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RESUMEN

En la presente investigacion el objetivo fue identificar al hongo causante de la muerte de
arboles de aguacate con sintomas de pudricion blanca. Se muestrearon varios huertos de
aguacate en Michoacan, México, con sintomas de la enfermedad, se observaron basidiomas
de Hydnopolyporus spp., asociados al sistema radicular y el tronco de los arboles. Se
tomaron muestras de basidiomas de diferentes municipios y zonas los cuales fueron
evaluados por sus caracteres: morfologicos, moleculares y de patogenicidad (severidad y
virulencia de los sintomas). La identificacion morfoldgica y taxondmica se realizd a partir
de los basidiomas recolectados en campo, se tomaron en cuenta los datos macromorfoldgicos
de tamano, consistencia, color, todo ello en las diferentes partes del basidioma (pileo,
contexto, himenoforo y estipite) asi como sus caracteristicas culturales en medio de cultivo
PDA. En la identificacion molecular se usaron los primers ITS (ITS4/ITS5) LSU
(LOROf/LR5r), RPB2 (Brpb2-6r2/Brpb2-7r2) y EF-la (EF1-B-F1/EF1-B-R), para las
pruebas de patogenicidad se utilizaron plantulas de aguacate sanas de Persea americana
Mill. var. drymifolia. De las muestras tomadas en campo se obtuvieron 19 cepas puras
identificadas morfolégicamente como Hydnopolyporus fimbriatus, estas colonias
desarrollaron un crecimiento tipo algodonoso y corchoso, en algunos casos postrado al
medio de cultivo. Posteriormente se evalud la patogenicidad de las cepas los primeros
sintomas en las plantulas de aguacate se presentaron a los 14 dias a partir de su inoculacion,
todos los aislamientos produjeron sintomas como los observados en campo, las cepas H5 y
HS8 causaron la muerte de las plantulas a los 77 dias. Se obtuvieron cuatro fragmentos de
genes por cada muestra y fueron utilizados para la identificacion molecular y los andlisis,
por comparacion Blast se identifico la especie Hydnopolyporus fimbriatus.
Filogenéticamente con todos los fragmentos de genes concatenados se agrupo en un solo

clado monofiletico, emparentado con los géneros Emmia, Flavodon e Irpex.

Palabras claves: secuencia, fimbriatus, sintomas, filogenético, genes, fitopatogeno.



ABSTRAC

In the present investigation, the objective was to identify the fungus that causes the death of
avocado trees with symptoms of white rot. Several avocado orchards in Michoacan, Mexico,
with symptoms of the disease, were sampled; basidiomas of Hydnopolyporus spp. were
observed, associated with the root system and the trunk of the trees. Samples of basidiomas
from different municipalities and areas were taken and evaluated for their characters:
morphological, molecular, and pathogenic (symptom severity and virulence). The
morphological and taxonomic identification was made from the basidiomas collected in the
field, taking into account the macromorphological data of size, consistency, color, all in the
different parts of the basidioma (cap, context, hymenophore and stipe) as well as their
cultural characteristics in PDA culture medium. In the molecular identification, the primers
ITS (ITS4/ITS5), LSU (LOROf/LR5r), RPB2 (Brpb2-6r2/Brpb2-7r2) and EF-1a (EF1-B-
F1/EF1-B-R) were used for the tests. For pathogenicity, healthy avocado seedlings of Persea
americana Mill. Var. Drymifolia. From the samples taken in the field, 19 pure strains
identified morphologically as Hydnopolyporus fimbriatus were obtained. These colonies
developed a cottony and corky type of growth, in some cases prostrate to the culture medium.
Subsequently, the pathogenicity of the strains was evaluated, the first symptoms in the
avocado seedlings appeared 14 days after their inoculation, all the isolates produced
symptoms like those observed in the field, the H5 and HS strains caused the death of the
seedlings. At 77 days. Four gene fragments were obtained for each sample and were used
for molecular identification and in the analysis, by Blast comparison the species
Hydnopolyporus fimbriatus was identified with 99% identity. Phylogenetically, with all the
concatenated gene fragments, it was grouped into a single monophyletic clade, related to the

genera Emmia, Flavodon and Irpex.

Key words: sequence, fimbriatus, symptoms, phylogenetic, gen, phytopathogen.
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. INTRODUCCION

Existen mas de 8, 000 especies de hongos que pueden causar enfermedades en las plantas
(Muiiiz-Villareal, 2014) Las especies del género Hydnopolyporus, forman parte del phylum
Basidiomycota, se caracterizan por danar el sistema radicular de diferentes especies de
plantas en todo el mundo, el mecanismo que emplean para degradar sustrato es por medio
de un complejo enzimatico degradador de lignina, celulosa y hemicelulosa que da como
resultado el sintoma de pudricidon blanca en las partes afectadas de la planta, por la apariencia
que deja en el tejido muerto (He et al., 2019), sus basidiomas se encuentran principalmente
en corona, tallo y raiz de arboles vivos y sobre tocones de arboles muertos (Fidalgo, 1963).
El género Hydnopolyporus se han registrado en diversas partes del mundo principalmente
en bosques de pino-encino (Binder et al., 2013; Mayer, 2016; Vu et al., 2019).

Los basidiomicetos constituyen una parte integral de los bosques, muchas especies estan
reportadas como fitopatdgenos en arboles maderables y plantaciones agrondmicas (Angelini
et al., 2015; Muyjica et al., 2020). Actualmente los bosques en el estado de Michoacan han
sufrido un cambio de uso de suelo de pino-encino a monocultivos de aguacate, debido a la
gran derrama econdmica que genera. De acuerdo con los datos reportados por Molina et al.,
(2019) estas plantaciones se han expandido 10,81% no obstante la cobertura de bosque
primario mostro una reducciéon de 15,06% en zonas como Uruapan y Tancitaro. Las
alteraciones con respecto al cambio de vegetacion han afectado a los microorganismos
nativos del suelo, estos se ven obligados a adaptarse a este cultivo (Toledo et al., 2009).

El sistema radicular de los arboles de aguacate es muy susceptibles al ataque y severidad de
fitopatdgenos, debido al estrés hidrico como la falta de agua por periodos prolongados y
posteriormente riegos abundantes, algunos de los sintomas mas severos son: taponamiento
de los haces vasculares, destruccion de las raices de sostén y alimenticias, asi como
debilitamiento de la base de los troncos, como resultado existe un marchitamiento y la
reduccion en la parte aérea, seguido en ocasiones por un amarillamiento o clorosis del follaje.
En este sentido, se han registrado algunas especies de fitopatogenos del reino Chromista y
Fungi asociados al tallo y sistema radicular del cultivo de aguacate como: Phytophthora
cinnamomi Rands que causa la enfermedad mas importante y destructiva del aguacate (Lara,
2008) ademas de Fusarium oxysporum Smith y Swingle (Olalde et al., 2020), recientemente
se han reportado como problemas fitosanitarios en aguacate los basidiomicetos Armillaria
ostoyae (Romang.) Herink, Armillaria mellea (Vahl) P. Karst. (Ordaz, 2017) Ganoderma

curtisii (Berk.) Murrill y Ganoderma australe (Fries.) Patouillard (Mendoza, 2021) estos



hongos han representado un problema grave para varias plantaciones agrondémicas y
maderables debido a su facil y rapida diseminacion ademas de que pueden persistir durante
afnos en las raices de los arboles muertos, las cuales quedan enterradas en el suelo después
de eliminar los arboles infectados (Prospero et al., 2004). Esto a menudo provoca la
disminucion de la produccion o en algunos casos la pérdida total del cultivo (Old et al.,
2000).

La mayoria de estas especies de fitopatdogenos ocasionan sintomas muy similares por lo cual
su identificacion se ha vuelto compleja y en ocasiones se llegan a confundir, sin embargo
para cada caso hay signos y caracteristicas propias que las diferencian unas de otras por lo
tanto es de vital importancia el estudio de cada una de ellas (Morales, 2019).

De acuerdo en la literatura revisada durante la realizacion de este trabajo, en la actualidad,
no existen reportes acerca de la patogenicidad y sintomatologia ocasionada por el género
Hydnopolyporus en ningtn cultivo de interés agricola debido a esto es necesario el estudio
de manera estricta de este basidiomiceto como fitopatdégeno de arboles de aguacate; por lo

anterior se plantea la siguiente hipotesis y objetivos para la presente investigacion.

Objetivo general

Determinar especies de género Hydnopolyporus, causantes de la pudricion blanca en Persea
americana Mill var. drymifolia, mediante la recoleccion de muestras de campo y su analisis
taxondmico, molecular y de patogenicidad, presentes en arboles de aguacate de la franja

aguacatera del estado de Michoacan, para la identificacion de su diversidad.
Obijetivos especificos

e Identificar las especies de Hydnopolyporus spp., presentes en el cultivo de aguacate,
mediante técnicas morfoldgicas y moleculares para la determinacion de su diversidad

en la franja aguacatera del estado de Michoacan, México.

e Caracterizar los sintomas de Hydnopolyporus spp., en plantulas de Persea americana
Mill Var. drymifolia por medio de pruebas de patogenicidad, para la identificacion de
sus diferentes etapas mediante su sintomatologia.

Hipotesis

La familia Irpicaceae comprende especies fitopatdogenas en raiz y tronco de Persea

americana Mill. Var. drymifolia que ocasionan pudricion blanca.



I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Clasificacion del orden polyporales

El phylum Basidiomycota constituye un grupo de hongos considerados superiores por su
complejidad morfologica y la presencia de basidiomas, caracteristica principal que define su
identificacion y clasificacion taxonoémica. Este phylum contiene alrededor de 32% de los
hongos descritos y estd constituido por tres subphylum (Ustilaginomycetes,
Pucciniomycetes, Agaricomycetes). Del subphylum Agaricomycota se conocen alrededor de
21 mil especies de macromicetos; saprofitos, fitopatdogenos y mutualistas con una gran
variedad de formas de basidios (Hibbett et al., 2014) desde agaricoides a gelatinosos (Kirk
et al., 2008).

Muchas especies de Agaricomycota juegan un papel muy importante en los ecosistemas
forestales al descomponer madera y hojarasca, proceso esencial para el ciclo de nutrientes y
la formacion de humus en los suelos forestales (Berg y McClaugherty, 2008). Algunos
miembros de agaricomicotina producen los basidiomas mas grandes (Bridgeoporus
nobilissimus, Rigidoporus ulmarius) y las redes de micelio mas extensas y longevas en los
hongos (Armillaria gallica) (Hibbett, 2007).

El orden polyporales es un grupo muy diverso del subphylum Agaricomycota esta
conformado por 18 familias y 285 géneros, en el mundo se conocen alrededor de 2,000
especies (He et al., 2019), caracterizadas por presentar un himendforo con poros circulares,
irpiciformes, laberintiformes o laminares; de consistencia subcarnosa a lefiosa; pueden ser
anuales, bienales o perennes, resupinados, sésiles, efuso-reflejados o pileados a estipitados
y de habito solitario o gregario (Ryvarden, 1991). Estos hongos aparecieron
aproximadamente hace 300 millones de afios (Zhu et al., 2004). En 1753 Linnaeus inicio su
clasificacion y dio énfasis a la constitucion del basidioma y la configuracion del himenoforo,
describio 86 especies con el himenio poroso y basidioma carnoso usando el término Boletus

(Larsson, 2007; Zhu et al., 2004; Gilbertson y Ryvarden, 1986).

En la actualidad es el clado mas estudiado en el reino fungi de acuerdo con el Mycobank;
entre el 2010 y el 2017 hubo alrededor de 577 propuestas taxonémicas en polyporales
incluidos 42 géneros nuevos y una nueva familia Fragiliporaceae (Zhao et al., 2015). Dia a
dia hay nuevas investigaciones acerca de los poliporales y se descubren especies nuevas con

diferentes actividades biologicas en la naturaleza.



2.2 Familia Irpicaceae

La familia Irpicaceae (Polyporales) engloba hongos macroscopicos, xil6fagos, poliporoides,
ampliamente distribuidos en biomas terrestres donde juegan un papel fundamental en la
degradacion de celulosa y lignina (Justo et al., 2017). Esta familia esta conformada por 14
géneros (Byssomerulius, Ceriporia, Cytidiella, Efibula, Emmia, Flavodon, Gloeoporus,
Hydnopolyporus, Irpex, Leptoporus, Meruliopsis, Raduliporus, Resiniporus, Trametopsis)
(He et al., 2019), en su mayoria, son anuales o perenes, presentan un basidioma pileado,
(Trametopsis), resupinado (Gloeporus) y estipitado (Hydnopolyporus fimbriatus), su
himenoforo puede presentarse en cuatro formas diferentes; poroide, dealoide/lamelado, liso
¢ hidnoide (Justo et al., 2017; Sjokvist et al., 2012), su sistema hifal es mayormente
monomitico pero algunas especies muestran un sistema hifal dimitico (Flavodon, Irpex,
Trametopsis) esta caracteristica influye en la longevidad y consistencia de los basidiomas,
el modo de descomposicion en la familia Irpicaceae es uno de los caracteres mas estables

(Gilbetson y Ryvarden, 1986; Justo et al., 2017).
2.3 Tipos de descomposicion de la madera

La forma de descomposicion de la familia Irpicaceae, se divide en dos grupos principales en
relacion con el tipo de degradacion que provocan en el tejido lefioso: pudricion marrén y

blanca (Eastwood et al., 2011).
2.3.1 Pudricién marron

Los hongos que ocasionan “pudricién marrén” utilizan enzimas oxidativas o metabolitos
secundarios para producir peroxido de hidrogeno y poco a poco degradar la celulosa y la
hemicelulosa, lo cual deja inicamente la lignina, este hecho es el que le confiere a este tipo
de pudricion el color caracteristico marrdn obscuro dado que la lignina queda como residuo

de esta degradacion (Clausen y Kartal, 2003).
2.3.2 Pudricién blanca

El término “pudricidn blanca” se ha utilizado para describir formas de descomposicion de la
madera en las que esta adquiere un aspecto blanqueado y en la que se descompone la lignina,
asi como la celulosa y la hemicelulosa no obstante las tasas relativas de degradacion de la
lignina y la celulosa difieren considerablemente, a este proceso se le denomina

deslignificacion selectiva.

Los basidiomicetos que ocasionan pudricion blanca degradan completamente la lignina de



una manera eficiente y rapida, transforméndola en diéxido de carbono y agua a diferencia
de otros hongos y bacterias (Cullen y Kersten, 2004). Estos hongos descomponen la lignina
gracias a procesos oxidativos por medio de fenoloxidasas liberadas por las hifas, como
lacasa, tirosinasa y peroxidasa. La celulosa se descompone mas lentamente que en el proceso
de la podredumbre marron, durante la deslignificacion selectiva la consistencia de la madera

descompuesta se vuelve fibrosa y pierde rigidez (Schwarze et al., 2000).

Las reacciones degradativas involucradas en la pudricion blanca son realizadas por enzimas
lignoceluloliticas capaces de difundirse en el sustrato a moléculas mas simples, una vez que
estas enzimas han degradado los polimeros, las particulas de bajo peso molecular son
liberadas y pueden difundirse a las hifas donde se metabolizan intracelularmente (Boyce,
1961). Los fitopatdogenos de “pudricion blanca” penetran en las raices y tallos a través de
heridas (Schwarze et al., 2000), son capaces de invadir el albura y el cambium de sus
hospederos, lo que provoca su muerte (Gilbertson y Ryvarden, 1986). El control de estos
fitopatdgenos que pudren la raiz ha sido un problema dificil debido al alto costo de los
métodos directos, como la aspersion al suelo y la eliminacion de tocones con sus extensos

sistemas radiculares muertos (Gilbertson y Ryvarden, 1986).
2.4 Hydnopolyporus spp.

El género Hydnopolyporus es un miembro poco estudiado de la familia Irpicaceae con solo
dos especies reportadas en el mundo H. fimbriatus e H. palmatus, los cuales producen
pudricion blanca como mecanismo para degradar sustrato en raiz y tallo de arboles de hoja
ancha (Gilbertson y Ryvarden 1986; He et al., 2019). Las especies de este género se han
observado adheridos principalmente sobre tocones de arboles muertos, en corona, tallo y raiz
de arboles vivos como: Hevea brasiliensis (Kunth) Mull. Arg. (Fidalgo, 1963) Quercus
humboldtii Kotschy ex A. DC., Myrcianthes leucoxyla (Ortega) McVaugh, Eucalyptus
globulus Labill. (Wright y Alberto, 2006), Tipuana tipu (Benth.) O. Kuntze (Moreno-Rivas
y Diaz-Lezcano, 2021); Es relativamente comun verlos proliferar en ambientes perturbados

(Stamets, 1996), como lo son zonas urbanas y de cambio de uso de suelo (Guzman, 2008).
2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas

Morfologicamente sus basidiocarpos son anuales, pileados, irregulares a menudo como
pequeias rosetas con pileo fimbriado, en forma de abanico y una base o estipite contraida
estéril cespitoso, pileos individuales, flexibles, superficie superior velutinada que se vuelve

glabra, azonada a zonada centralmente, lisa a radialmente estriada, de color blanco que se



obscurece al secarse, margen muy delgado, fimbriado a dividido irregularmente, a menudo
mas obscuro que las partes basales del pileo, superficie de los poros variable, casi lisa,
papilada, irpicoide, hidnoide a poroide, en este ultimo caso con poros angulares a sinuosos
contexto delgado y duplex dificil de observar, capa superior suave, la inferior mas densa,
sistema hifal monomitico hifas generativas con septos simples, sin fibulas, carecen de
cistidios, basidios clavados, basididsporas ampliamente elipsoides a ovoides, conidios
similares. La especie Hydnopoliporus palmatus presente un sistema hyfal trimitico, no

presentandolo Hydnopolyporus fimbriatus (Reid, 1976).
2.5 Identificacién molecular

La caracterizacion molecular, mediante el estudio de secuencias del ADN ha proporcionado
informacion valiosa para varios grupos de basidiomicetos (Culley y Wolfe, 2001). Los
Polyporales es un Orden altamente polimodrfico (Ryvarden, 1991), en el cual las
caracteristicas como el tamafio, color, etc. del basidioma, no son caracteres fiables, lo que
hace que la construccion de cualquier clave dicotdmica basada en caracteristicas
morfoldgicas sea muy dificil de manejar, por lo tanto, la descripcion morfologica de una
especie debe ir acompafiada del analisis molecular que respalde la identificacion del

espécimen (Calle, 2017).

De acuerdo con Shenoy et al. (2007), los datos moleculares basados en secuencias de ADN
son un recurso clave en la identificacion de hongos a nivel de especie, independientemente
de la etapa de desarrollo en la que se encuentren, si presentan plasticidad morfoldogica o del
medio de cultivo donde se obtenga. La region del ADN mas utilizado para estudios
filogenéticos de hongos es el ADN ribosémico, el cual se organiza en aproximadamente 200
repeticiones en tdndem por nicleo (Butler y Metzenberg, 1989). En esta region se localizan
tres genes (188S, 5.8S y 28S) y dos espaciadores transcritos (ITS1e ITS2) que se transcriben

como una unidad (Berbee, 2001).

Los genomas fungicos son generalmente mas grandes que los genomas procariéticos con un
tamafio que oscila entre 9 Mb y 178 Mb porque contienen grandes cantidades de ADN no
codificante y repetitivo (Mohanta y Bae, 2015). Se ha demostrado que son divergentes,
incluso entre miembros del mismo género (Galagan et al., 2005), y de naturaleza dinamica
(Dujon et al., 2004; Kellis et al., 2004; Strope et al., 2015). Los estudios ya realizados en
comunidades metagendmicas fingicas a menudo se han limitado a niveles genéricos o

superiores (Cui et al., 2013; Geml et al., 2014; Tedersoo et al., 2014; Nguyen et al., 2015;



Botschuijver et al., 2017), limitando nuestra comprension del papel de las especies de hongos

en nuestros ecosistemas.
2.6 ldentificacion filogenética

Los hongos resupinados o corticioides pueden ser dificiles de clasificar incluso a nivel de
familia en funcidn de sus caracteristicas morfoldgicas (Larsson, 2007; Larsson et al., 2004).
La filogenética molecular ha llevado a una revision sustancial de la ubicacion de muchos
taxones dentro de Polyporales, (Binder et al., 2013; Floudas y Hibbett, 2015; Justo et al.,
2017). Este problema esta bien ilustrado por la familia Irpicaceae (Spirin, 2003). Dentro de
las filogenias multigénicas de Irpicaceae, también es evidente que quedan por nombrar
varios clados claramente delineados dentro de esta familia (Justo et al., 2017).
Hydnopolyporus comprende un género cuyas relaciones filogenéticas no se han podido
esclarecer ya que los primers utilizados actualmente no brindan informacién suficiente para
dilucidar las relaciones de este género, debido a esto es necesario enriquecer las secuencias
que se encuentran actualmente en las bases de datos para lograr una correcta identificacion

(Justo et al., 2017; He et al., 2019; Chen et al., 2021).
2.7 Importancia del cultivo de aguacate en México

El cultivo de aguacate en la actualidad es uno de los mas importantes en México, el consumo
de su fruta ha tenido un notable incremento en los Ultimos afos debido a su sabor, textura y
propiedades alimenticias, como resultado Estados unidos, Canadé, China, Japon, y algunos
paises europeos aumentaron sus importaciones de manera sostenida en la ultima década
172%, lo que ha incrementado las exportaciones mexicanas, segin datos del SIAP para el
2021 hubo una produccion a nivel nacional de 2, 448,279.15 t, esta alta productividad se da
en ambientes templados de estados como Michoacan, Nayarit y Jalisco (Salinas et al., 2021);
el primero es considerado el area productora més grande del mundo con una superficie
sembrada de 174, 992.35 ha (SIAP, 2021), para aguacate de la variedad hass por lo que la
derrama economica que genera este cultivo ha incentivado el cambio de uso de suelo, de
forestales hacia cultivos de aguacate (Paré, 2010), es decir se ha expandido 10,81%, no
obstante, la cobertura de bosque primario mostré una reduccion de 15.06% (Molina et al.,
2019). El remplazo de areas naturales por zonas urbanizadas o cultivos de interés
agrondémico afecta la composicion de las comunidades arboreas, generalmente favorece la
ocurrencia de especies vegetales exoOticas. Esto tiene implicaciones directas en la

estructuracion de las comunidades de hongos fitopatdgenos que hospedan estas especies



arboreas (Heredia et al., 2014).
2.8 Enfermedades de raiz del aguacate

Las alteraciones provocadas con respecto al cambio de vegetacion han afectado a los
microorganismos nativos del suelo obligdndolos a adaptarse a cultivos como aguacate
(Toledo et al., 2009). Estos problemas fitosanitarios son también debido a la falta de agua
por periodos prolongados seguidos de riegos abundantes, algunos de los sintomas mas
severos son: taponamiento de los haces vasculares o bien, una destruccion de las raices, lo
que propicia la no circulacién de los nutrientes y el agua, esto da como resultado un
marchitamiento en la parte aérea, seguido en ocasiones por un amarillamiento o clorosis del
follaje, sin embargo para cada fitopatogeno hay signos y caracteristicas propias que las
diferencian unas de otras (Morales, 2009). En el estado de Michoacan recientemente se ha
observado la presencia de basidiomas de Hydnopolyporus spp. sobre el tallo, corona y raices

de arboles de aguacate



I1l. MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se realizé en campo (franja aguacatera), laboratorio e invernadero
de Fitopatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” perteneciente a la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en la ciudad de Uruapan, Michoacan.
3.1 Muestreo en campo

En campo, se hicieron 30 muestreos de raices de arboles de aguacate infectados, se llevaron
a cabo entre los meses de mayo a septiembre en 11 localidades de 10 municipios
pertenecientes a la franja aguacatera del estado de Michoacan, localizada en la provincia
fisiografica del sistema volcéanico transversal entre los paralelos 18° 45 y 20° 6’ Latitud
Norte y los meridianos 101° 47” y 103° 13’ de Longitud Oeste (Gutiérrez-Contreras et al.,
2010). En cada sitio se tomaron las lecturas de localizacion y altura con ayuda de un GPS

Garmin Oregon 450.
3.2 Material biolégico

De los muestreos en campo se obtuvieron 92 muestras de basidiomas y tejido vegetal (raiz,
tallo y corona) se recolectaron de arboles con sintomas iniciales de amarillamiento, asi como
la presencia de pudricion suave en el tronco a la altura del cuello, y signos del fitopatégeno
(micelio y basidiomas), con ayuda de herramienta previamente desinfectada entre cada toma.
Las muestras de tejidos se depositaron en bolsas resellables, se etiquetaron de acuerdo con
el orden de recoleccion, nombre del huerto y municipio; en caso de raices la recoleccion se
llevo a cabo junto con una muestra del sustrato de donde se extrajo para evitar la pérdida de
humedad. Todas las muestras se llevaron al laboratorio de fitopatologia de la facultad de
Agrobiologia “Presidente Judrez” de la UMSNH, para su posterior procesamiento, el cual se
llevé cabo de acuerdo con el protocolo descrito por Fuentes et al. (1997). Los basidiomas se
secaron en estufa de conveccion a 50 °C, se observaron diariamente para que no se dafiara
por el calor, finalmente se etiquetaron segun su procedencia y se guardaron, para realizar su

identificacion taxonomica.

En el caso de las muestras de tejido vegetal (raiz, tallo y corona) se almacenaron en un
refrigerador a una temperatura de 4 °C, para que el material no sufriera dafos a causa de

saprofitos asociados, para después ser procesado.
3.3 Caracterizacion agroecologica

De acuerdo con la ubicacion de los huertos donde se realizaron las recolectas, se elaboraron



mapas para identificar las caracteristicas agroecologicas presentes en cada sitio de muestreo,
se consideraron los siguientes elementos y/o factores agroecologicos: altitud sobre el nivel
del mar, tipo de suelo, tipo de clima, temperatura media anual, precipitacion pluvial,

presencia de heladas, frecuencia anual de granizadas y tipo de vegetacion.

La construccion de los mapas de cada factor y/o elemento climatico incluido en el presente
trabajo de investigacion se hizo mediante una modificacion de Gutiérrez-Contreras et al.,
(2010), con los paquetes computacionales, Corel Draw v 24.2.1, Autocad v 2000 e IDRISI
v 3.2, la fuente de informacion utilizada fue la cartografia publicada por el INEGI (1988) a
una escala de 1:500,000. La superficie de la franja aguacatera del estado de Michoacan fue
determinada utilizando la informacion del censo de aguacate hecho por la Comision

Michoacana de Aguacate (COMA), actualizada hasta el 25 de julio de 2020.
3.4 Elaboracion de medios de cultivo

Para la siembra y aislamiento del fitopatégeno se elabor6 medio de cultivo PDA, una vez
aisladas las cepas de interés se transfirieron para su conservacion a medio de cultivo PDA
Malta-agar. Los medios se esterilizaron en una autoclave a 121 °Cy 15 1b de presion durante
20 minutos. Una vez que alcanzo la temperatura adecuada para su manejo, se vacio en cajas
Petri Klinikus® de 100 x 15 mm y 60 x 15 mm en una campana de flujo laminar y se expuso
a luz UV hasta que solidificé, se guardaron en bolsas de plastico, se etiquetaron con fecha
de elaboracion y tipo de medio nutritivo, se almacenaron en un refrigerador a 4 °C constantes

hasta su uso.
3.5 Aislamiento y purificacion de Hydnopolyporus spp.
3.5.1 Siembra de material vegetativo

El aislamiento de las cepas de Hydnopolyporus se realizé a partir de basidiomas y tejido
vegetal (raices, tallo y corona), de arboles enfermos, de acuerdo con los protocolos descritos
por Trigiano et al. (2004) y Agrios (2005). Se realizaron dos tipos de siembra: la primera a
partir de basidiomas se hizo mediante la transferencia directa a partir de la parte interna no
contaminada a cajas Petri con medio de cultivo PDA adicionado con 2 mL!'/L de 4cido
tartarico. La segunda siembra consistid en el lavado y desinfeccion de fragmentos de raiz,
tallos y corona con hipoclorito de sodio al 30%, seguido de tres lavados con agua destilada
estéril. Posteriormente los fragmentos se colocaron en papel sanita estéril para absorber el

exceso de agua, a continuacidn, se colocaron cinco trozos de tejido vegetal de 0.5 cm
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aproximadamente de forma equidistante en una caja Petri con medio de cultivo PDA.
3.5.2 Purificacion

A los tres dias posterior a la siembra se observo crecimiento micelial y se tomaron puntas de
hifa con ayuda de un bisturi estéril del nimero 11 y un estereoscopio, se transfirieron a otras
cajas Petri con medio de cultivo PDA, con la finalidad de garantizar la pureza de las cepas,
finalmente para la identificacion morfolédgica se transfirieron nuevamente a medio de cultivo

PDA Malta-agar.
3.6 Caracterizacion macro y microscopica de basidiomas

Para la caracterizacion macroscopica de los basidiomas de Hydnopolyporus se utilizaron las
claves sinopticas Largent et al. (1973) y Gilbertson y Ryvarden (1986), de las diferentes
partes del basidioma (pileo, contexto, himenoforo y estipite) en estado fresco se tomaron en
cuenta los datos macro-morfoldgicos de; tamafio, textura, consistencia y color. Los codigos
de color alfanuméricos se tomaron de acuerdo con la guia de Kornerup y Wanscher (1978).
Los colores se compararon a la luz del dia, después se deshidrataron los ejemplares con la
ayuda de una estufa eléctrica hasta peso constante, segun el tamafio, consistencia y humedad
de estos. El material asi tratado se describid microscopicamente, para lo cual se observaron
preparaciones de cortes longitudinales y transversales de las diferentes partes del basidioma,
en las cuales se determiné el sistema hifal, la presencia o ausencia de fibulas, cistidios,
basidios y esporas, asi como las caracteristicas de estas estructuras tamafio, forma, color,
grosor de las paredes, ornamentacion y reacciones macroquimicas en KOH 5%. El método
para determinar el rango y forma de las basidiosporas fue el descrito por Largent et al.
(1973). Se midieron 30 esporas por muestra (largo x ancho) y dadas como un rango con el
simbolo X representando valores medios para finalmente obtener el coeficiente Q. Para

favorecer la observacion de las estructuras antes mencionadas se emple6 floxina 1%.
3.7 Extraccién de ADN, amplificacion y secuenciacion

La extraccion de ADN se realizo a partir de los basidiomas secos recolectados en campo,
mediante el protocolo de Martinez-Gonzales et al. (2017). La amplificacion se realizé con
ayuda de primers disefiados, para realizar identificacion de hongos, se utilizaran cuatro
marcadores moleculares diferentes, el espaciador transcrito interno (ITS), la subunidad
grande ribosomal (LSU), la segunda subunidad més grande del gen de la ARN polimerasa

IT (rpb2) y el factor de traduccion de elongacion de traduccion 1-a (tefl). Los cebadores
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utilizados fueron ITS (ITS4/ITS5) (White et al., 1990), LSU (LOROF/LR5r) (Vilgalys y
Hester 1990), rpb2 (bRPB2-6R2/bRPB2-7R2) (Matheny et al., 2007) y tefl. (EF1-B-
F1/EF1-B-R) (Wu et al., 2014), con base a la literatura consultada, estos han sido utilizados

en particular para la identificacion de fitopatdogenos, como los causantes de pudricion blanca

(Cuadro 1).

La reaccioén de PCR contenia lo siguiente: tampon enzimatico 1x, ADN polimerasa Taq, 0.8
desoxinucleosidos trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng de ADN 20 pmol de cada cebador
y 2 unidades de ADN GoTaq (Promega, EE. UU.), con un volumen final de 15 pl. La
amplificacion de cada gen se realiz6 mediante un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 4
min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 seg, hibridacion por 1 min a la temperatura
especifica de cada gen y una extension a 72 °C durante 5 min. Todas las reacciones de PCR

se realizaron en un termociclador Peltier PTC-200 (BIORAD, México).

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Los geles se
corrieron durante 1 ha 95 V cm™ en agarosa al 1.5% y tampén TAE 1x (Tris Acetato-EDTA).
El gel se tifio con GelRed (Biotium, EE. UU.) y las bandas se visualizaron en un
transiluminador Infinity 3000 (Vilber Lourmat, Alemania). Los productos amplificados se
purificaron con el kit ExoSAP Purification (Affymetrix EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se cuantificaron y prepararon para la reaccion de secuencia
utilizando un BigDye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems, EE.UU.). Estos productos
fueron secuenciados en ambas direcciones con un Applied Biosystem modelo 3730XL
(Applied BioSystems, USA), en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). Las secuencias obtenidas se compararon con los

cromatogramas originales para detectar y corregir posibles errores de lectura.
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Cuadro 1. Primers usados en la caracterizacion molecular de hongos poliporoides asociados

a arboles de aguacate con sintomas de pudricion blanca.

Primers Secuencias (5°-3") Referencia
ITS4 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al., 1990
ITS3 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990
LOROF ACCCGCTGAACTTAAGC Vilgalys y Hester 1990
LRSr ATCCTGAGGGAAACTTC Vilgalys y Hester, 1990
bRPB2-6R2 GGRCANACCATNCCCCARTG Brando et al., 2006
bRPB2-7R2 ACYTGRTTRTGRTCNGGRAANGG Brando et al., 2006
EF1-B-Fl AGCATGGGTKCTCGAYAAGCT Gang et al., 2014
EFI-B-R CGTGRTGCATTTCYACGGAA Gang et al., 2014

3.8 Ensamblado de las secuencias

Las secuencias de ambas cadenas de cada uno de los genes fueron analizadas, editadas y
ensambladas usando el BioEdit version 7.0.5 (Hall, 1999) para generar una secuencia
consenso. Para obtener la identificacion a nivel de especie estas secuencias consenso se
compararon con las depositadas en el GenBank del National Center for Biotechnology

Information (NCBI), utilizando la herramienta BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000).
3.9 Andlisis filogenético

Las secuencias generadas de los basidiomas de Hydnopolyporus se agregaron a las
secuencias de referencia ITS, LSU, rpb2 y tefl depositadas en la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Cada region del gen se aline6 de forma
independiente utilizando la version en lineca de MAFFT v7 (Katoh et al., 2002; 2017; Katoh
y Standley, 2013). Las alineaciones se revisaron en PhyDE V.10.0 (Miiller et al., 2005),
seguidas de pequefios ajustes manuales para garantizar la homologia de caracteres entre los
taxones. Las matrices se formaron para ITS por 60 taxones (700 caracteres), LSU por 53
taxones (597 caracteres), rpb2 por 34 taxones (650 caracteres) y TEF por 22 taxones (400
caracteres). Las matrices alineadas se concatenaron en una sola matriz (60 taxones, 2342
caracteres) con Mesquite v3.2 (Maddison y Maddison, 2021). Las inferencias filogenéticas

se estimaron con maxima verosimilitud en Rax-ML v. 8.2.10 (Stamatakis, 2014) con un
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modelo GTR + G de sustitucion de nucledtidos. Para evaluar el soporte de sucursales, se
ejecutaron 1000 réplicas de arranque rapido con el modelo GTRCAT. Para la probabilidad
posterior bayesiana, se buscd el mejor modelo evolutivo para la alineacioén utilizando
PartitionFinder v.2 (Lanfear et al., 2014; 2017; Frandsen et al., 2015). Los analisis
filogenéticos se realizaron con MrBayes v. 3.2.6 x64 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). El
bloque de informacién para la matriz incluyd dos corridas simultaneas, cuatro cadenas de
Montecarlo, temperatura establecida en 0.2 y muestreo de 10 millones de generaciones
(desviacion estandar < 0.1) con arboles muestreados cada 1000 generaciones. El primer 25%
de las muestras se descartaron como quemado y se verificd la estacionariedad en Tracer v.
1.6 (Rambaut et al., 2014). Los arboles se visualizaron y optimizaron en FigTree v. 1.4.4

(Rambaut et al., 2014).

3.10 Conservacion de cepas y preparacion del indculo

La conservacion de las cepas se efectudé durante 15 dias en un sustrato con los elementos
nutritivos necesarios como un alto contenido de carbohidratos, nitrégeno y micro elementos
ademds de condiciones especificas en términos de aireacion y humedad, se utilizaron

semillas de sorgo (Sorghum bicolor ) sanas libres de plagas y enfermedades.

La preparacion del inoculo se hizo de la siguiente manera; las semillas se enjuagaron con
abundante agua en un recipiente, para eliminar el exceso de polvo y restos vegetales.
Enseguida el grano se imbibid durante 24 horas, transcurrido este tiempo se escurrid la
semilla durante 60 minutos. Finalmente se colocaron los granos en frascos de vidrio de 600
mL, los cuales se llenaron a 75% de su capacidad total para promover la aireaciéon y una
rapida invasion del micelio del hongo, los frascos se taparon con torundas y sombreros de
papel periddico, esto para evitar contaminacion externa. Cuando estuvieron listos con el

grano se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante una hora.

La inoculacion de Hydnopolyporus spp., en semillas de sorgo previamente esterilizadas, se
realizd en campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas. Con la ayuda de un
sacabocados se hicieron cortes de discos de medio que contenian micelio y se depositaron
sobre la superficie de cada uno de los frascos con el grano hidratado y estéril (4 discos de 1
cm por frasco) auxilidndose con una aguja de diseccion o asa de platino, se tap6 con la
torunda y un sombrero de periddico para evitar contaminacion externa, se movio el sustrato
para que el micelio quedara disperso y tuviera un rapido cubrimiento. Se incubaron los

frascos a 28 °C en una incubadora, durante 15 dias hasta que el micelio invadié por completo
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la semilla, se hicieron inspecciones continuas para detectar cualquier irregularidad.

3.11 Estudio de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se hicieron en el invernadero de fitopatologia de la Facultad
de Agrobiologia “Presidente Judrez” donde se crecieron plantas de aguacate Persea
americana Mill var. drymifolia y se inocularon con cada una de las cepas aisladas de

Hydnopolyporus spp. desarrolladas en semilla de sorgo.

3.11.1 Obtencidn de las plantulas de aguacate

De un arbol sano y vigoroso de aguacate criollo de la raza mexicana se recolectaron frutos
maduros de 12 cm de largo, ovoides, con el exocarpo delgado de color obscuro, pulpa de
color verde. Al fruto se le retird la pulpa y el endocarpio, y se seleccionaron semillas sanas
y sin dafos mecanicos de 6-8 cm. Las semillas se sumergieron en agua caliente a 50 °C
durante 30 minutos para eliminar posibles contaminantes (Lara, 2008). Finalmente, las
semillas se sumergieron en agua estéril fria para disminuir su temperatura y se sembraron
inmediatamente en contenedores de plastico de un litro de capacidad previamente
desinfectados con hipoclorito de sodio comercial al 33% los cuales contenian sustrato estéril
compuesto por una mezcla de suelo tipo andosol y arena en una proporcion 2:1

respectivamente.

3.11.2 Inoculacion

Una vez que las plantas alcanzaron en promedio 25 cm de altura se procedi6 a su inoculacion,
mediante el protocolo descrito por Lara (2008), para lo cual se pesé 5 g del indculo y se
colocd cerca de la raiz de la planta, con cuidado de no ocasionarle ningin dafio

posteriormente se tapd con el sustrato, se inocularon cinco plantas por cada recoleccion.

3.11.3 Variables respuesta

Para determinar la patogenicidad de las cepas de Hydnopolyporus spp., las variables
evaluadas fueron virulencia y severidad de la enfermedad. La severidad se determind con
base en el tiempo (dias) en que cada una de las cepas ocasiono sintomas de enfermedad en
las plantulas de aguacate. La virulencia de la enfermedad se midié con base en la escala
reportada por Lara (2008) que considera la sintomatologia visual del area foliar de las
plantulas de aguacate, la gravedad de la enfermedad se calificé en una escala del 0 al 4 donde
O=planta sana, 1=flacidez, 2=amarillamiento, 3=marchitamiento y muerte apical y 4=muerte

de la planta. Cada nivel represent6 25% de avance de los sintomas de una planta sana a una
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muerta, lo que representd 100%. La virulencia de la enfermedad (%) se calcul6 segun la

formula descrita por Asran y Buchenauer (2003):

Virulencia de la enfermedad (%)= [>(RxN)] x 100
HxT

Donde R = Calificacion de la enfermedad, N =ntimero de plantas con esa calificacion, H=
categoria de la calificacion mas alta y T= ntimero total de plantas contadas.

Se uso6 un disefio experimental de bloques al azar, el cual estaba compuesto por 19 bloques
con 5 plantulas de aguacate cada uno incluyendo un testigo. Los valores obtenidos de la
escala virulencia se sometieron a una prueba de normalidad mediante la prueba de Shapiro-
Will y una prueba de Bartlett para confirmar la homogeneidad de la varianza. Finalmente,
los datos paramétricos obtenidos se sometieron a andlisis estadistico de varianza (ANOVA)
para determinar diferencias estadisticas entre cada tratamiento y una prueba de Tukey o= 0.5
para comparacion de medias. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el software

RStudio-1.4.1103 (R Core Team, 2019).
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y purificacion de Hydnopolyporus spp.

En los huertos de aguacate muestreados se observaron arboles que presentaban sintomas y
signos de enfermedad, los arboles de aguacate que se consideraron infectados por
Hydnopolyporus spp., presentaron sintomas de amarillamiento foliar, hojas pequeiias,
muerte descendente de las ramas, defoliacion generalizada, flacidez apical, frutos
abundantes pero pequefios quemados por el sol debido a la falta de follaje, abundante micelio
blanco y algodonoso el cual cubre las partes afectadas con hinchazén del tejido vegetal y
derribo de arboles a causa del debilitamiento del sistema radicular (Figura 1), esto coincide
con lo reportado por Sinclair y Lyon (2005) quienes mencionan que los fitopatdgenos dentro
del orden poliporales causan pudriciones y debilitamiento de la madera, lo que resulta en un
sindrome generalizado con sintomas muy notables y el deterioro progresivo de la salud de
estos.

En época de lluvias los signos que se observaron con mayor frecuencia en los arboles
infectados fueron basidiomas, tanto en arboles aun vivos como muertos, adheridos a la
corona ademas de en areas de goteo del “cajete”, a medida que envejecen se tornan de color
beige a marrdon claro. De acuerdo con Swiecki y Bernhardt (2006) los basidiomas son los
signos mas importantes para determinar si un arbol estd infectado o ha sido destruido por

este hongo.



Figura 1. Sintomas y signos de Hydnopolyporus spp. en arboles de aguacate.
arbol con sintomas avanzados de la enfermedad (A); basidiomas

adheridos a una raiz (B); sintoma de pudricion blanca en raiz (C).

De los 30 muestreos realizados en 18 huertos se obtuvieron un total de 19 cepas con
caracteristicas similares para el género Hydnopolyporus, tres del municipio de San Andrés
Coru (UMSH 2, UMSH 3, UMSH 4), cuatro de Ario de Rosales (UMSH 5, UMSH 6, UMSH
7, UMSH 8), una de Apatzingan (UMSH 9), dos de Pardcuaro (UMSH 10, UMSH 11), tres
de Tancitaro (UMSH 12, UMSH 13, UMSH 14), dos de Tingiiindin (UMSH 15, UMSH 19),
una de Periban (UMSH 22), uno de Los Reyes (UMSH 25), uno de San Juan Nuevo (UMSH
35) y uno de Uruapan (UMSH UPN) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas de los sitios donde se encontraron basidiomas de Hydnopolyporus

spp., huertos de aguacate ubicados en municipios de Michoacan, México.

Altitud Precipitacién

Municipio (m) (mL/m?) Coordenadas Cepa
1571 1200 19 27° 18.23°> N 101 55 05.66”” W UMSH 2
Ziracuaretiro 1571 1200 1927’ 11.28> N 101 56° 01.06” W UMSH 3
1599 1200 1927 18.81”’ N 101 56’ 13.31” W UMSH 4
1721 1100 1912 22.83°> N 101 44> 20.21” W UMSH 5
Ario de 2008 1100 19 11° 18.08> N 101 43° 46.97° W UMSH 6
Rosales 1668 1100 1911°18.08> N 101 44’ 09.95° W UMSH 7
1671 1100 19 117 26.43°> N 101 44° 09.95 ©° W UMSH 8
Apatzingan 1426 800 1911°49.41” N 102 18 53.00”” W UMSH 9
. 909 800 19 10° 56.97°> N 102 13° 24.30” W UMSH 10
Paracuaro s vy s
801 800 19 10° 55.97> N 102 13° 20.75° W UMSH 11
1383 800 1920°24.51’ N 102 27’ 27.80” W UMSH 12
Tancitaro 1403 800 1920°22.13>’ N 102 27 18.59” W UMSH 13
1884 1200 19 25°33.87°” N 102 26° 50.30” W UMSH 14
Tingiiindin 1653 1200 1941°33.30°> N 102 28’ 18.30” W UMSH 15
1734 1200 1941°51.50> N 102 29’ 33.40” W UMSH 19
Periban 1622 1100 19334191’ N 102 23 37.55” W UMSH 22
Los Reyes 1497 1100 1936’ 06.84>> N 102 27 24.09” W UMSH 25
San Juan 2115 1200 1921°47.69> N 102 14° 4342 W UMSH 35
Nuevo
Uruapan 1770 1500 1922°18.30” N 101 59’ 57.70” W UMSH UPN

4.2 Factores agroclimaticos de los sitios de recoleccion

La franja aguacatera en el estado de Michoacdn actualmente esta conformada por 70
municipios (COMA, 2020), la presencia de Hydnopolyporus se registrd6 para esta
investigacion en 10 de estos municipios. En la Figura 2, se sefnalan las caracteristicas
agroclimaticas presentes en estos sitios.

Los huertos donde se observo presencia de basidiomas de Hydnopolyporus se ubicaron en
municipios que presentan diferentes altitudes donde las localidades de San Juan Nuevo y
Ario de Rosales registraron las mayores alturas con 2008 y 2115 msnm respectivamente,
mientras que la menor altitud se registré en el municipio de Paracuaro 801 a 909 msnm
(Cuadro 2), (Figura 2). La precipitacion media anual vario de 800 a 2000 mm, (Figura 2A).
La presencia de Hydnopolyporus se registro en tres tipos de suelo; Andosoles (42%),
Cambiosol (26%) y Vertisol (32%), (Figura 2B). El tipo de clima es templado subhiimedo a
semicalido subhumedo, (Figura 2C). La temperatura anual presente oscilo entre los 16 °C a
24 °C, (Figura 2D). El tipo de vegetacion predominante donde estan establecidos los huertos

de aguacate con presencia de basidiomas de Hydnopolyporus spp., es bosque pino-encino
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con transicion a cultivos agricolas, (Figura 2H). Estas caracteristicas agroclimaticas de
acuerdo con Galicia et al. (2016) son propias de los bosques de pino-encino y mesofilos de
montafia, estos ecosistemas son uno de los habitas principales de diversos géneros y especies
de hongos poliporales lignicolas, entre ellos el género Hydnopolyporus (Heredia, 1989). De
acuerdo con lo que reporta Gutiérrez-Contreras et al. (2010) la mayor superficie plantada
con aguacate en el estado de Michoacdn se encuentra establecida bajo las condiciones
mencionadas anteriormente y son estos bosques los que han sido desplazados para establecer
el monocultivo del aguacate.

La frecuencia de granizadas anuales se distribuye en cuatro zonas y una menor sin
granizadas: se observa que del area donde se ubican los sitios de muestreos, ocho localidades
de los municipios de Ziracuaretiro, Ario de Rosales, Tancitaro, Tingiiindin, Los Reyes, San
Juan Nuevo y Uruapan presentan una frecuencia de 2-5 granizadas por afio, mientras que el
resto de las localidades tienen una frecuencia de 1-2, (Figura 2F). De acuerdo con Lara
(2008) la gran susceptibilidad de este cultivo a este factor, lo hace de gran importancia
debido a que el golpe del granizo en cualquier parte de la planta causa heridas beneficiando
la entrada de fitopatogenos.

La frecuencia de heladas anuales que se presenta en el area de estudio; la mayoria de las
localidades donde se realizaron los sitios de muestreo presentan una frecuencia de heladas
de 1-30 al afio a excepcion de las localidades dentro de los municipios de Apatzingan y
Paracuaro (Figura 2E). Este puede no ser un factor determinante para la presencia de
Hydnopolyporus en los huertos de aguacate ya que el micelio de la mayoria de los
basidiomicetos fitopatdgenos como Ganoderma, Armilaria e Hydnopolyporus, al tener
capacidad como necrotrofos, pueden persistir durante anos debido a que se nutren de la parte
muerta de sus hospederos como las raices de arboles, las cuales quedan enterradas en el suelo

después de eliminar los arboles infectados (Prospero et al., 2004).
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Figura 2. Factores agroclimaticos de sitios de recoleccion de basidiomas de
Hydnopolyporus spp. y tejido vegetal (raiz, tallo y corona) de arboles infectados, en
la franja aguacatera de Michoacan México: precipitacion (A); tipos de suelos (B);

climas (C); temperaturas (D); granizadas (E); heladas (F); curvas de nivel (G);

vegetacion (H).

4.3 Caracterizacion morfologica de las cepas

Las 19 cepas de Hydnopolyporus spp., presentaron caracteristicas morfologicas similares,
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en cuanto a la forma y crecimiento, asi como la textura del micelio. Se observé crecimiento
radial del micelio de forma estriada, algodonoso de color blanco, a medida que crece algunas
cepas se tornaron de color beige y el micelio adquirid una textura corchosa, en algunos casos

se mostro el micelio postrado al medio de cultivo, (Figura 3).

UMSH 2 UMSH 3 UMSH 4 UMSH 5 UMSH 6

\

UMSH 7 UMSH 8 UMSH 9 UMSH 10 UMSH 11

UMSH 12 UMSH 13 UMSH 14 UMSH 15 UMSH 19

I ‘ I

UMSH 22 UMSH 25 UMSH 35 UMSH UPN

Figura 3. Cepas de Hydnopolyporus spp., en medio de cultivo PDA, aisladas de raiz, tallo y

corona de arboles de aguacate con sintomas de pudricion blanca.

4.4 Caracterizacion morfologica de basidiomas
De los 35 basidiomas recolectados en los distintos huertos se observaron caracteristicas
microscopicas y macroscopicas similares a las descritas para la especie Hydnopolyporus

fimbriatus (Fr) D.A. Reid las cuales son:

22



Basidioma anual, de 50-70 x 30-100 x 1-2 mm, pileado estipitado, espatulado a flabeliforme,
imbricado, cespitoso, rosetado, de consistencia corchosa en fresco a quebradiza en seco;
estipite de 10-30 x 1-2 mm lateral concoloro con el pileo; pileo de 40-60 x 20-30 mm, margen
blanco a blanco-amarillento (1A1-3A2) azonada, velutinoso en fresco, ocraceo y sonado
concéntricamente en seco; margen entero cuando joven a fimbriado y lacerado al madurar,
con poros blanco amarillento a marmol (3A2-5A2) de 3-5 por mm, angulares a sinuosos,
dientes 0.5-1 mm de longitud; contexto duplex fibroso; sistema hifal monomitico con hifas
generativas, 4-5 pm de diametro, con septos simples separados por 18-30 um entre cada uno,
pared delgada y lisa, bifurcadas; Cistidios no observados; basidios 20-25 x 4.5-5.5 um,
clavados tetraesporicos; basidiosporas 4-5.5 x 3-4 pum ampliamente elipsoides a
subglobosas, hialinas de paredes delgadas y lisas con una gutula (Largent et al., 1973),

(Figuras 4 y 5).

Hydnopolyporus fimbriatus es gregario disperso en huertos con pudricion blanca en raices y
tallo de Persea americana. Se ha encontrado en Estados Unidos, Argentina; Bolivia; Brasil,
Colombia, Costa Rica, Cuba, Guatemala y México (Fidalgo, 1963; Binder et al., 2013;
Mayeretal.,2016; Vuetal., 2019). En México se ha reportado en los estados de: Campeche,
Chiapas, Estado de México, Distrito Federal, Durango, Hidalgo, Jalisco, Michoacéan,
Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sierra Madre Oriental, Tamaulipas,
Tlaxcala y Veracruz (Bandala et al., 1993; Guzman-Davalos y Fragosa-Diaz, 1994:
Rodriguez et al., 1994; Nava y Valenzuela, 1997; Herrera-Fonseca et al., 2002; Valenzuela
y Huerta, 2002; Raymundo y Valenzuela, 2003; Cifuentes et al., 2005; Diaz-Moreno et al.,
2005: Landeros et al., 2006). Tanto en zonas templadas (Valenzuela y Huerta, 2002) como
subtropicales y tropicales (Wright y Alberto, 2006).
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Figura 4. Estructuras macro y microscopicas de Hydnopolyporus fimbriatus recolectado en
San Andrés Coru de arboles de aguacate con sintomas de pudricion blanca.

basidioma (A); esporas (B); basidios (C); trama hifal (D).
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Figura 5. Morfologia de basidiomas de Hydnopolyporus fimbriatus. basidiomas unidos a la

raiz de arbol de aguacate en la zona de goteo (A); basidiomas adheridos alrededor

del tallo de aguacate (B); basidiomas unidos a la raiz de arboles de aguacate (C y D).

4.5 Caracterizaciéon molecular

El ADN extraido de los basidiomas, oscilaron entre los 260 y los 1688 ng/uL, mientras que
la relacion de absorbancia 260/280 nm fue de 1.70-1.97 por lo que se consider6 puro ya que
coincide con lo publicado por Wilfinger et al. (2009), quienes mencionan que una muestra

de ADN con valor de 1.80 es aceptada como pura.
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4.6 Andlisis filogenético

Las secuencias ITS (ITS5, ITS4) LSU (LOROF, LR5r) rpb2 (BRPB2-6R2, BRPB2-7R2)
tefl (EF1-B-F1, EF1-B-R) de los basidiomas UMSH 2, UMSH 3, UMSH 4, UMSH 5,
UMSH 6, UMSH 7, UMSH 8, UMSH 9, UMSH 10, UMSH 11, UMSH 12, UMSH 13,
UMSH 14, UMSH 15, UMSH 19, UMSH 22, UMSH 25, UMSH 35 y UMSH UPN,
mostraron 99% de identidad con Hydnopolyporus fimbriatus, especie que ha sido reportada
filogenéticamente como miembro de la familia Irpicaceae (He et al., 2019; Justo et al., 2017
y Wijaya-Wardene et al., 2020). La alineacion de las secuencias concatenadas de los
basidiomas junto a las secuencias tomadas del Gen Bank permiti6 la construccion del arbol
filogenético de acuerdo al método de maxima verosimilitud. La topologia presentd
miembros de los géneros: Emmia, Flavodon, Irpex, Efibula, Byssomerulius,
Phanerochaetella, Ceriporiopsis, Gloeoporus, Ceriporia, Leptoporus, Meruliopsis,
Crystallicutis, Trametopsis, Meruliopsis, Bjerkandera los cuales al igual que
Hydnopolyporus se clasifican dentro de la familia Irpicaceae (Spirin, 2013), ademas de una
secuencia de la especie Phanerochaete chysosporium la cual se emple6 como grupo externo
ya que en otros estudios se utiliz6 de manera exitosa para obtener una correcta topologia
(Figura 6) (Justo et al., 2017; He et al., 2019; Wijaya-Wardene et al., 2020).

Hydnopolyporus fimbriatus constituye un taxon monofilético de hongos de pudricion blanca
dentro de la familia Irpicaceac (He et al., 2019; Wijaya-Wardene et al., 2020). En el
dendograma de méxima verosimilitud obtenido aqui, las cepas aisladas se agruparon con el
clado Hydnopolyporus con una probabilidad del 100% de identidad ademas de 16 clados
bien sustentados dentro de la familia Irpicaceae con una probabilidad posterior de 0.88 a 1y
Bootstrap de 80% a 100%, de acuerdo con Kusaba y Tsuge, (1995) y Arnold et al. (2007)
un soporte superior o igual a 70% brinda una informacion confiable sobre el posicionamiento
de una especie, los géneros Emmia, Flavodon e Irpex se ubicaron como grupos hermanos
con una relacion muy cercana de 99% a 100% de boostrap, esta topologia ha sido reportada
para la familia Irpicaceae. Sin embargo, Chen et al. (2021) y Li et al. (2022) reportaron que
los géneros Hydnopolyporus, Emmia y Flavodon se clasifican dentro del género Irpex. Este

hecho explica su relacion tan cercana en el arbol de maxima verosimilitud.
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Figura 6. Arbol filogenético de méxima verosimilitud para los basidiomas de
Hydnopolyporus finbriatus (Fr) D.A. Reid, recolectados de arboles de aguacate en la
franja aguacatera. Las relaciones filogenéticas se basan en la alineacion de secuencias
ITS, LSU, rpb2 y tefl concatenadas. El soporte de los clados se representa con una
linea gruesa correspondiente con probabilidad bayesiana posterior PP > 0.95.
Probabilidad posterior (a la izquierda de la barra) del andlisis bayesiano y
compatibilidad con Bootstrap (a la derecha de la barra).
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4.7 Pruebas de patogenicidad

Cinco dias después de que se establecio el experimento se observo avance del micelio entre
el sustrato y el contenedor de plastico transparente, asi como la colonizacion de raices de la
plantula. Los primeros sintomas en las plantas de aguacate se presentaron a los 14 dias
posteriores a su inoculacion, y fueron amarillamiento y defoliacion apical, (Figura 7 A), a
los 35 dias se registré necrosis radicular y flacidez apical, (Figura 7 B y C), a los 63 dias
defoliacion casi completa y a los 77 dias se observod la primera plantula muerta, Asi como

formacion de basidiomas adheridos al tallo de las plantulas, (Figura 7 D, E y F).

Los signos y sintomas desarrollados por el fitopatdgeno en las plantulas de aguacate durante
las pruebas de patogenicidad coincidieron con lo reportado en los arboles enfermos

observados en los huertos de la franja aguacatera.

Figura 7. Sintomas y signos en plantulas de aguacate inoculadas con cepas de
Hydnopolyporus fimbriatus: amarillamiento (A); flacidez apical (B); necrosis de raiz
(C); basidiomas de Hydnopolyporus fimbriatus adheridos al tallo de plantulas de
aguacate (D, E yF).
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4.7.1 Virulencia de Hydnopolyporus fimbriatus

El andlisis de varianza realizado para los datos obtenidos de la virulencia de 19 cepas de
Hydnopolyporus fimbriatus, recolectadas en la franja aguacatera del estado de Michoacan;
detectd diferencia altamente significativa de (P<0.001) para esta variable. El tiempo
transcurrido para que se presentaran los primeros sintomas en las plantulas de aguacate,
fluctuo entre 14 y 21 dias. La cepa UMSH 12 del municipio de Tancitaro y la UMSH 11 del
municipio de Paracuaro presentaron mayor virulencia. En contraste, las cepas UMSH 7 y
UMSH 8 del municipio de Ario de Rosales; UMSH 10 del municipio de Paracuaro y UMSH
22 del municipio de Periban fueron las menos virulentas, sin embargo con base en la
comparacion de medias todas las cepas son estadisticamente similares en cuanto a esta
variable, todas provocaron sintomas de enfermedad en las plantulas de aguacate en
comparacion con las plantas testigo las cuales no mostraron ningun sintoma, (Figura 8). La
variacion en la virulencia de otros fitopatdgenos se ha documentado en diversos estudios,

inclusive en cepas que provienen de la misma area geografica (Huberli et al., 2001).

Virulencia UMSH 2 Ziracuaretiro
UMSH 3 Ziracuaretiro

UMSH 4 Ziracuvaretiro
UMSH 5 Ario de Rosales
U'MSH 6 Ario de Rosales
UMSH 7 Ario de Rosales
UMSH 8 Arno de Rosales
UMSH 9 Apatzingin
UMSH 10 Pardcuaro
UMSH 11 Paricuaro
UMSH 12 Tancitaro
UMSH 13 Tancitaro
UMSH 14 Tancitaro
UMSH 15 Tinglimdin
TUMSH 19 Tinglindin
UMSH 22 Peribin
UMSH 25 Los reyes
UMSH 35 San Juan Nuevo
UMSH UPN Uruapan

Grado

Figura 8. Virulencia de 19 cepas de Hydnopolyporus fimbriatus aisladas en huertos de

aguacate inoculadas en plantulas de aguacate (Tukey 0=0.05%).
4.7.2 Severidad de Hydnopolyporus fimbriatus

La severidad de la enfermedad en plantulas de aguacate inoculadas con cada una de las 19
cepas de Hydnopolyporus fimbriatus, indico que existe variabilidad; las cepa UMSH 7
recolectada en el municipio de Ario de Rosales mostro una mayor capacidad para producir
la muerte de las plantulas a los 77 dias posteriores a la inoculacion (grado 4, escala de Lara,

2008). Las cepas UMSH 2, UMSH 3 y UMSH 4 del municipio de Ziracuaretiro, UMSH 5 y

29



UMSH 6 del municipio de Ario de Rosales; UMSH 9 del municipio de Apatzingdn, UMSH
10 y UMSH 11 del municipio de Pardcuaro; UMSH 12, UMSH 13 y UMSH 14 del municipio
de Tancitaro; UMSH 19 del municipio de Tingiliindin; UMSH 22 del municipio de Periban;
UMSH 25 del municipio de Los Reyes; UMSH 35 del municipio de San Juan Nuevo se
consideraron con una severidad intermedia en el mismo lapso de tiempo (77 dias) a
diferencia de las cepas anteriores, los sintomas producidos fueron marchitamiento y muerte
apical (grado 3, escala de Lara, 2008). Las cepas UMSH 8 del municipio de Ario de Rosales
UMSH 15 del municipio de Tingiiindin y UMSH UPN del municipio de Uruapan provoco
una severidad menor, ocasiono el sintoma de amarillamiento (grado 2, escala de Lara, 2008)
a los 77 dias. Estos resultados coinciden con lo publicado por Cha et al., (2009) quienes
reportan diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad ocasionada por distintas especies
de Armillaria, por otra parte en un estudio realizado sobre basidiomicetos de pudricion
blanca se observo la presencia de sintomas hasta los 2 afios posteriores a su inoculacion, pero
solamente hubo defoliacion y 4% de infeccion radicular por lo que se sugirid que es
necesario hacer evaluaciones por mas tiempo y estresar las plantas de acuerdo a las
condiciones de su habitad natural (Piercey-Normore 2000).

En este trabajo se estudid por primera vez a la especie H. fimbriatus como fitopatogeno, asi
como la sintomatologia que produce en arboles de aguacate ya que solo se habia reportado
como necrotrofo de Hevea brasiliensis Kunth) Mull. Arg. (Fidalgo, 1963) Quercus
humboldtii Kotschy ex A. DC., Myrcianthes leucoxyla (Ortega) McVaugh, Eucalyptus
globulus Labill. (Wright y Alberto 2006), hasta esta investigacion no se tenia caracterizado

como agente fitopatdgeno en ningin otro cultivo de interés agricola.

30



V. CONCLUSIONES
De acuerdo con los objetivos planteados y bajo las condiciones en las que se llevo a cabo la

presente investigacion, se concluy6 lo siguiente:

1) La caracteristicas culturales y morfologicas de las 19 cepas de Hydnopolyporus presentes
en el cultivo de aguacate fueron similares a las reportadas para la especie
Hydnopolyporus fimbriatus.

2) Las secuencias comparadas en el BLAST tienen un 99% de identidad con la especie
Hydnopolyporus fimbriatus.

3) Las pruebas moleculares permitieron identificar la especie Hydnopolyporus fimbriatus.

4) Los sintomas provocados en las plantulas de aguacate inoculadas con las cepas de
Hydnopolyporus fueron pudricion de raiz, amarillamiento foliar, defoliacion ademas de
la presencia de basidioma adheridos al tallo de las plantulas.

5) Todas las cepas de Hydnopolyporus fimbriatus, fueron fitopatogénicas a Persea

americana Miller var. drymifolia.
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