco inferior a los 60 mm; % de lluvia invernal menor a 5, (w2)(w)= Los mas humedos
de los subhumedos con un cociente P/T(precipitacion total anual en mm, sobre temperatura media anual °C) mayor
de 55.3. (w1)(w)= Los intermedios en cuanto a grado de humedad con un cociente P/T entre 43.2 y 55.3, A= Célido,
(Wo)(w)= Los mas secos de los subhtimedos, con un cociente P/T menor de 43.2, C= Templado, (w2)(w)= Los mas
himedos de los subhtimedos con un cociente P/T (precipitacion total en mm, sobre temperatura media anual °C)
mayor de 55.0. (Gutiérrez et al., 2010, INEGI)
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Figura 4. Zonas agroecoldgicas determinadas para 22 municipios de la franja aguacatera
de Michoacan, México (Gutiérrez et al., 2010).

3.2 Aislamiento

Los frutos se lavaron con agua destilada estéril y se dejaron secar dentro de la campana de flujo
laminar. De cada fruto, se tomaron lesiones frescas de rona de diferentes diametros, tanto de la
epidermis del fruto como del pedunculo. El tejido se desinfesté por 90 s en una solucion de
hipoclorito de sodio al 6 % seguido por un lavado de 30 s con agua destilada estéril, después se
sumergid en una solucion de alcohol al 70 % durante 60 s y se finalizé con un segundo lavado
de 30 s con agua destilada estéril; el tejido se secd en papel filtro esterilizado y se sembrd en
placas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, Difco) adicionado con 100 mg de
sulfato de estreptomicina (Sigma). Las placas se incubaron a 25 °C en condiciones de oscuridad
y se revisaron a intervalos de 24 h hasta observar crecimiento de micelio. Una vez que el
crecimiento de micelio fue evidente, se realizaron transferencias de punta de hifa a placas Petri
conteniendo PDA para obtener cultivos puros. Estas placas se mantuvieron en incubacion a 25

°C en condiciones de oscuridad durante cuatro semanas.
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3.3 Extraccion de ADN

A partir de los cultivos puros de punta de hifa, se realiz6 la extracciéon de ADN total de acuerdo
con el protocolo de DNAzol®ES (MRC). Con una espatula se tomaron por raspado
aproximadamente 40 mg de micelio y se colocaron en un mortero esterilizado. El micelio se
macer6 en nitrogeno liquido con la ayuda de un pistilo, hasta obtener un polvo fino. El macerado
obtenido fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL al que se anadieron 300 puL de Plant
DNAZzol Reagent® (Invitrogen). La mezcla se homogenizo por inversion y se incubd a 25 °C
por cinco minutos. A continuacion, se adicionaron 300 pL de cloroformo, se mezclo
vigorosamente y se incubd nuevamente a 25 °C por cinco minutos. La extraccion se contintio de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion y calidad del ADN se determin6
con un Nano Drop® (Thermo Fisher Scientific) y por electroforesis en gel de agarosa al 1 %
tefiido con RedGel (Biotium Inc.) en buffer TAE 1X y visualizados bajo luz ultravioleta en un

fotodocumentador (DNR Bio-Imaging-Systems MiniBis Pro®).

3.4 Amplificacion del interespaciador transcrito de rDNA (ITS)

Las regiones ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S, del ADN ribosomal de cuatro aislados seleccionados,
se amplificaron por PCR utilizando los iniciadores ITS1/ITS4 (White et al., 1990). Las
reacciones de PCR se calcularon para un volumen final de 25 puL conteniendo 1 puL (20 ng) de
ADN templado, 0.50 pL. (1 uM ) de cada uno de los iniciadores, 0.50 pL. de ANTP (200 uM),
0.05 pL de Tag ADN polimerasa (5U/puL), 2.50 puL del buffer 10X (-MgCl), 1.250 uL de MgCl
(50 mM) y 17.65 pL de agua mili Q. Las condiciones en el termociclador (MultiGene™
OptiMax Thermal Cycler) fueron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguida
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, alineacion a 52 °C durante 30 s y
extension a 72 °C por 80 s; se termind con una extension final a 72 °C durante 10 min (Crous
et al., 2009). Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
1 % tenido con RedGel (Biotium Inc.) en buffer TAE 1X y visualizados bajo luz ultravioleta
para verificar la pureza y el tamafio del fragmento amplificado. Los productos de la PCR fueron
purificados y secuenciados por Macrogen Inc. Las secuencias directa y reversa obtenidas de
cada aislado, fueron editadas con el programa ChromasPro (Technelysium Ltd.) y comparadas

con secuencias depositadas en el GenBank utilizando el programa Mega BLAST. Las
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secuencias con mayor homologia fueron descargadas en formato FASTA y alineadas utilizando

el programa MEGA v. 6 (Tamura et al., 2013).

3.5 PCR con iniciadores especificos para S. perseae

Para confirmar la identidad de S. perseae, el ADN de 124 aislados se sometié a PCR con los
iniciadores especificos para Sphaceloma perseae SpF5 (GACCGAACCAACTCTTGCAC) y
SpR6 (CCACACGCCCAATACCAA), que amplifican una region parcial del ITS de
aproximadamente 250 pares de bases (Everett, 2010). Se incluyé como testigo positivo el ADN
de uno de los aislados confirmado por secuenciacion del ITS como S. perseae. La reaccion de
PCR se llevo a cabo en un volumen final de 12.5 pLL compuesta por 1 uL. (20 ng) de ADN, 0.25
pL del iniciador SpF5 (52.40 nmol), 0.25 pL del iniciador SpR6 (45.63 nmol), 0.25 pLL de INTP
mix (10 nM), 0.05 pL de Taqg ADN polimerasa (5U/uL), 1.250 pL del buffer 10X (-MgCly),
0.625 pL de MgCl> (50 mM) y 8.825 pL de agua mili Q. Las condiciones del termociclador
(MultiGene™ OptiMax Thermal Cycler) incluyeron una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento a
55 °C durante 30 s y elongacion a 72 °C por 45 s y una extension final a 72 °C durante 10 min
(Everett, 2010). Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1 % tefiiddo con RedGel (Biotium Inc.) en buffer TAE 1X y se visualizaron en un

fotodocumentador (DNR Bio-Imaging-Systems MiniBis Pro®).

3.6 Caracterizacion morfo-fisiologica de los aislados obtenidos

Para llevar a cabo la caracterizacion morfologica de Sphaceloma perseae, los ciento doce
aislados obtenidos de la identificacion molecular se agruparon por similitud de colonia en 26
morfotipos. Un aislado de cada morfotipo fue sub cultivado en PDA y se incubaron por 30 dias
a 25 °C. A partir de las colonias puras de los morfotipos, se cortaron segmentos de 3 mm de
didmetro de los bordes en crecimiento activo y se transfirieron a cajas Petri (SYMLabratorios
S.A DE C.V.® de 90 x 15 mm) conteniendo 20 mL de medio de cultivo; los morfotipos se
inocularon en dos medios de cultivo, papa-dextrosa-agar (PDA, Difco) y extracto de malta-agar
(EMA, Difco) y se incubaron a 21 y 25 °C con un ciclo de 12 h de luz y 12 h oscuridad durante

8 semanas. Cada morfotipo se inoculd por triplicado para cada condicion de medio de cultivo y
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temperatura de incubacion. Se evaluo la tasa de crecimiento, el color y textura de colonia y la
produccion de pigmentos en el medio de cultivo. El crecimiento de la colonia se midid
semanalmente con un calibrador digital de 0.01 mm de resolucion (Surtek), sobre dos lineas
perpendiculares trazadas en el fondo de la placa; con el crecimiento final de colonia se determind
la tasa promedio de crecimiento (TPC/dia) para cada morfotipo, de acuerdo con Jahan et al,
(2013).

Cf —CO

TPC(mm/dia) = T

donde, Cfes el crecimiento de la colonia después de 8 semanas de inoculacion y C0 es el tamafio
inicial de la colonia al momento de la inoculacién. T es el nimero de dias transcurridos entre la

primer y ultima medicion.

El color las colonias se determiné utilizando las tablas de color de Rayner (1970). La
textura de las colonias se determind tomando como referencia las texturas descritas para otras

especies de Sphaceloma (Santos et al., 2018; Li et al., 2018; Tormo 2014; Fan et al., 2017).

3.7 Analisis estadistico

Se determinaron los valores de media y desviacion estandar para el crecimiento de
colonia y para la tasa de crecimiento de colonia de los 26 morfotipos. Los datos de crecimiento
y de tasa de crecimiento fueron representados en graficos de cajas. Se realizo6 andlisis de varianza
para examinar la significancia (p<0.05) de los dos parametros y la prueba de Tukey (0.05) para
comparar las medias de crecimiento y de tasa de crecimiento de los 26 morfotipos. Todos los

andlisis se realizaron con el lenguaje estadistico R (R Development Core Team, 2014).
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IV. RESULTADOS

4.1 Aislamiento

En los 150 frutos colectados, se encontraron lesiones de rofia que mostraron variaciones
de forma, aspecto y tamafio dependiendo el tiempo de desarrollo que tenia la lesion (Figura 5).
De estos frutos se obtuvieron un total de 450 aislados (Cuadro 2), los cuales se caracterizaron
por un lento crecimiento que solo fue evidente después de 15 dias, tiempo en el que alcanzaron
un diametro de 3 mm. Los aislados obtenidos presentaron un patrén de crecimiento comun,
desarrollando colonias elevadas en el centro y con bordes irregulares; pero con diferencias
notables en la textura y color (Figura 6). En su mayoria las colonias fueron de color rosa (1, 4,
58), algunos aislados mostraron colonias de color amarillo (11), verde (67, 13, 68) y tonalidades
de naranja (7, 42). El micelio en contacto directo con el medio de cultivo presento extensiones
miceliales limitadas y con las puntas ramificadas. A medida que la colonia aument6 de diametro,
algunos aislados desarrollaron pigmentos que tifieron el medio de cultivo y en ocasiones
llegaron a causar rupturas del medio. De las lesiones empleadas para realizar los aislamientos,

también se obtuvieron de manera eventual aislados de Colletotrichum y Cladosporium.

>
- . ;i‘“

Figura 5. Forma y aspecto de la lesion de rona en. (A) Pedunculo, (B) Fruto, (C) Parte
apical del fruto, (D) Parte frontal del fruto. Notese el borde de la lesion, la

elevacion y el color del centro.
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Cuadro 2. Numeros de aislados y tipos de lesiones de donde de aislo S. perseae en cada zona
agroecoldgica de Michoacan.

. Numero
Zonzf . Municipio Altitud Tipo de lesion de Morfotipos
agroecologica (msnm) aislado
San Andres C. San e
. . Lesion inicial 1,10,13,15,17,18,
1 Angel Z. Ziracuaretiro | 1400-1600 pedtinculo 90 19.20.21,22.23
Uruapan
Uruapan S
m 1400-1800 |  Lesion inicia 90 12345
Arrollo Colorado esion avanzada
A% 11 Ario de Rosales 1801-2000 Lesion inicial 90 3’4’6’7’?’29’10’1 L
L. Lesion inicial 7,9,10,11,15,17,2
VIII Téancitaro 1400-1800 pedtnculo 90 42526
Tingambato oy
X 20012200 | Lesion avanzada | 5, 3.13,14,15.16

Ario de Rosales

pedunculo
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VIII

IX

Figura 6. Colonias de S. perseae obtenidas de cinco diferentes zonas agroecoldgicas
(I, 1, VII, VIII, IX) de Michoacén, después de 21 semanas de incubacion en
PDA a 25 °C. Barra de escala: 10 mm.
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4.2 Identificacion molecular

De los 124 aislados tipo sometidos a identificacion molecular por PCR con el empleo de los
iniciadores especificos SpF5 y SpR6, 112 aislados amplificaron para la banda esperada de 250
pares de bases, lo que permite de acuerdo con Everett (2010), confirmar que éstos 112 aislados
tipo corresponden a Sphaceloma perseae (Figura 7, Cuadro 3). El testigo positivo
correspondiente a ADN de un aislado confirmado por secuenciaciéon como S. perseae, también
amplifico para dicha banda. En 10 aislados no se obtuvo producto de amplificacion. Estos

aislados se conservaron para futuros estudios de identificacion.

Figura 7. Productos de PCR de muestras de S. perseae amplificados con los iniciadores

SpF5/SpR6. (MM) Marcador molecular de 100 pb. (+) Testigo positivo.
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Cuadro 3. Identificacion molecular de aislados obtenidos a partir de sintomas de rofia en fruto
y pedunculo en cinco zonas agroclimaticas de la regién aguacatera de Michoacan. La
identificacion se realizé por PCR con los iniciadores SpF5/SpR6.

Aislado Tejido Lugar de origen Zona agroecologica Especie
Gl Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G2 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G3 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G4 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G5 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G6 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G7 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
G8 Pedunculo San Andrés Coru I S. perseae
G9 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
Gl10 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
Gl1 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
Gl12 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
GI13 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
Gl4 Fruto San Andrés Coru I S. perseae
GI15 Fruto San Andrés Coru I S. perseae

URU Fruto Uruapan I S. perseae
Al Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
A2 Fruto San Angel Z. I S. perseae
A4 Fruto San Angel Z. I S. perseae
AS Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
A6 Fruto San Angel Z. I S. perseae
A7 Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
A8 Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
A9 Fruto San Angel Z. I S. perseae
Al0 Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
Al3 Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
Al9 Pedunculo San Angel Z. I S. perseae
A21 Fruto San Angel Z. I S. perseae
R1 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
R2 Pedunculo Arrollo Colorado I *

R3 Fruto Arrollo Colorado Uil *

R4 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
RS Fruto Arrollo Colorado I S. perseae
R6 Fruto Arrollo Colorado I S. perseae
R7 Fruto Arrollo Colorado I S. perseae
RS Fruto Arrollo Colorado I S. perseae
R9 Fruto Arrollo Colorado I S. perseae

R10 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
R11 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
R12 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
R13 Fruto Arrollo Colorado Uil S. perseae
R14 Fruto Arrollo Colorado I *

CO1 Fruto Las Yacas VII S. perseae
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Cuadro 3. Continuacion

Aislado Tejido Lugar de origen Zona agroecologica Especie
CO2 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO3 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO4 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO5 Pedunculo Las Yacas VII S. perseae
CO6 Pedunculo Las Yacas VII S. perseae
CO7 Fruto Las Yacas VI *
CO8 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO9 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO10 Fruto Las Yacas VII S. perseae
COl11 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO12 Fruto Las Yacas VII S. perseae
CO13 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
COl14 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO15 Fruto Ario de Rosales VII *
CoOl16 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO17 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO18 Fruto Ario de Rosales VII *
COo19 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O20 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO21 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O22 Pedunculo Ario de Rosales VII S. perseae
C023 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O24 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO25 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO26 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO27 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
c028 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C029 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O30 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
CO31 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C032 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O33 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae
C0O34 Fruto Ario de Rosales VII S. perseae

Vi Fruto El Palmito VI S. perseae
V2 Fruto El Palmito VI S. perseae
V3 Fruto El Palmito VI S. perseae
V4 Fruto El Palmito VI S. perseae
V5 Pedunculo El Palmito VI S. perseae
Vo6 Pedunculo El Palmito VI S. perseae
V7 Fruto El Palmito VIII *

V8 Fruto El Palmito VI S. perseae
V9 Fruto El Palmito VI S. perseae
V10 Fruto El Palmito VI *

Vil Fruto El Palmito VI S. perseae
Vi2 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
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Cuadro 3. Continuacion

Aislado Tejido Lugar de origen Zona agroecologica Especie
V13 Pedunculo Juntas de Erandiro Vi S. perseae
Vi4 Pedunculo Juntas de Erandiro VI S. perseae
V16 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V17 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V18 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V19 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V20 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V21 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V22 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V23 Pedunculo Juntas de Erandiro Vi *
V24 Fruto Juntas de Erandiro Vi *
V25 Fruto Juntas de Erandiro VI *
V26 Fruto Juntas de Erandiro VI *
V27 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V28 Pedunculo Juntas de Erandiro VI S. perseae
V29 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V30 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V3l Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V32 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V33 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
V34 Fruto Juntas de Erandiro VI S. perseae
TN1 Fruto Tingambato IX S. perseae
TN2 Fruto Tingambato IX S. perseae
TN3 Fruto Tingambato IX S. perseae
TN4 Fruto Tingambato IX S. perseae
TNS Fruto Tingambato IX S. perseae
TN6 Fruto Tingambato IX S. perseae
TN7 Fruto Tingambato IX S. perseae

1C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
2C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
3C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
4C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
5C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
6C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae
7C Fruto Ario de Rosales IX S. perseae

* No amplifico

4.3 Caracterizacion morfo-fisiologica

Los 112 aislados tipo confirmados como Sphaceloma perseae, se agruparon por caracteristicas

similares de color y textura obteniendo 26 morfotipos diferentes (Figura 8) que fueron utilizados

para la caracterizacion morfologica.
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Figura 8. Morfotipos utilizados en la caracterizacion morfo-fisiologica de S. perseae.
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Figura 8. Continuacion.

4.3.1 Crecimiento de la colonia de Sphaceloma perseae

El crecimiento de todos los morfotipos de Sphaceloma en medio de cultivo se caracterizd por
ser muy lento, sin embargo, se observd variacion en el tamafio de colonia en funcion del medio
de cultivo y la temperatura de incubacion (Figura 9). El analisis de varianza de una via para la
variable crecimiento total de los morfotipos en cada una de las combinaciones medio de cultivo-
temperatura indic6 diferencias estadisticas significativas en EMA 21 °C, EMA 25 °C y PDA 21
°C, pero no en PDA 25 °C. La comparacion de medias (Tukey, 0.05) indic6 que existen
variaciones importantes en el crecimiento de los 26 morfotipos y que los morfotipos 5, 7 y 26
presentaron el mayor crecimiento en los dos medios de cultivo y en las dos diferentes
temperaturas (Cuadro 4), en tanto que el morfotipo 16 fue el de menor crecimiento. El resto de

los morfotipos se comportaron de manera similar.
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Figura 9. Crecimiento (mm) de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae en dos medios

de cultivo y dos temperaturas. Los puntos representan la media de crecimiento
de tres repeticiones. Las barras representan la desviacion estandar.

Cuadro 4. Efecto de dos medios de cultivo y dos temperaturas en el crecimiento (mm) de 26
morfotipos de Sphaceloma perseae. Los valores representan la media de tres repeticiones.
Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Morfotipo EMA21°C EMA25°C PDA21°C PDA25°C
1 27.46 abcd 24.18 abcde 28.37 abc 26.01 a
2 25.25 abcdefg 23.24 abcde 23.43 abc 2293 a
3 2471 abcdefg 2794 a 27.07 abc 27.12 a
4 25.44 abcdefg 2743 a 28.05 abc 26.15 a
5 27.41 abcd 2725 a 30.74 abc 2793 a
6 2443 abcdefg 25.44 abcd 27.74 abc 2593 a
7 26.01 abcdefg 26.80 a 31.22 ab 27.51 a
8 26.92 abcdef 23.88 abcde 25.13 abc 2487 a
9 22.32 defg 19.88 bcde 24.65 abc 22.83 a
10 22.07 efg 18.47 e 26.23 abc 20.23 a
11 25.21 abcdefg 23.40 abcde 26.12 abc 23.08 a
12 25.87 abcdefg 26.28 ab 29.26 abc 2825 a
13 28.97 ab 25.58 abc 26.05 abc 24.09 a
14 2922 a 23.84 abcde 25.61 abc 2540 a
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Cuadro 4. Continuacion

Morfotipo EMA21°C EMA25°C PDA21°C PDA25°C
15 24.89 abcdefg 23.40 abcde 24.77 abc 2831 a
16 2093 ¢ 18.67 de 21.32 be 23.80 a
17 23.21 cdefg 19.10 cde 29.35 abc 21.24 a
18 23.95 bcdefg 26.04 ab 28.99 abc 29.50 a
19 26.15 abcdefg 21.72 abcde 26.71 abc 25.04 a
20 22.14 efg 23.49 abcde 23.66 abc 2337 a
21 25.64 abcdefg 22.67 abcde 32.54 a 23.57 a
22 27.67 abc 25.64 abc 28.64 abc 28.54 a
23 27.67 abc 2795 a 29.58 abc 2445 a
24 21.74 fg 22.24 abcde 23.43 abc 26.76 a
25 22.13 efg 22.55 abcde 19.85 ¢ 2205 a
26 27.01 abcde 26.66 a 29.42 abc 28.71 a

Cuando se someti6 a analisis de varianza el crecimiento de los 26 morfotipos en funcion
de los dos medios de cultivo y las dos temperaturas, se encontr6 que existia diferencia estadistica
significativa entre medios de cultivo-temperatura de incubacion y que en PDA 21 °C se registrd
el mayor crecimiento de colonia para 12 de los 26 morfotipos incluidos en el ensayo. El extracto
de malta es uno de los medios de cultivo mas empleados para la obtencion de aislados de
Sphaceloma, sin embargo, en este estudio el medio de cultivo PDA resulté mas efectivo en el
crecimiento de los morfotipos evaluados, destacando los morfotipos 5, 7y 21 como los de mayor
crecimiento en PDA 21 °C. En EMA 25 °C se obtuvieron los crecimientos mas bajos,

correspondiendo a los morfotipos 9, 10, 16 y 17 (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la interaccion morfotipo: medio de cultivo: temperatura en el
crecimiento de colonia (mm) de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae.
Los puntos representan la media de tres repeticiones.

4.3.2 Tasa de crecimiento

La velocidad de crecimiento de las colonias de S. perseae expresada como tasa de crecimiento
(mm/dia) registrd valores promedio bajos, mas o menos constantes durante las ocho semanas en
que se mantuvieron en crecimiento los 26 morfotipos. No se registré en ningun caso picos de
crecimiento o fases estacionarias definidas; por el contrario, de manera lenta pero regular todos
los morfotipos presentaron avances en el tamafio de colonia observandose diferencias entre

morfotipos en funcioén de la combinacion medio de cultivo:temperatura (Figura 11).
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Figura 11. Tasa de crecimiento (mm/dia) de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae en
dos medios de cultivo y dos temperaturas. Los puntos representan la media
de la tasa de crecimiento de tres repeticiones. Las barras representan la
desviacion estandar.

El anélisis de varianza para la variable tasa de crecimiento de los morfotipos en cada una
de las combinaciones medio de cultivo-temperatura indico diferencias estadisticas significativas
en EMA 21 °C, EMA 25 °C y PDA 21 °C, pero no en PDA 25 °C. La comparacion de medias
(Tukey, 0.05) indic6 que existen variaciones en la tasa de crecimiento de los 26 morfotipos y
que incluso un mismo morfotipo puede presentar diferencias en la tasa de crecimiento
dependiendo de las condiciones de cultivo, por ejemplo, los morfotipos 13 y 14 presentaron la
mayor tasa de crecimiento en EMA 21 °C, sin embargo, las tasas de crecimiento mas altas en

EMA 25 °C las obtuvieron los morfotipos 3, 4, 5, 7, 23 y 26 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de dos medios de cultivo y dos temperaturas en la tasa de crecimiento
(mm/dia) de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae. Los valores representan la media de tres
repeticiones. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Morfotipo EMA21°C EMA25°C PDA21°C PDA25°C
1 0.46 abcd 0.40 abcde 0.48 abc 044 a
2 0.42 abcdefg 0.38 abcde 0.39 abc 0.38 a
3 0.41 abcdefg 047 a 0.46 abc 045 a
4 0.42 abcdefg 046 a 0.47 abc 044 a
5 0.46 abcde 046 a 0.52 abc 047 a
6 0.40 abcdefg 0.43 abc 0.46 abc 043 a
7 0.44 abcdefg 045 a 0.53 ab 0.46 a
8 0.45 abcdef 0.40 abcde 0.42 abc 041 a
9 0.37 cdefg 0.32 bcede 0.41 abc 0.37 a
10 0.36 efg 0.30 e 0.44 abc 0.33 a
11 0.42 abcdefg 0.39 abcde 0.44 abc 0.38 a
12 0.43 abcdefg 0.44 ab 0.49 abc 047 a
13 049 a 0.42 abcd 0.43 abc 040 a
14 049 a 0.40 abcde 0.43 abc 042 a
15 0.42 abcdefg 0.39 abcde 0.41 abc 048 a
16 034 ¢ 0.30 de 0.35 bc 040 a
17 0.39 bcdefg 0.31 cde 0.49 abc 0.35 a
18 0.40 abcdefg 0.44 ab 0.49 abc 0.50 a
19 0.44 abcdefg 0.36 abcde 0.45 abc 042 a

20 0.36 efg 0.39 abcde 0.39 abc 0.39 a
21 0.43 abcdefg 0.37 abcde 0.55 a 0.39 a
22 0.46 abc 0.43 abc 0.48 abc 048 a
23 0.47 ab 047 a 0.50 abc 041 a
24 0.36 abcdefg 0.36 abcde 0.40 abc 045 a
25 0.37 defg 0.37 abcde 033 ¢ 0.36 a
26 0.45 abcde 045 a 0.50 abc 0.48 a

En el caso de PDA 21 °C el morfotipo 21 presentd la mayor tasa de crecimiento y 22
morfotipos presentaron una tasa de crecimiento muy similar. En el caso de PDA 25 °C

estadisticamente todos los morfotipos presentaron tasas de crecimiento similares.

Cuando se sometio a analisis de varianza la tasa de crecimiento de los 26 morfotipos en
funcién de los dos medios de cultivo y las dos temperaturas, se encontré que existia diferencia
estadistica significativa y que las mayores tasas de crecimiento se presentaron en PDA 21 °C en
donde 11 de los morfotipos registraron su mayor tasa de crecimiento, destacando los morfotipos

5,7y 21, en tanto que en PDA 25 °C, 10 morfotipos mostraron tasas de crecimiento altas. Por
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otra parte, los morfotipos 2, 3, 8, 12 y 14 presentaron las mayores tasas de crecimiento en EMA
21 °Cy solo el morfotipo 3 crecié mas rapido en EMA 25 °C (Figura 12). En términos generales

se puede observar que nuevamente PDA 21 °C resulté més adecuado para el crecimiento de S.

perseae.
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Figura 12. Efecto de la interaccion morfotipo: medio de cultivo: temperatura en el
crecimiento de colonia (mm) de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae. Los puntos
representan la media de tres repeticiones.

La prueba de medias (Tukey, 0,05) indic6é que los morfotipos 5, 26 y 7 fueron los que en
general presentaron mejor tasa de crecimiento independientemente del medio de cultivo en que
se desarrollaron, seguidos por los morfotipos 22, 23, 12 y 18. El resto de morfotipos se
agruparon en cinco grupos diferentes, correspondiendo al morfotipo 16 la tasa de crecimiento

mas baja (Cuadro 6).

44



Cuadro 6. Medias de tasa de crecimiento de colonias (mm/dia) de 26 morfotipos de S. perseae
en dos medios de cultivo y dos temperaturas. Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey, 0.05).

Morfotipo Tasa de Crecimiento Std Min Max Tukey (0.05)

5 0.480 0.036 0.43 0.56 a
26 0.473 0.040 0.42 0.54 a

7 0.470 0.041 0.42 0.56 a
22 0.466 0.055 0.38 0.54 ab
23 0.464 0.063 0.35 0.62 ab
12 0.462 0.051 0.41 0.59 ab
18 0.459 0.051 0.37 0.52 ab
4 0.450 0.027 0.40 0.50 abc
3 0.450 0.033 0.40 0.50 abc
1 0.446 0.052 0.32 0.51 abcd
13 0.440 0.074 0.28 0.57 abcd
21 0.439 0.102 0.34 0.72 abcd
14 0.437 0.050 0.35 0.56 abcd
6 0.435 0.029 0.38 0.48 abcd
15 0.425 0.055 0.37 0.56 abcd
8 0.421 0.037 0.35 0.47 abcd
19 0.419 0.062 0.34 0.54 abcd
11 0.410 0.041 0.36 0.51 abcd
24 0.395 0.050 0.33 0.48 abcd
2 0.395 0.043 0.31 0.47 abcd
17 0.388 0.078 0.28 0.57 abcd
20 0.386 0.026 0.35 0.43 abcd
9 0.372 0.042 0.29 0.45 bed
10 0.360 0.057 0.28 0.45 cd
25 0.360 0.047 0.28 0.43 cd
16 0.351 0.096 0.26 0.64 d

4.3.3 Textura y color de Sphaceloma perseae

Las variables como textura, color, pigmento en el medio de cultivo se evaluaron al finalizar el
experimento de caracterizacion, esto es a los 56 dias posteriores al establecimiento. Las texturas
de los aislados fueron coraloide o cerebroide, glutinosa, coremia y farinosa, sin embargo,
algunos aislados presentaron dos texturas diferentes en la misma colonia (Figura 13). El color
de las colonias de Sphaceloma perseae en PDA resulté ser mas homogéneo que en MEA, todos
los aislados presentaron una ausencia de esporas y escaso o ausente micelio aéreo (Cuadro 7,

Figura 14).
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Figura 13. Texturas de Sphaceloma perseae en PDA y EMA después de 8 semanas.
(A) Coraloide, (B) Glutinosa, (C) Coremia, (D) Farinosa, (E) Doble textura.

Cuadro 7. Caracteristicas morfo-fisiologicas de 26 morfotipos de Sphaceloma perseae
obtenidas en dos medios de cultivo y dos temperaturas.

Morfotipo Med1p de Cref: imiento Color (c6digo) Textura | Pigmentacion
cultivo radial (mm)
EMA 21°C 27.46 Canela (62) Coraloide Amarillo
1 EMA 25°C 24.18 Policromatico (128) Coremia Amarillo
PDA 21°C 28.37 Gris humo (105) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 26.01 Rosa buff (61) Coremia Sin pigmentacion
EMA 21°C 25.25 Beige (87) Farinoso Amarillo
2 EMA 25°C 23.24 Naranja (7) Coremia Sin pigmentacion
PDA 21°C 23.43 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 22.93 Rosa buff (61) Coremia Rojo
EMA 21°C 24.71 Melocoton (4) Coremia Sin pigmentacion
3 EMA 25°C 27.94 Policromatico (128) Glutinosa | Sin pigmentacion
PDA 21°C 27.07 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 27.12 Rosa buff (61) Coremia Sin pigmentacion
EMA 21°C 25.44 Melocoton (4) Coremia Amarillo
4 EMA 25°C 27.43 Naranja (7) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 21°C 28.05 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 26.15 Ambar (47) Coraloide Amarillo
EMA 21°C 2741 Carne (37) Coremia Sin pigmentacion
5 EMA 25°C 27.25 Melocoton (4) Coremia Sin pigmentacion
PDA 21°C 30.74 Policromatico (128) Dos texturas Amarillo
PDA 25°C 27.93 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
EMA 21°C 2443 Melocoton (4) Dos texturas Amarillo
6 EMA 25°C 25.44 Laud (12) Coraloide | Sin pigmentacion
PDA 21°C 27.74 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 25.93 Rosa buff (61) Coremia Sin pigmentacion
EMA 21°C 26.01 Melocoton (4) Coremia Sin pigmentacion
7 EMA 25°C 26.80 Carne (37) Glutinosa | Sin pigmentacion
PDA 21°C 31.22 Gris olivaceo palido (120) | Coraloide Amarillo
PDA 25°C 27.51 Avellana (88) Coremia Sin pigmentacion
EMA 21°C 26.92 Melocoton (4) Dos texturas | Sin pigmentacion
8 EMA 25°C 23.88 Rosa buff (61) Glutinosa | Sin pigmentacion
PDA 21°C 25.13 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 24.87 Rosa buff (61) Coremia Sin pigmentacion
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Cuadro 7. Continuacion

Morfotipo hﬁi?:ﬁ}ge S;gf;ﬁﬁrrlrtl()) Color (c6digo) Textura | Pigmentacion
EMA 21°C 22.32 Policromatico (128) Coremia Amarillo
9 EMA 25°C 19.88 Carne (37) Coremia | Sin pigmentacion
PDA 21°C 24.65 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 22.83 Rosa buff (61) Coremia | Sin pigmentacion
EMA 21°C 22.07 Carne (37) Coremia | Sin pigmentacion
10 EMA 25°C 18.47 Policromatico (128) | Dos texturas | Sin pigmentacion
PDA 21°C 26.23 Azafran (10) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 20.23 Rosa buff (61) Coremia Amarillo
EMA 21°C 25.21 Naranja (7) Dos texturas | Sin pigmentacion
1 EMA 25°C 23.40 Policromatico (128) Coremia | Sin pigmentacion
PDA 21°C 26.12 Beige (87) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 23.08 Rosa buff (61) Coremia | Sin pigmentacion
EMA 21°C 25.87 Azafran (10) Glutinosa | Sin pigmentacion
12 EMA 25°C 26.28 Melocoton (4) Coremia | Sin pigmentacion
PDA 21°C 29.26 Policromatico (128) Coraloide | Sin pigmentacion
PDA 25°C 28.25 Beige (87) Coremia | Sin pigmentacion
EMA 21°C 28.97 Gris olivaceo (107) Dos texturas Amarillo
EMA 25°C 25.58 Ladrillo (59) Coraloide Amarillo
13 PDA 21°C 26.05 Beige (87) Dos texturas Amarillo
PDA 25°C 24.09 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
EMA 21°C 29.22 Policromatico (128) Coremia | Sin pigmentacion
14 EMA 25°C 23.84 Rosa buff (61) Coraloide | Sin pigmentacion
PDA 21°C 25.61 Melocoton (4) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 25.40 Beige (87) Farinoso | Sin pigmentacioén
EMA 21°C 24.89 Carne (37) Dos texturas Amarillo
15 EMA 25°C 23.40 Policromatico (128) Coraloide Amarillo
PDA 21°C 24.77 Melocoton (4) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 28.31 Beige (87) Coraloide Rojo
EMA 21°C 20.93 Rosa vinaceo (58) Glutinosa | Sin pigmentacion
16 EMA 25°C 18.67 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 21°C 21.32 Azafran (10) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 25°C 23.80 Negro fuscous Farinoso | Sin pigmentacioén
EMA 21°C 23.21 Melocoton (4) Coremia | Sin pigmentacion
17 EMA 25°C 19.10 Policromatico (128) Coremia Amarillo
PDA 21°C 29.35 Melocoton (4) Farinoso Rojo
PDA 25°C 21.24 Rosa buff (61) Farinoso Amarillo
EMA 21°C 23.95 Carne (37) Coremia Amarillo
18 EMA 25°C 26.04 Naranja (7) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 21°C 28.99 Melocoton (4) Farinoso Amarillo
PDA 25°C 29.50 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacioén
EMA 21°C 26.15 Policromatico (128) Coraloide Amarillo
19 EMA 25°C 21.72 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
PDA 21°C 26.71 Melocoton (4) Coraloide | Sin pigmentacion
PDA 25°C 25.04 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
EMA 21°C 22.14 Carne (37) Coremia Amarillo
20 EMA 25°C 23.49 Policromatico (128) Coraloide Rojo
PDA 21°C 23.66 Melocoton (4) Farinoso Amarillo
PDA 25°C 23.37 Rosa buff (61) Farinoso | Sin pigmentacion
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Cuadro 7. Continuacion

Morfotipo hﬁi?:ﬁ}ge S;ggﬁflr;(; Color (c6digo) | Textura Pigmentacion
EMA 21°C 25.64 Carne (37) Coremia Amarillo
21 EMA 25°C 22.67 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 21°C 32.54 Oxido (39) Coraloide Rojo
PDA 25°C 23.57 Rosa buff (61) Glutinosa Sin pigmentacion
EMA 21°C 27.67 Policromatico (128)| Dos texturas Amarillo
2 EMA 25°C 25.64 Azafran (10) Glutinosa Sin pigmentacion
PDA 21°C 28.64 Rosa buff (61) Farinoso Amarillo
PDA 25°C 28.54 Rosa (1) Farinoso Sin pigmentacion
EMA 21°C 27.67 Gris olivaceo (107) | Coraloide Amarillo
23 EMA 25°C 27.95 Laud (12) Coremia Sin pigmentacion
PDA 21°C 29.58 Rosa buff (61) Farinoso Rojo
PDA 25°C 24.45 Rosa buff (61) Farinoso Amarillo
EMA 21°C 21.74 Beige (87) Farinoso Amarillo
24 EMA 25°C 22.24 Policromatico (128)| Dos texturas Sin pigmentacion
PDA 21°C 23.43 Azafran (10) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 26.76 Policromatico (128)| Coraloide Amarillo
EMA 21°C 22.13 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
25 EMA 25°C 22.55 Ladrillo (59) Dos texturas Amarillo
PDA 21°C 19.85 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion
PDA 25°C 22.05 Coral (38) Coraloide Rojo
EMA 21°C 27.01 Azafran (10) Coremia Amarillo
26 EMA 25°C 26.66 Melocoton (4) Coremia Sin pigmentacion
PDA 21°C 29.42 Policromatico (128)| Coraloide Amarillo
PDA 25°C 28.71 Rosa buff (61) Farinoso Sin pigmentacion

La columna de color esta determinada por los codigos de color de las tablas de Rayner (1970).

Figura 14. Colonias de Sphaceloma perseae en dos medios cultivo a 21 °C y 25 °C
después de 8 semanas.



Figura 14. Continuacion.
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V. DISCUSION

La rofa del aguacate es una enfermedad de importancia econdmica con impacto en el precio de
venta del producto. La enfermedad ha sido tema de estudio en México por diversos
investigadores (Morales, 2000; Morales, 2017; Robles et al., 2014; Espino et al., 2017) que han
tratado temas sobre distribucion (Avila et al., 2003), epidemiologia (Téliz y Mora, 2007), y
control (Marroquin, 1999; Vidales et al., 2005; Tamayo, 2007; Lopez et al.,2017). Sin embargo,
desde el primer reporte por Jenkins (1934), son pocos los estudios sobre el agente causal
Sphaceloma perseae, destacando los trabajos de Everett (2008 y 2010) quien desarroll6
iniciadores especificos basados en la region ITS para la deteccion de S. perseae en Nueva
Zelanda; asi como el trabajo de Fan et al. (2017) que presenta una descripcion de la especie, asi
como sus relaciones filogenéticas con otras especies del género Sphaceloma y diferentes
aspectos sobre patogenicidad. La ausencia de trabajos basados en el agente causal ha dado lugar
a confusiones de diagndstico ya que otros factores biolodgicos y fisicos pueden generar lesiones
en los frutos de aspecto similar a los sintomas de la rofia. Asi mismo, y como queda demostrado
en este trabajo, aislar y obtener cultivos puros de S. perseae en medios sintéticos no es tarea
facil, debido al habito semi biotréfico del hongo y a su localizacion en el tejido infectado. La
obtencion de aislados en cultivo axénico ha permitido en este trabajo confirmar la presencia de
S. perseae en la region productora de aguacate de Michoacan y determinar algunas
caracteristicas morfologicas descriptivas de la especie. Se ha logrado obtener una coleccion de
450 aislados procedentes de 5 regiones agroclimaticas del estado de Michoacan.

Las especies de Elsinoe han sido reportadas en los diferentes continentes, sin embargo,
se ha logrado obtener un limitado nimero de cepas por especie, la mayoria de las especies de
este género parecen ser especificas del hospedero (Fan ef al., 2017). El problema filogenético
mas comun relacionado con la taxonomia de Elsinoe es que muchas especies como E. ampelina,
E. australe, E. fawcettii y E. perseae, se basan en especimenes muy antiguos y no cuentan con
acompafniamiento de datos de secuenciacion (Jenkins 1925, 1932a, b; Bitancourt y Jenkins,
1936a). Hasta 2014 solo se contaba con 12 cepas disponibles en GenBank para estudios
filogenéticos (Jayawardena et al., 2014).

El aislamiento de estos hongos en cultivo axénico ha jugado un papel importante para el

conocimiento de la etiologia y la taxonomia de Elsinoe. En 1939 Bitancourt y Jenkins
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describieron el primer procedimiento para aislar a Elsinoe, con un gran niimero de especies
aisladas exitosamente. Sin embargo, este protocolo se inicia con ascosporas, las cuales son muy
dificil de obtener, por tal motivo este método dificilmente puede ser reproducible (Fan et al.,
2017). Los reportes existentes no proporcionan descripciones de los procedimientos para aislar
estos microorganismos.

El método de aislamiento descrito en el presente estudio se logréd después de varias
pruebas utilizando diferentes tiempos de desinfestacion y distintos tipos de lesiones de las cuales
se debia realizar la siembra. La técnica se perfecciono hasta lograr aislar a Sphaceloma mas de
cuatro mil veces de frutos sintomaticos procedentes de las diversas zonas productoras de
aguacate en Michoacan. Con esto se puede confirmar la hipotesis del presente trabajo y
corroborar que el agente causal de la rofia del fruto del aguacate es causado por Sphaceloma
perseae, contrario a lo publicado en los ultimos estudios de la rofia del aguacate en México, los
cuales reportan diversos agentes causales de esta enfermedad en Michoacén. Esto
probablemente debido a que en dichos estudios no se dio el tiempo suficiente durante el proceso
de aislamiento para que se presentara el desarrollo del micelio de Sphaceloma en el medio de
cultivo, ya que este presenta una tasa de crecimiento muy baja en comparacion con otras
especies fungicas secundarias que se encuentran en este tipo de lesion (Morales, 2000; Morales,
2017; Avila et al., 2003; Marroquin, 1999).

A pesar de que existen varios estudios sobre algunas especies de Sphaceloma y Elsinoe
asociadas con enfermedades de plantas en diversos paises (Jenkins 1932a,b; Bitancourt y
Jenkins 1936a; Narasimhan et al., 1969 a,b; Wani y Thirumalachar 1969), los analisis
filogenéticos basados en materiales tipo no se llevan a cabo por la falta de colonias y datos de
ADN. En el Diccionario de hongos, Kirk ef al. (2008) reconocieron alrededor de 50 especies en
el género Elsinoe, aunque hasta la fecha se han descrito mas de 140 especies. Elsinoaceae y
Mpyriangiaceae son las dos familias del orden Myriangiales, que acomodan dos y 10 géneros,
respectivamente (Dissanayake et al., 2014; Jayawardena et al., 2014). Fan et al. (2017)
reportaron mediante datos moleculares y morfologicos que se tienen mas miembros recientes
de la familia Elsinoaceae, dentro del género Elsinoe (forma asexual Sphaceloma). Los datos
moleculares de los géneros en Myriangiaceae son aun incipientes (Swart et al., 2001; Summerell

et al., 2006; Crous et al., 2015b, 2016).
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En el primer estudio filogenético taxonémico de Elsinoe se utilizaron datos de secuencia
de la region ITS (Swart ef al., 2001). EI ITS es una region util para distinguir la mayoria de las
especies de Elsinoe (Tan et al., 1996; Swart et al., 2001; Hyun et al., 2007). Everett et al. (2010)
disefiaron los iniciadores SpF5R6 que son especificos para la identificacion de Sphaceloma
perseae, los cuales se utilizaron en este estudio como herramienta para confirmar la identidad
de los aislados obtenidos de la zona productora de aguacate en Michoacan. Se sometieron a
amplificacion ciento veinticuatro morfotipos utilizando los iniciadores SpF5R6 de los cuales,
ciento doce dieron como resultado una banda de 250 pb, lo cual permitié confirmar que
corresponden a Sphaceloma perseae, tal como lo sefiala Everett ef al. (2010). Es importante
mencionar que los aislados que no amplificaron se conservaron para proximos estudios de
identificacion.

Este trabajo constituye el primer estudio que evallia las caracteristicas morfologicas de
poblaciones de S. perseae. Aunque muchas especies de Elsinoe se describieron en un estudio
taxonomico reciente (Fan et al., 2017), no se proporciond una descripcion morfoldgica de esta
especie de Sphaceloma. En los resultados aqui obtenidos, las caracteristicas de la colonia de S.
perseae variaron entre los aislados, especialmente por los diferentes medios utilizados (PDA y
EMA). El mayor crecimiento de las colonias se presentd en el medio de cultivo PDA, a pesar
de ser menos utilizado para el aislamiento de Sphaceloma. Cheema et al. (1978) informaron
sobre una variacion en el didmetro de la colonia de nueve aislados de S. ampelinum sembrados
en diferentes medios de cultivo, mientras que Alvarez y Molina (2000) reportaron que el
crecimiento de colonias de S. manihoticola, el agente causal de la super elongacion de la yuca,
era irregular y muy variable entre los diferentes aislamientos.

La tasa de crecimiento es una herramienta fisiologica util para predecir la habilidad de
biocontrol de las cepas de hongos (Uzunovic y Webber, 1998) por lo que es utilizada como una
primera referencia al caracterizar cepas nuevas de antagonistas (Hermosa et al., 2000). En
microorganismos como Sphaceloma perseae es importante conocer la tasa de crecimiento que
desarrolla en los diferentes medios de cultivo, para obtener mas informacion acerca de la
biologia de esta especie, dado que se conoce muy poco. También es importante para realizar
técnicas de aislamiento efectivas, ya que estd es una de las razones por las cuales no se habia

logrado aislar con éxito y por tanto no se contaba con material para su estudio.
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Los aislados obtenidos en esta investigacion mostraron diferentes texturas; coraloide o
ceribriforme, tal como se report6d para otras especies del género Elsinoe (Bagsic et al., 2016;
Fan et al., 2017; Tan et al., 2015), pero también se presentaron texturas glutinosas, farinosas y
coremias. Esta ultima textura no se habia reportado en ninguna especie de Sphaceloma y se
denomino asi por los sinemas que presenta la colonia. En otros aislados se pudieron apreciar
dos texturas diferentes en una misma colonia, contrario a los resultados obtenidos por Li ef al.
(2018), quienes obtuvieron morfologias idénticas entre aislados de Sphaceloma ampelina, en un
ambiente cerrado, justificando que la humedad del ambiente cerrado podria influir en la
concentracion de oxigeno de las placas de PDA. Papagianni (2004) inform6 sobre resultados
similares, y descubrié que la formacion de colonias estd influenciada por una concentracion
reducida de oxigeno. Todos estos datos sugieren que la morfologia de Sphaceloma puede ser
sensible a la concentracion de oxigeno.

EL aumento de oxigeno también puede favorecer la produccion de conidios (Issaly et
al., 2005; Tlecuitl et al., 2010). Probablemente esta es la razon por la que no se encontraron
conidios de Sphaceloma perseae en nuestro estudio, ya que las cajas Petri se mantuvieron
cerradas sin incluir ninguna tasa de aireacion. La temperatura fue otro factor que quiza no
favorecio la produccion de conidios de S. perseae. Segin Houston y Oswald (1946), la
produccion de conidios a bajas temperaturas en mas abundante en otros hongos. Sin embargo,
Brook (1973) encontré que la esporulacion de E. ampelina a 21 °C es favorecida en la
naturaleza, dado que se requiere un tiempo minimo para la producciéon de conidios en hojas de
uva inoculadas.

La relacion entre la luz y la esporulacion varia con las especies de hongos. Algunos
hongos requieren exposicion a la luz para la esporulacion (Trione y Leach, 1969), otros hongos
esporulan mejor en la oscuridad (Cohen et al., 2013). La mayoria de las especies de Elsinoe
tienen una mayor esporulacion en la oscuridad, sin embargo, pueden producir elsinocromos
(Weiss, Merlini y Nasini, 1987). Algunos aislados de S. perseae tuvieron una produccion de
elsinocromos pero no fue significativa debido a que los aislados no se mantuvieron en oscuridad
constante. Sphaceloma perseae resultd tener una variacion muy marcada de colores, no se
observo ningun patréon de color de colonias entre las diferentes regiones muestreadas y los
morfotipos evaluados. Esta parece ser una caracteristica del género, ya que Li y colaboradores

(2018) coinciden con estos resultados. Otras caracteristicas morfologicas de Sphaceloma
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perseae es que algunas colonias pueden romper el medio y tefiirlo, producen micelio aéreo y el
micelio contiene gutulas.

En resumen, este trabajo presenta informacién sobre la caracterizacion morfologica y
fisiologica de S. perseae. La técnica de aislamiento presentada aqui también proporciona un
protocolo mejorado y sobre todo reproducible que puede ser Util para otras especies de Elsinoe.
El resultado mas significativo de este estudio fue el aislamiento e identificacion molecular de
Sphaceloma perseae, agente causal de la rofia del aguacate, confirmando asi su presencia en la
zona productora de aguacate de Michoacan. Se estudio el efecto de la temperatura, la luz y dos
diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento y la morfologia de las colonias de Sphaceloma
perseae, encontrando que existe alta variabilidad entre aislados, lo que sugiere una estructura
poblacional diversa. Hacen falta, sin embargo, estudios adicionales para inducir la esporulacion
de esta especie y abundar en estudios morfologicos y fisiolégicos que contribuyan a la

tipificacion de aislados y a la epidemiologia de la enfermedad.
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VI. CONCLUSION

De acuerdo con los procedimientos y condiciones experimentales utilizados en la presente

investigacion, se concluye lo siguiente:

Sphaceloma perseae es el agente causal de la rofia del aguacate y estd presente en las

diferentes zonas productoras de aguacate de Michoacan.

Sphaceloma perseae en medio sintético muestra una variacion morfologica muy

marcada, tanto de color, textura, formacion de estructuras y pigmentos.
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