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RESUMEN

En el cultivo de aguacate (Persea americana Mill.) se presentan problemas fitosanitarios
importantes dentro de los cuales sobresalen por su relevancia las enfermedades de la raiz. Un
fitopatdgeno limitante de este cultivo es el oomicete Phytophthora cinnamomi Rands, que
puede causar pérdidas hasta del 90%. Por tal razon el principal objetivo del estudio fue
generar informacion acerca de la etiologia del agente causal de la pudricién radicular del
aguacate utilizando marcadores morfolégicos y moleculares, ademas de proponer
alternativas de manejo de caracter bioldgico que estén enmarcadas dentro de un programa de
manejo integrado de la enfermedad. Se realizaron colectas de muestras de suelo en cuatro
localidades del departamento de Masaya. La identificacion morfoldgica del patégeno se
realiz6 mediante claves taxondmicas y se confirmo a través de la técnica PCR-RFLP. Se
identifico a P. cinnamomi como el principal agente causal de la pudricion radicular del
aguacate. Los aislados de P. cinnamomi fueron enfrentados con Trichoderma sp por el
método de cultivo dual en cajas Petri con medio PDA. Se determind el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR) a las 72 horas, asi como el grado de antagonismo de
cada una de las cepas de Trichoderma sp utilizadas en el estudio. Las cepas de Trichoderma
al enfrentarlas a aislados del patdgeno P. cinnamomi se ubicaron en las Clases 1y 2 de la
escala de evaluacion, por lo tanto se consideraron altamente antagonistas. Existe la
posibilidad de manejo bioldgico de las poblaciones de P. cinnamomi con microorganismos
antagonistas del género Trichoderma no solamente en agroecosistemas de aguacate, sino

también en otros sistemas agricolas y forestales donde el patdgeno esté presente.

Palabras claves: Phytophthora cinnamomi, aguacate, antagonismo, biologia poblacional



ABSTRACT

In avocado plantations, important phytosanitary problems occurred, among which root
diseases stand out for their relevance. A limiting plant pathogen of this crop is the oomycete
Phytophthora cinnamomi Rands, which can cause losses of up to 90%. For this reason, the
main objective of the study was to generate information about the etiology of the causative
agent of root rot of avocado using morphological and molecular markers, and proposing
alternative management strategies of biological nature that are framed within an integrated
disease management. Soil samples collections in four locations in the department of Masaya
were conducted. Morphological identification of the pathogen was performed using
taxonomic keys and confirmed through PCR-RFLP. The oomycete P. cinnamomi was
identified as the major causative agent of avocado root rot. Phytophthora cinnamomi isolates
were confronted with Trichoderma strains by means of the dual culture method in Petri dishes
with PDA medium. The percentage of radial growth inhibition (PRGI) at 72 hours and the
degree of antagonism of each of the Trichoderma strains used in the study was determined.
Trichoderma strains showed highly antagonistic performance when confronted with the
pathogen isolates, since they were located in the Classes 1 and 2 on the assessment scale.
There is a potential opportunity for biological management of P. cinnamomi populations with
antagonistic microorganisms of the genus Trichoderma not only in avocado agroecosystems,

but also in other agricultural and forestry systems where the pathogen is present

Keywords: Phytophthora cinnamomi, avocado, antagonism, population biology



I. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es una fruta tropical que tiene un alto potencial
econodmico, gracias a su aceptado consumo en fresco y las cualidades que tiene para su
procesamiento agroindustrial y que actualmente se cultiva en mas de 60 paises tropicales y
subtropicales (Mohamed y van der Berg, 2011; Ramirez-Gil et al., 2014b). Los cinco paises
mas productores de aguacate alrededor del mundo son en este orden México, Indonesia,
Estados Unidos de América, Colombia y Republica Dominicana (FAOSTAT, 2013).

El nombre aguacate, se deriva del término “ahuacatl”, el cual es un vocablo de origen nahuatl,
que literalmente significa testiculo en lengua Maya. Desde su centro de origen y
domesticacion hace ya unos 10 mil afios, el cultivo de aguacate se expandio hacia Centro y
Sur América y hacia a otros lugares fuera del continente americano. Esta fruta fue llevada a
Europa por los espafioles en el siglo XVI, junto con otros alimentos nuevos tales como la
papa, el maiz, algunas frutas tropicales y el chocolate. En la actualidad, el aguacate es una de
las frutas tropicales mas populares en el mundo entero por su alto valor nutritivo, sabor

agradable, versatilidad y fécil preparacion (Alfonso-Bartoli, 2008).

Las variedades modernas de aguacate (Persea americana Mill) se han originado a partir de
hibridaciones de diferentes materiales trasladados desde sus centros de origen. Existen tres
razas o subespecies: mexicana (Persea americana var. drymifolia), guatemalteca (Persea
nubigena var. guatemalensis) y antillana (Persea americana var. americana). Estas razas se
diferencian en la altura de planta, en la forma y tamario del fruto, color de follaje y adaptacion

a diferentes condiciones climaticas y de suelo (Schaffer et al., 2013)

Algunas caracteristicas distintivas entre las razas que se toman en cuenta son la época de
floracién, el momento de recoleccion, el periodo de floracidn-recoleccién, el peso y tipo de
corteza de la fruta, el contenido de aceite de la pulpa y la resistencia al frio, tanto en las
plantas jovenes como en las adultas. Otras caracteristicas que se consideran distintivas son el
olor que caracteriza a las hojas, ya sea el olor intenso a anis o la ausencia de olor a anis, la

forma del peddnculo y el tipo de grupo floral (A y B) (Alfonso-Bartoli, 2008).



Las variedades de aguacate del grupo floral A abren sus flores por la mafiana y se comportan
como femeninas, ya que solo reciben polen de otras plantas, se cierran al mediodia y se
vuelven abrir hasta por la tarde del dia siguiente, comportandose de esta manera, como
masculinas, porque no estan en condiciones de recibir polen; unicamente lo liberan para otras
plantas. Algunos ejemplos de variedades de este grupo floral son Lula, Waldin y Hass (INTA,
2003).

Las variedades del grupo floral B se comportan de forma contraria a las del grupo A, ya que
abren sus flores por la tarde comportandose, como masculinas (solo liberan polen), se cierran
al medio dia y abren nuevamente sus flores hasta por la tarde del dia siguiente,
comportandose entonces como femeninas, pues solo reciben polen para ser fecundadas.
Algunos ejemplos de variedades de este grupo son Fuerte, Booth-7, Booth-8 y Pollock
(INTA, 2003).

El aguacate posee valiosas propiedades alimenticias y medicinales por su alto contenido de
aceite (7-25%) y proteinas (3-4 %). Ademas contiene de hidratos de carbono, vitaminas y
minerales. Esas caracteristicas la convierten en una de las frutas méas nutritivas, por lo que se
esta desarrollando su industrializacion para la produccién de alimentos, extraccion de aceites
y en la medicina estd siendo utilizado para la obtencion de productos farmacoldgicos
(Alfonso-Bartoli, 2008). En cuanto a caracteristicas morfologicas y organolépticas, el
mercado internacional prefiere frutos de tamafio mediano (150-300 g) y con un aceptable
porcentaje de aceite (>12 %) (Rodriguez, 1982).

Hace aproximadamente tres décadas, en Nicaragua se sembraron pequefias areas de aguacate
que oscilaban entre 1 y 3 hectareas, las cuales estaban caracterizadas por una alta dispersién
en el territorio nacional y no se usaba ninguna tecnologia que ayudara a mejorar el sistema
productivo. Las principales zonas productoras de aguacate en Nicaragua estan localizadas en
los departamentos de Madriz (Somoto), Carazo, Boaco, Esteli, Chinandega, Rivas,
Matagalpa (Waslala) y Rio San Juan (Solentiname) (INTA, 2003).



En Nicaragua, el aguacate de la raza antillana y algunos hibridos se adaptan mejor a tierras
bajas y a precipitacion pluvial moderada que son condiciones como las que se presentan en
los departamentos de Chinandega, Leon y Rivas (Belén, Tola). Las variedades e hibridos de
la raza guatemalteca se han adaptado mejor a las zonas de mediana elevacion como por
ejemplo en Carazo, Masaya y La Concepcion. Para zonas altas de Jinotega, el Tuma, San
Rafael del Norte y las sierras altas de Camoapa se recomiendan las variedades e hibridos de
la raza mexicana (INTA, 2003).

En el cultivo de aguacate se presentan problemas fitosanitarios importantes entre los que
sobresalen por su relevancia las enfermedades de la raiz. Las raices y el sistema vascular de
los arboles de aguacate son afectados por diferentes tipos de fitopatdgenos, que causan
sintomas similares lo que hace dificil su diagndstico preciso y la aplicacion de practicas
adecuadas de manejo. Un fitopatégeno limitante de este cultivo es el oomicete Phytophthora
cinnamomi Rands, que puede causar pérdidas hasta del 90% (Pérez, 2008; Tamayo, 2007;
Ciro et al., 2006; Coffey, 1991; Zentmyer, 1984).

Otros fitopatdgenos que causan afectaciones de raices y tallo en aguacate son Phytophthora
heveae, Phytophthora citricola, Verticillium sp., Armillaria mellea, Cylindrocladium sp.,
Rosellinia sp., Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Rhizoctonia sp.,
Phymatotrichum omnivorum, Cylindrocladiella sp., Cylindrocarpon sp., Pythium sp., y los
nematodos Helicotylenchus sp., Rotylenchulus sp., y Pratylenchus sp. (Vitale et al., 2012;
Bonillaet al., 2011; Pérez, 2008; Tamayo, 2007; Besoain y Piontelli, 1999; Zentmyer, 1984).
No hay reportes de bacterias fitopatdgenas que afecten al cultivo de aguacate hasta el

momento.

En particular, el oomicete Phytophthora cinnamomi es un patdgeno presente en el suelo que
causa pudricién de raices de varios cultivos horticolas, ornamentales y forestales; ademas,
causa cancros en tallos y troncos asi como pudricion de frutos (Zentmyer, 1980). La
pudricién radicular causada por Phytophthora cinnamomi es la méas destructiva y la mas
importante enfermedad del aguacate en todo el mundo. La enfermedad fue descrita en 1922
por Rands en arboles de canela, y detectada en arboles de aguacate por primera vez en

Estados Unidos, por Tucker en 1929. ElI oomicete presenta un rango de hospedantes
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sumamente amplio, ya que es capaz de afectar a mas de 1000 especies de plantas, lo que se
considera como un peligro potencial no sélo para el cultivo de aguacate sino para multiples
cultivos y especies forestales de importancia economica (Zentmyer, 1980; Mahomed y van
der Berg, 2011; Gallo Siverio et al., 2007; Vidales-Fernandez y Alcantar-Rocillo, 1999).

Las hojas de los arboles de aguacate atacados por P. cinnamomi son mas pequefias que las
normales, adquieren un color verde palido en contraste con el verde oscuro que tienen las
hojas sanas y tienden a caer prematuramente. Cuando la enfermedad alcanza una fase
avanzada, las ramas se mueren de la punta a la base, causando el sintoma conocido como
muerte regresiva. El patdgeno causa pudricion de raices finas absorbentes y raices fibrosas
lo que lleva a la muerte regresiva del hospedante, pero también causa canceres en los tallos
(Hardham, 2005).

El patdégeno P. cinnamomi pertenece al Dominio Eucarya (Woese, 1990), al Reino Chromista
(Stramenopile), Filo Oomycota, Orden Peronosporales, Familia Peronosporaceae, Género
Phytophthora y especie cinnamomi (Hardham, 2005). Este oomicete esta ubicado en el Clado
7 del sistema de clasificacion e identificacion de las especies de Phytophthora (Kroon et al.,
2012). Se reproduce asexualmente mediante esporangios (que dan origen a zoosporas) Yy
clamidosporas, ademas se reproduce sexualmente a través de oosporas, las cuales se originan
cuando estan presentes los dos tipos de apareamiento, el A1y el A2. Por consiguiente, P.
cinnamomi es una especie heterotalica (Erwin y Ribeiro, 1996; Gerrettson, 1989; Hardham,
2005) (Anexo 1).

Para el manejo de este patdgeno se han implementado una serie de técticas entres las cuales
estan la solarizacion (Lopez-Herrera et al., 1999), el uso de fungicidas (metalaxil y fosetil-
aluminio) (Guest y Grant, 1991) y uso de fosfitos (Hardy et al., 2001). Sin embargo, debido
a la amplia utilizacion del fosetil-aluminio por los productores, han surgido preocupaciones
sobre la posibilidad de desarrollo de resistencia en P. cinnamomi (McDonald et al., 2007).
Estos preocupaciones se justifican ya que se ha observado tolerancia a los fosfonatos en P.
capsici y P. cinnamomi en pruebas realizadas in vitro (McDonald, et al 2007; Mahomed y
van den Berg, 2011).



El uso de portainjertos tolerantes tales como Thomas y Duke-7 también han sido evaluados
para el manejo de P. cinnamomi en aguacate (Andrade-Hoyos et al., 2015). En los Gltimos
afios se ha incrementado el interés del uso de microorganismos antagonistas para el control
del agente causal de la pudricion radicular del aguacate. En este sentido, ya se han realizado
varios estudios para determinar el grado de antagonismo que ejercen las especies de
Trichoderma y otros microorganismos sobre P. cinnamomi (Aryantha y Guest, 2006; Costa
et al., 2000; Lopez-Herrera et al., 1999; McLeod et al., 1995; Ramirez Gil et al., 2014a).

Para el desarrollo de estrategias de manejo eficaces para enfermedades
causadas por P. cinnamomi y otras especies de Phytophthora se requiere de una mejor
comprension de la diversidad fenotipica y genotipica de las poblaciones del patégeno,
incluyendo el conocimiento de la variacion morfoldgica, distribucion de los tipos de
apareamiento, la sensibilidad a los fungicidas, y las variaciones fisiol6gicas y moleculares
(Duan et al., 2008).

En Nicaragua, en algunas localidades del departamento de Masaya se ha detectado la
presencia de una enfermedad similar a la pudricién radicular del aguacate afectando
plantaciones de este cultivo. Por lo tanto, con esta investigacion se ha pretendido generar
informacidén acerca del agente causal de la pudricion radicular del aguacate y su posible
manejo a través del uso de agentes de control bioldgico, tales como el hongo antagonistas del
género Trichoderma debido a que no hay estudios relacionados con la enfermedad en el pais.



11.OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

Generar informacion acerca del agente causal de la pudricion radicular del aguacate
utilizando marcadores morfolégicos y moleculares y sobre agentes potenciales de control
biolégico que estén enmarcadas dentro de un programa de manejo integrado de la

enfermedad.

2.2.  Objetivos especificos

e Identificar al agente causal de la pudricion radicular del aguacate mediante

marcadores morfologicos usando claves taxonomicas y medios selectivos.

e Identificar mediante la técnica molecular PCR-RFLP el género y especie del agente

involucrado en la pudricion radicular del aguacate.

e Determinar mediante pruebas de antagonismo “in vitro” la capacidad inhibitoria que
tienen cepas del hongo antagonista Trichoderma sp., sobre el crecimiento del agente

causal de la pudricion radicular del aguacate



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio

El estudio se realizo en el Laboratorios de Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria,
ubicada en el km 12 % carretera norte Managua, en las coordenadas 12° 08" de latitud Norte
y 86 ° 09" longitud Oeste.

El tipo de estudio fue descriptivo de corte transversal, con el objetivo de generar informacion
acerca del agente causal de la pudricion radicular del aguacate utilizando marcadores
morfolégicos y moleculares y sobre Trichoderma sp como agente potencial de control
bioldgico de la enfermedad. El tipo de muestreo fue no probabilistico tomando como criterio
de seleccion plantas con sintomas de enfermedad y sin sintomas de la misma, asi como la

disponibilidad y acceso a las fincas de los productores.

3.2.  Caracterizacion morfologica del agente causal de la pudricion radicular del

aguacate

Para la caracterizacion morfologica del agente causal de la pudricion radicular se realizaron
colectas de muestras en zonas con antecedentes de la enfermedad, posteriormente se procedio
a aislar al microorganismo e identificarlo mediante claves taxonémicas y el programa
interactivo Lucid Key version 3.4, a continuacién se describen cada uno de los

procedimientos.

3.2.1. Recoleccion de muestras en campo

La colecta de las muestras se realizaron en los municipios de Masatepe, La Concepcion,
comarca Quebrada Honda y los Altos de Nindiri del departamento de Masaya, el cual se
encuentra ubicado entre las coordenadas 11°58" Latitud Norte y 86°05' Longitud Oeste, con
una altitud de 234 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Anexo 2).

Se recolectaron 31 muestras compuestas por raiz y suelo, este Gltimo con un peso aproximado

de 1 kilogramo de arboles con sintomas de la enfermedad y sin sintomas de la misma.



Simultaneamente se tomaron muestras de corteza de arboles que presentaban canceres con
exudacion gomosa. Posteriormente se llevaron al Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Nacional Agraria en Managua para su posterior analisis.

3.2.2. Aislamiento de microorganismos fitopatdégenos

En una fase preliminar del estudio se procedi6 al aislamiento de microorganismos
presumiblemente involucrados en la induccion de la sintomatologia relacionada a la
pudricion radicular del aguacate. Estos microorganismos fueron aislados a partir de las

muestras de suelo, raices y corteza.

Con las muestras de suelo se realizaron diluciones en serie para detectar la posible presencia
de hongos, oomicetes o bacterias fitopatdgenas. Para el caso de hongos se utilizaron las
diluciones 102 y 10* y el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Para oomicetes se
utilizaron las mismas diluciones, con la diferencia que se utilizd6 un medio selectivo
denominado PARH, el cual contiene agar harina de maiz suplementado con los antibidticos
pimaricina (0.01 g.L™), ampicilina (0.250 g.L™t), rifampicina (0.01 g.L?) y himexazol (0.05
g.Lh). Para el aislamiento de bacterias se utilizaron las diluciones 10° y 10 y se utiliz6 el

medio de cultivo agar nutriente (Agrios, 2007; Almaraz—Sanchez, 2013).

Las muestras de raices fueron lavadas con agua, se secaron a temperatura ambiente y se
hicieron cortes de aproximadamente de 5 mm de largo. Estos cortes se desinfectaron
superficialmente con etanol (70%), seguido de un lavado con agua destilada estéril e
hipoclorito de sodio (3%) por 30 segundos, posteriormente se lavaron tres veces con agua
destilada estéril con un intervalo de 30 segundos. Los cortes de raices desinfectadas se
sembraron en medios de cultivo antes mencionados para cada uno de los organismos de
interés que se queria aislar. De las muestras de corteza se hicieron cortes de aproximadamente
5 mm, se desinfectaron y se colocaron en los mismos medios utilizados para las muestras de

suelo y raices.

De este aislamiento preliminar, se encontrd que la morfologia y las estructuras reproductivas

encontradas con mucho mayor frecuencia en los medios de cultivo y en observaciones
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microscopicas correspondian a las de un oomicete y muy particularmente a Phytophthora
cinnamomi por lo que se procedio a estandarizar la metodologia para el aislamiento de este

fitopatdgeno.

3.2.3. Aislamiento de Phytophthora cinnamomi a partir de muestras de suelo

Para el aislamiento de Phytophthora cinnamomi de muestras de suelo se siguid el
procedimiento de trampeo empleado por Almaraz—-Sanchez et al., (2013) con algunas
modificaciones. La modificacion consistié en sustituir las plantas ornamentales camelia
(Camelia japonica) y azalea (Rhodendron indicum) utilizadas en el estudio de Almaraz-
Sanchez et al (2013) por hojas de clavel (Dianthus caryophyllus). Se utilizaron recipientes
plasticos de 400 ml en los que se depositd y homogenizo la mezcla de 100 gramos de suelo
y 300 ml de agua (relacion 1:3) con ayuda de una espatula. Para el cebado se utilizaron hojas
de clavel que fueron previamente secadas en hornos y desinfectadas al someterlas a
tratamiento con luz ultravioleta antes de ser utilizadas. En cada recipiente se colocaron 30
trocitos de hoja de clavel (5 mm de diametro aproximadamente) y se incubaron a 22°C por
72 horas. Transcurrido este tiempo los trocitos de clavel fueron transferidos a medio V8 agar-
PARB (piramicina-ampicilina-rifampicina-benomil). Se colocaron los platos Petri en
oscuridad y a temperatura ambiente para promover el crecimiento del patégeno (Mansilla,

1993). Las colonias puras del patdgeno fueron mantenidas en papa dextrosa agar (PDA).

Cuando se presentd contaminacion con bacterias se utiliz uno de los métodos sugeridos por
Kaminskyj (2005), al que se le denomina método por superposicién el cual consistio en
realizar el siguiente procedimiento. Se colocé en un plato Petri vacio un trozo de medio con
micelio contaminado y sobre el trozo se coloco un triangulo de medio PDA con antibidticos
(piramicina-ampicilina-rifampicina-benomil-himexazol, es decir, medio PARBH). El
micelio crecid al interior del tridngulo de medio PARBH y emergio en la superficie de éste
libre de bacterias. Se utiliz6 el medio PARBH ya que se queria limpiar un cultivo de
Phytophthora y en este caso el medio PARBH contiene himexazol, el cual inhibe el

crecimiento de las especies de Pythium.



3.2.4. Analisis morfoldgico de Phytophthora cinnamomi

En este analisis se incluyeron caracteristicas tales como morfologia de la colonia en medio
de cultivo, tipo de micelio (cenocitico o septado), tipo de hifas (coraloides o no coraloides),
forma y tamafo del oogonio, tipo de anteridio (anfigeno o parégino), forma y tamafio de las
oosporas y de los esporangios, tipo de esporangio (caduco o no caduco, papilado, semi-
papilado o sin papila), presencia o ausencia de clamidosporas y su ubicacién (terminal,
intercalada, lateral, 0 en grupos). Este anélisis morfoldgico se apoyd en las publicaciones de
Gallegly y Hong (2008), Erwin y Ribeiro (1996), Waterhouse (1970) y el programa
computarizado para especies comunes de Phytophthora Lucid Key version 3.4 (Ristaino,
2012).

3.2.5. Determinacion de tipo de compatibilidad

El oomicete P. cinnamomi es una especie heterotalica es decir tienen que estar presente los
dos tipos de compatibilidad, el A1y el A2, para que se pueda producir la reproduccion sexual.
El tipo de compatibilidad se determind usando aislados de referencia (Al y A2), los cuales
fueron generosamente donados por Dr. Jean Beagle Ristaino de la Universidad Estatal de
Carolina del Norte, Estados Unidos. Cada uno de los aislados de P. cinnamomi que se
obtuvieron de las muestras de suelo fueron cruzados con los aislados de referencia Al y A2
y entre ellos para identificar cual es el tipo de compatibilidad que esta presente en Nicaragua.
Se cortaron con un sacabocados trozos de micelio de 5 mm de diametro de los aislados hasta
ese momento desconocidos y de los aislados de referencia (Al y A2) y se colocaron en puntos
diametralmente opuestos en platos Petri que contenian agar V8 clarificado (Figural).
Después de una semana de incubacion en la oscuridad cada uno de los platos fueron
observados al microscopio para saber si se habian formado o no las oosporas que son las

estructuras reproductivas sexuales (Pagliaccia et al., 2013).
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Figura 1. Esquema en el cual se muestra la ubicacion de los aislados para determinar el tipo
de apareamiento o compatibilidad de los aislados de Phytophthora cinnamomi de Nicaragua.
El Al y el A2 representan los aislados de referencia y la letra “X” identifica al aislado del
cual se desconocia su tipo de compatibilidad.

3.3. Caracterizacion molecular del agente causal de la pudricion radicular del

aguacate

La caracterizacién molecular consistio en realizar procedimientos de extraccion, realizacion

de PCR y PCR- FRLP, a continuacion se detalla cada procedimiento realizado.

3.3.1. Extraccién de ADN

Para la extraccién de ADN se utilizo el método CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990)
el cual consiste en calentar el buffer de extraccion CTAB por 30 minutos a 65°C. Se coloco
100 mg de micelio fresco en un tubo Eppendorf de 1.5ml, se adicionaron 500 uL de CTAB
(buffer), se macero el micelio y se incubd a 65°C por 30 minutos. Posterior a la incubacion,
se adicionaron 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se centrifugd por 10 minutos
a 14,000 rpm, se tomd el sobrenadante y se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml,
se agreg6 nuevamente cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifug6 por 5 minutos a
14,000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se
adicionaron 350 pL de isopropanol, se incubd por 15 minutos a -20°C, se centrifugd a 14,000
rpm por 15 minutos y se elimino el sobrenadante. Al pellet resultante se le adicionaron 100
pL de etanol mezclando por inversion, se centrifugd a 14,000 rpm por 4 minutos, se elimind
el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, el pellet fue
resuspendido en 100 pL de agua calidad molecular o Tris-EDTA (TE) buffer, se adiciond
1uL de la ribonucleasa ARN-asa y se incubd por 20 minutos a 37°C. EI ADN extraido se

mantuvo a una temperatura de -20°C hasta su uso.
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3.3.2. Identificacion molecular del género Phytophthora

La identificacion de Phytophthora a nivel de género se realizd mediante la técnica de PCR
convencional con reacciones de 25 pL de volumen final, la que consistio en mezclar 2 pL de
la muestra a estudiar, 12.5 pL de Master Mix (PROMEGA), 7.5 pL de agua libre de nucleasas
y 2ul del par de iniciadores 12 reverso (GATATCAGGTCCAATTGAGATGC) y A2
delantero (ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA) respectivamente, que producen diferentes
amplicones (Drenth et al., 2006). El desarrollo de la PCR se realiz6 en un termociclador
Eppendorf bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
45 ciclos a 95°C por 45 s, 57°C por 1 minuto, 72°C por 2 min 'y una extension final a 72°C
por 10 minutos. Para visualizar los fragmentos se colocaron 8 pL del producto PCR con 2
pL del colorante de carga 6x en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. El gel
se coloco en una cdmara de electroforesis con buffer TBE al 1X. La electroforesis se llevo a
cabo por espacio de una hora a 80 voltios y luego se procedié a visualizar en el

transluminador registrandose los resultados fotograficamente.

3.3.3. Caracterizacion molecular de la especie de Phytophthora

La identificacion molecular de la especie de Phytophthora involucrada en la pudricion
radicular del aguacate se realiz6 mediante la técnica PCR-RFLP usando el producto de la
amplificacion de la PCR con los iniciadores reverso 12 y delantero A2. El producto de la PCR
se sometio a digestion con la enzima Mspl en un volumen final de 10 pL. El procedimiento
consistio en adicionar 5 pL de producto amplificado PCR, 2 uL de la enzima de restriccién
y 3 UL de agua libre de nucleasas (PROMEGA\). Posteriormente se incub6 a 37°C por una
hora. Después de la incubacion se procedié a realizar la separacion de los fragmentos en un
gel de agarosa al 1% en solucion de Tris-Borato-EDTA (TBE) buffer 1X (Drenth et al, 2006).
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3.4.  Seleccién de potenciales agentes de control biologico mediante pruebas “in

vitro”.

Para la seleccion de potenciales agentes de control biolégico se realizaron ensayos de
crecimiento radial de Trichoderma sp, de los patégenos P. cinnamomi y P. citrophthora;

ademas del crecimiento dual patégeno-antagonista en plato Petri.

3.4.1. Ensayo de crecimiento radial de cepas del hongo antagonista Trichoderma

El ritmo de crecimiento del antagonista se determiné sobre una placa Petri conteniendo medio
PDA, dibujando en la parte inferior de la placa una cruz y sefialando el centro con un
marcador de tinta indeleble. Se identificd cada placa con un nimero y se marcaron cuatro
radios con una letra (Figura 2). Se inocul6 el centro del medio con el hongo ya crecido bajo
las mismas condiciones de estudio, se incubd hasta que se observo un avance del hongo y se
marcé el punto de avance sobre los cuatro radios dibujados en la placa y a partir de este
momento se inici6 el estudio de crecimiento. A intervalos de 12 horas se marcé y se midi6 el
crecimiento hasta las 60 horas, para un total de cinco intervalos de mediciones de crecimiento
radial. Los valores de incremento permitieron describir una curva de crecimiento. El ritmo
promedio de crecimiento se calculd dividiendo el incremento total por el tiempo. Cada radio
representd una observacion y se realizaron 24 observaciones por cepa de Trichoderma en
estudio (French y Herbert, 1982). Las cepas que presentaron un ritmo de crecimiento mas
acelerado, es decir, llenado del plato Petri en un tiempo mas corto, fueron seleccionadas para
las pruebas de antagonismo “in vitro” con el patogeno P. cinnamomi. Se aislaron 6 cepas
nativas del hongo antagonista Trichoderma de los sitios donde se realiz6 el muestreo de suelo
y se probo su velocidad de crecimiento y esporulacion a fin de seleccionar las mejores cepas
de acuerdo a estos criterios. El crecimiento de las seis cepas nativas se compard con dos cepas
de Trichoderma que ya habian sido aisladas y probadas en otros estudios (Cepa NG de Nueva

Guineay la cepa UNA).
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Figura 2. Representacion grafica del método utilizado para medir el ritmo de crecimiento de
las cepas del hongo antagonista Trichoderma y de los aislados del patégeno P. cinnamomi.

3.4.2. Ensayo de crecimiento radial de P. cinnamomi u otras especies de Phytophthora

Para determinar el crecimiento radial de los patdgenos se siguié el mismo procedimiento
empleado para la seleccién de los antagonistas y que ya fue descrito en la seccion anterior
(Figura 2). El registro de crecimiento se hizo a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la
inoculacion del medio PDA con un trozo agar de 5 mm de didmetro que contenia micelio del
patdgeno (Huberli, 1995). Los aislados del patégeno que mostraron un crecimiento mas
acelerado fueron seleccionados para las pruebas de antagonismo “in vitro”. De esta manera
se seleccionaron seis aislados del patdgeno que provenian de los mismos lugares donde se

recolectaron las muestras de suelo.

3.4.3. Pruebas de antagonismo “in vitro”

En las pruebas de antagonismo “in vitro” se utilizaron 4 aislados seleccionados del hongo
antagonista Trichoderma y seis aislados del patégeno P. cinnamomi. Para determinar la
capacidad inhibidora y de colonizacion de los diferentes aislados de Trichoderma sp se
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realizaron las pruebas de antagonismo en cajas de Petri con medio PDA. Se utilizé un disefio
completo al azar (DCA) en arreglo factorial 6 x 4 (seis aislados del patégeno y cuatro aislados
del antagonista). La unidad experimental estuvo representada por un plato Petri. El
procedimiento experimental consistio en colocar dos discos de agar de seis milimetros de
didmetro en cada extremo de cada plato Petri, un disco obtenido del cultivo de Trichoderma
sp y el otro procedente de colonias del patdgeno. Los platos Petri se incubaron a 25°C. Para
evaluar su capacidad invasora se midi6 el diametro de la zona de inhibicién de las colonias
de cada uno de los aislados a las 24, 48, 72 y 96 horas (Matroudi et al., 2009; Fernandez-
Larrea Vega, 2001). La reduccién del crecimiento radial del patdgeno en presencia del
antagonista en relacion al crecimiento del patégeno en el plato control (testigo) se calcul6

mediante la formula usada por Matroudi et al (2009):

PICR (%) = ~—— X 100

PICR = Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial del micelio del patégeno

C= Crecimiento radial del patdgeno en el plato control

T= Crecimiento radial del patdgeno en presencia de Trichoderma sp.

3.4.4. Evaluacion del grado de antagonismo de las cepas de Trichoderma

A partir del célculo del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial del antagonista frente

al patdégeno se empled la escala de Bell et al (1982) para evaluar la capacidad de control de

Trichoderma sp (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Escala de cinco clases utilizada para medir el grado de antagonismo (control
bioldgico) ejercido por los aislados de Trichoderma sobre el patégeno P. cinnamomi

Clases Descripcion

1 El antagonista crece completamente sobre la colonia del patégeno y cubre

toda la superficie del medio de cultivo.

2 El antagonista cubre al menos las dos terceras partes de la superficie del medio
de cultivo.
3 El antagonista y el patdgeno cubren aproximadamente la mitad de la

superficie del medio de cultivo.

4 El patdgeno cubre al menos dos terceras partes del medio de cultivo limitando
el crecimiento del antagonista.

5 El patégeno crece sobre la colonia del antagonista y cubre toda la superficie

del medio de cultivo.

Un aislado de Trichoderma se considerd que era altamente antagonista si el valor promedio
de una comparacion determinada era < 2 y no era considerado altamente antagonista si el

valor promedio era > 3 (Bell et al., 1982).

3.5. Variables evaluadas

a) Numero de especies de Phythophtora encontradas en las fincas

b) Crecimiento radial (CRA) del antagonista Trichoderma

c) Crecimiento radial del patégeno (CRP) en el plato control

d) Porcentaje del inhibicion del crecimiento radial (PICR) del patégeno
e) Grado de antagonismo (GA) de Trichoderma sp
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3.6. Analisis de los datos

En la identificacion del agente causal de la enfermedad también se llevd a cabo un analisis
descriptivo de su morfologia y de sus estructuras reproductivas tales como micelio,
clamidosporas y esporangios. En los esporangios se midi6 el largo y ancho de 50 esporangios
por cada aislado de P. cinnamomi y se determing la proporcion largo:ancho. Se determind el

diametro (en micras) de los oogonios y las oosporas.

Para determinar el nimero de especies de Phytophthora encontradas solamente se hizo un
recuento numérico simple de las especies predominantes. Las variables crecimiento radial
del antagonista (CRA) y del patdégeno (CRP) fueron sometidas a un andlisis de varianza con
medidas repetidas. Las hipotesis estadisticas a probar en este caso fueron: i) no hay efecto de
tiempo sobre el crecimiento radial; ii) no hay efecto de aislado sobre el crecimiento radial;
iii) no hay efecto de interaccion tiempo x aislado. Los estadisticos de prueba fueron: lambda
(A) de Wilks, el trazo de Pillai, el trazo de Hotelling-Lawley y la raiz mayor de Roy. Para
probar las hipotesis e interpretacion de los resultados del anélisis se eligid el estadistico
lambda (1) de Wilks, ya que es el mas utilizado y su interpretacion es idéntica para los otros

tres estadisticos (Balzarini et al., 2008).

Los datos del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) del micelio del patégeno
en presencia del antagonista fueron analizados a través de un analisis de varianza (ANDEVA)
como un disefio completamente al azar (DCA) con estructura factorial 6 x 4 (6 aislados del

patégeno x 4 aislados del antagonista), para lo cual se utiliz6 el siguiente modelo:
Yijk = ,u+a:l-+ﬁj+6l-j+eijk coni=4;j=6;k=6

Donde, Yijk representa la respuesta de la k-ésima repeticion en el i-ésimo nivel del Factor A
(aislado de Trichoderma) y j-ésimo nivel del Factor B (aislado de P. cinnamomi), u
representa la media general, ai el efecto que produce el i-ésimo nivel del Factor A, Bj es el
efecto del j-ésimo nivel del Factor B, 4ij es el efecto adicional (interaccion) para la

combinacion de los niveles i del Factor Ay j del Factor B y ¢ijk representa el error aleatorio
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asociado a la observacion ijk-ésima. Las comparaciones multiples se realizaron con la prueba
de Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey (Quinn y Keough, 2009).

Antes de realizar el ANDEVA los datos fueron examinados para determinar si se cumplian
los supuestos para que el ANDEVA fuera vélido. Se realizo la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilks modificado y la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene (Quinn 'y
Keough, 2009).
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. ldentificacion del agente causal de la enfermedad

En las 31 muestras recolectadas de los diferentes lugares donde se hizo el muestreo de suelo
se encontro la presencia del patdgeno P. cinnamomi y un Unico aislado de P. citrophthora.
Ademas se encontraron en menor cantidad bacterias del género Bacillus y Pseudomonas, las
cuales no han sido reportadas como patdgenos en el cultivo de aguacate. La omnipresencia
de P. cinnamomi en todas las muestras y la presencia de P. citrophthora en una Gnica muestra
hizo que el estudio se dirigiera hacia el aislamiento y purificacién de estos oomicetes para
analizarlos morfologicamente y usando técnicas moleculares y confirmar su etiologia. Es
importante mencionar, que P. cinnamomi y P. citrophthora se aislaron de suelo donde
estaban plantados arboles de aguacate que presentaban sintomas de muerte regresiva y
pudricion radicular. En estudios similares, P. cinnamomi ha sido aislada con mucho mayor
frecuencia del suelo en plantaciones de aguacate y plantaciones forestales de encino (Quercus
sp) que presentaban la sintomatologia antes descrita (Alvarado-Rosales et al., 2007; Ramirez
Gil et al., 2014b; Rodriguez-Molina et al., 2003).

4.2.  Aislamiento de P. cinnamomi a partir de muestras de suelo

La utilizacion del método de trampeo con hojas clavel resulté ser muy efectivo, ya que se
pudo detectar el crecimiento de esporangios sobre los tozos de clavel que luego fueron
transferidos a un medio selectivo de agar V8-PARB y PDA para observar el crecimiento
tipico de las colonias de P. cinnamomi. EI método de trampeo ha sido eficaz para el
aislamiento de P. cinnamomi de muestras de suelo extraidas de diferentes hospedantes como
aguacate, plantas ornamentales y arboles forestales como el encino. Para el trampeo se han
utilizado diversos materiales de origen vegetal tales como hojas de camelia (Camelia
japonica), azalea (Rhodendron indicum), hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus) frutos de
aguacate, de pera, de manzana, de chile dulce (Capsicum annuum), pétalos inmaduros de
clavel (Dianthus caryophyllus) y otros (Almaraz-Sanchez et al., 2013; Alvarado-Rosales et
al., 2007; Alvarado-Rosales et al., 2008; Eggers et al., 2012; Ochoa-Fuentes et al., 2007,
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Ramirez-Gil et al., 2014b; Rodriguez-Molina et al., 2003; Sepulveda-Chavera et al., 2013).
En el presente estudio como se menciond con anterioridad se utiliz6 hojas de clavel para
Ilevar a cabo la deteccion de los esporangios de P. cinnamomi y su posterior aislamiento en

medios selectivos de agar.

Para los experimentos posteriores se seleccionaron nueve aislados de P. cinnamomi y el Gnico
aislado de P. citrophthora para un total de diez aislados de Phytophthora. Estos diez aislados
fueron usados en el analisis morfoldgico y molecular; en el ensayo para determinar el tipo de
compatibilidad solamente se usaron los nueve aislados de P. cinnamomi, mientras que en las
pruebas de seleccion de potenciales agentes de control biolégico se utilizaron cinco aislados
de P. cinnamomi y el Unico aislado de P. citrophthora, ya que fueron los que presentaron un

ritmo de crecimiento mas acelerado y tuvieron el mayor crecimiento radial.

4.3.  Analisis morfoldgico de P. cinnamomi

El micelio de los nueve aislados de P. cinnamomi presentd una forma arosetada en el medio
de cultivo PDA y una coloracién blanca-grisdcea con abundante produccion de hifas, las
cuales no presentaban septos (cenociticas). Las hifas eran coraloides o torulosas y
presentaban un gran ndmero de hinchamientos globosos o de formas irregulares. Se pudo
observar también una produccion abundante de clamidosporas agrupadas en racimos que es
una caracteristica morfolégica muy distintiva y particular de esta especie del género
Phytophthora. Las clamidosporas estaban dispuestas en forma terminal o intercalada y tenian
forma globosa. Los esporangios presentaban forma ovalada o elipsoide, con pedicelo largo,
no caducos y no presentaban papila. Los oogonios eran de pared lisa, hialinos, amarillentos
0 de color marron amarillento. Los anteridios eran anfigenos, esféricos u oblongos y
unicelulares. Las oosporas eran hialinas o de color marron amarillento, pleroticas (la oospora
llend la cavidad del oogonio) (Figura 3). Se midio el tamafio de las oosporas y de los
esporangios. En el caso de los esporangios se midio el largo y ancho y se determiné la

proporcidn largo:ancho del esporangio. En las oosporas se midié el didametro (Cuadro 2).
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Figura 3. Estructuras morfologicas de P. cinnamomi procedentes de las zonas de muestreo.
Hifas coraloides o torulosas, sin septos (A-1) y clamidosporas (A-2); oogonio (B-1) y
esporangio (B-2); oospora (C).

El aislado de P. citrophthora presenté una forma arosetada en el medio de cultivo PDA de
coloracion blanca grisacea con abundante produccion de hifas no septadas. Las hifas eran
coraloides o torulosas y sin hinchamientos globosos o de formas irregulares. Los esporangios
presentaban forma ovalada o periforme, papilados, con pedicelo corto, no caducos. Los
oogonios eran de pared lisa, sin ornamentaciones, hialinos, amarillentos o de color marrén
amarillento. La ausencia de ornamentaciones en la superficie de los oogonios facilitd la
diferenciacion de P. citrophthora de P. katsurae. Se midieron los esporangios de la misma

forma que con P. cinnamomi (Figura 4; Cuadro 2).

Figura 4. Estructuras morfoldgicas de P. citrophthora. En A y B se sefialan con flechas los
esporngios y en C las flechas sefialan al oogonio.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfométricas expresadas en micrometros (um) de estructuras
sexuales (oogonios y oosporas), asexuales (esporangios) y tipo de apareamiento en diferentes
aislados de P. cinnamomi.

Aislado! Medidas de esporangios (um) Medidas en um de: Tipo de
Largo (L)  Ancho (A) LxA Oogonios Oosporas apareamiento
BGP04 65 36 1.80 38 34 A2
CA24 60 35 1.85 39 35 Al
CA26 70 37 1.89 38 35 A2
MLCO03 70 35 2.0 40 35 Al
BGP09 60 35 1.85 39 35 A2
BGPO07 70 35 2.0 39 35 Al
MLLO5 60 35 1.85 40 35 A2
MLLO2 60 30 2.0 38 ND? ND?2
MLCO04 65 35 1.86 39 35 A2
ALT21 70 35 2.0 40 36 Al

ILos aislados fueron codificados de acuerdo al lugar de donde se extrajeron las muestras de suelo: BGP04, BGP07 y BGP09
(Banco de germoplasma de Campos Azules, Masatepe); CA24 y CA26 (Campos Azules, Masatepe); MLC03 y MLC04
(Municipio La Concepcion); MLL0O2 y MLLO5 (Comarca Mirazul del Llano); ALT21 (Comarca Altos de Nindiri).

2ND = En este aislado no se determind el tipo de compatibilidad porque pertenecia a la especie Phytophthora citrophthora
y por lo tanto no se realizo6 el apareamiento con los aislados de referencia Al y A2 de P. cinnamomi.

En las dos especies, P. cinnamomi y P. citrophthora, se observé una morfologia arosetada
de la colonia, lo cual es consistente con varios estudios que se han realizado en otros lugares
(Almaraz-Sanchez et al., 2013; Alvarado-Rosales et al., 2008; Ramirez-Gil et al., 2014b;
Sepulveda-Chavera et al., 2013). Sin embargo, hay investigaciones que reportan ademas del
crecimiento tipo arosetado de la colonia, otra forma de la colonia de P. cinnamomi que tiene
aspecto estrellada en medio PDA (Eggers et al., 2012; Ho y Zentmyer, 1977). Algunos
autores sefialan que en el medio agar V8 P. cinnamomi forma un micelio medianamente
denso que crece uniformemente desde el punto de partida, llena completamente el plato Petri
y no muestra ningdn patron caracteristico (arosetado o estrellado) como si lo hace en el medio
PDA (Erwin and Ribeiro 1996; Hardham 2005). Por lo tanto, al parecer el medio de cultivo
donde crece P. cinnamomi influye en la morfologia de la colonia. Otro factor que ha sido

sefialado como responsable en la variacion de la morfologia de la colonia es la temperatura.
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Con respecto a las medidas de los esporangios (largo, ancho y la proporcion largo:ancho) y
el diametro de las estructuras sexuales, cogonios y oosporas, estas concuerdan con las que se
reportan en varias investigaciones previas (Almaraz-Sanchez et al., 2013; Duan et al., 2008;
Eggers et al., 2012; Erwin and Ribeiro 1996; Gallegly y Hong 2008; Gerrettson, 1989;
Ristaino, 2012). A través del analisis de varios trabajos de investigacion, Zentmyer (1980)
determiné que las dimensiones promedio de los esporangios de P. cinnamomi estaban en el
rango de 43.6-75.0 um de largo y 25.9-47.0 um de ancho, y la proporcion largo:ancho de los
esporangios estaba en el rango de 1.4-1.9 um. Estos promedios estan en concordancia con
las dimensiones que se reportan en el presente estudio y solamente hay una leve variacion en
la proporcién largo:ancho de los esporangios en cuatro aislados (MLCO03, BGP07, MLL02 y
ALT21), los cuales presentan un valor de 2.0 (Cuadro 2).

4.4.  Determinacion del tipo de compatibilidad de P. cinnamomi

De los nueve aislados de P. cinnamomi utilizados, cuatro resultaron ser del tipo de
compatibilidad Al y cinco aislados del tipo de compatibilidad A2 al someterlas a prueba de
apareamiento con cepas de referencia (Cuadro 2; Figura 5). Como resultado del apareamiento
se pudo observar en la zona de contacto de los dos micelios la presencia de oosporas hialinas
0 de color marrén amarillento, ademas de llenar la cavidad del oogonio (oospora plerotica).
Aunque en este estudio se utilizaron pocos aislados de P. cinnamomi para determinar su tipo
de compatibilidad, los resultados indican que los dos tipos de apareamiento se presentan en

una proporcion de casi 1:1 en las localidades donde se recolectaron las muestras de suelo.

Este hallazgo puede sugerir que las poblaciones de P. cinnamomi se encuentran en equilibrio
de Hardy-Weinberg y son altamente diversas debido a la reproduccion sexual que podria
estar ocurriendo no solamente en las plantaciones de aguacate, sino también en todas las
plantas anuales, ornamentales y plantaciones forestales que son hospedantes de este
oomicete. Otro aspecto importante a considerar es que si el patdgeno se reproduce
sexualmente bajo las condiciones de Nicaragua, por consiguiente puede sobrevivir como
oosporas, lo cual puede traer serias consecuencias epidemioldgicas para todas aquellas
plantas (anuales y perennes) que son afectadas por el patdgeno y repercusiones econémicas

para los productores y el pais en general.
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A nivel mundial se reporta que el tipo de compatibilidad A2 es el que estd mas ampliamente
distribuido y tiene cientos de hospedantes, mientras que el tipo de compatibilidad Al tiene
una distribucion mas estrecha y su rango de hospedantes es menor (Duan et al., 2008; Linde
et al., 1997; Linde et al., 1999; Pagliaccia et al., 2013; Zentmyer, 1976; Zentmyer, 1980;
Zentmyer, 1988). Sin embargo, en el presente estudio se encontrd que no hay predominancia
de ninguno de los tipos de apareamiento, ya que la relacion fue de casi 1:1 y por lo tanto
podrian estar ocurriendo eventos de recombinacion genética en las poblaciones de P.
cinnamomi de Nicaragua. Sin embargo, estos resultados necesitan ser confirmados a traves
de estudios posteriores donde se involucre un mayor nimero de sitios de muestreo y un mayor
namero de aislados de P. cinnamomi obtenidos no solamente de aguacate sino también de

otros hospedantes.

En América Latina hay pocos estudios relacionados al patosistema aguacate-P. cinnamomi a
pesar de que ya desde los afios 50’s se habia reportado la presencia de P. cinnamomi en paises
como México y Costa Rica (Zentmyer, 1951). En un estudio reciente, Besoain et al (2005),
reportan la presencia de los dos tipos de compatibilidad, el A1y el A2, bajo condiciones de
laboratorio, en muestras de suelo obtenidas de plantaciones de aguacate en Chile. Sin
embargo, estos mismos autores no aportan evidencia de si estd ocurriendo reproduccién
sexual del patdgeno o si hay sobrevivencia mediante oosporas bajo condiciones naturales en

el campo.

En Nicaragua, este es el primer reporte de la existencia de los dos tipos de apareamiento (Al
y A2) en un oomicete heterotalico como lo es P. cinnamomi. En estudios realizados con
anterioridad sobre la estructura poblacional en Nicaragua de otro oomicete heterotalico muy
importante como lo es Phytophthora infestans, solamente se encontro el tipo de apareamiento
A2, el cual corresponde a un nuevo genotipo de linaje clonal (NI-1) muy agresivo para los
cultivos de papa y tomate (Blanddn-Diaz et al., 2012). Se requiere de mas investigacién para
corroborar si P. cinnamomi se reproduce sexualmente bajo condiciones naturales en el campo

0 si las poblaciones de este patdgeno estan representadas por uno o unos pocos linajes
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clonales como ha sido reportado de otras partes del mundo (Duan et al., 2008; Dobrowolski
et al., 2003).
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Figura 5. Tipos de compatibilidad A1 y A2 del patégeno P. cinnamomi encontrados en los
sitios donde se recolectaron las muestras de suelo.

El sistema de apareamiento es uno de los principales factores evolutivos que impulsan la
dinamica espacial y temporal de la variacion genética en las poblaciones de patdgenos. En la
naturaleza, los patdgenos pueden variar espacial y temporalmente sus tipos de apareamiento
y por consiguiente la capacidad de tener diversos sistemas de apareamiento puede ser una
estrategia que les permite a los agentes patdgenos adaptarse mejor a una amplia gama de
entornos bidticos y abidticos. Ademas, los sistemas de apareamiento afectan la cantidad y
distribucion de la variacion genética dentro de las poblaciones de patdgenos, ya que afectan
en gran medida otros dos factores evolutivos como son la deriva genética y el flujo de genes.
En poblaciones que se reproducen sexualmente se espera que las poblaciones muestren una
alta variacion genética (Calo et al., 2013; McDonald y Linde, 2002; Zhu et al., 2015).
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4.5. Caracterizacion molecular del agente causal de la pudricién radicular del
aguacate (Phytophthora cinnamomi Rands)

Para identificar el género de Phytophthora aislado de las diferentes zonas de muestreo donde
se cultiva aguacate se precedio a realizar PCR convencional y PCR-FRLP para identificar las

especies.

4.5.1. ldentificacion molecular del género Phytophthora

A partir de diez aislados obtenidos por el método de captura se detectd la presencia del género
Phytophthora mediante la técnica PCR, amplificAndose alrededor de 828 a 829 pb (Figura
6; Anexo 3) con el par de iniciadores 12 reverso (GATATCAGGTCCAATTGAGATGC) y
A2 delantero (ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA). Siete aislados de Phytophthora eran
procedentes del municipio de Masatepe, de los cuales cinco fueron obtenidos del banco de
germoplasma del INTA (CA24, CA26, BPG04, BPG07 y BGPQ9) y dos de la comarca
Mirazul del Llano (MLLO2 y MLLO5). Dos aislados procedian del municipio de la
Concepcion (MLC03 y MLCO04) y uno de los Altos de Nindiri (ALT21).

En la Figura 6 estos aislados estan identificados con nimeros de la siguiente manera: los
nameros 1, 2, 4, 9 y 10 corresponden a los aislados CA24, CA26, BPG04, BPG07 y BPG09
respectivamente; los nameros 5 y 8 corresponden a los aislados MLL05 y MLLO2; los
nameros 3 y 6 son los aislados MLC03 y MLCO04; y por ultimo el nimero 7 identifica al
aislado ALT21.

4.5.2. ldentificacion molecular de la especie de Phytophthora

El producto PCR de los diez aislados de Phytophthora obtenidos de la amplificacion con los
primer 12/A2 se sometieron a digestion con la enzima de restriccion Mspl, identificAndose
patrones de bandas de 339 pb, 221 pb, 146 pb, en nueve aislados Phytophthora vy patrones
de 301, 254, 226 en uno de los productos de Phytophthora (Figura 7; Anexo 3). Por
consiguiente, al comparar los patrones de bandas encontrados en este estudio con los patrones

de bandas obtenidos en el estudio realizado por Drenth et al., (2006) se pudo determinar que
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nueve de los aislados correspondian a Phytophthora cinnamomi (patrones de bandas 339, 221
y 146 pb) y un aislado a Phytophthora citrophthora (patrones de bandas 301, 254 y 226 pb)
(Figura 6; Anexo 3).

Figura 6. Productos PCR obtenidos con los primer A2/12 de diez aislados del género
Phytophthora (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10), un control positivo (C+) y un control negativo
(C-). Con la letra M se indica el marcador molecular de 100 pb. El origen y codigo de los
aislados de Phytophthora estan detallados en el texto de esta seccion.

Las invasiones bioldgicas operan a nivel mundial y se considera que son la segunda causa de
pérdida de biodiversidad después de la alteracion y destruccion directa del habitat. En este
contexto, las especies de Phytophthora son de particular importancia en todo el mundo, ya
que son uno de importantes agentes patdgenos en la agricultura, horticultura y silvicultura
donde causan importantes pérdidas econémicas y ecoldgicas. Por lo tanto, es necesario que
se utilicen técnicas de deteccién e identificacién de especies de Phytophthora que sean

eficientes y rapidas (Catala et al., 2015).
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Figura 7. Patrones de bandas obtenidos de los aislados de Phytophthora después de la
digestion del producto PCR con la enzima de digestion Mspl. La letra M indica el marcador
molecular de 100 pb, C+ es el control positivo de P. cinnamomi y C- es el control negativo.
En el panel A, los nimeros del 1 al 7 corresponden a los aislados identificados como P.
cinnamomi. En el panel B, el nimero 8 representa al aislado que se idenitificé como P.
citrophthora (sus tamafios de fragmentos se indican con la linea curvada), los nimeros 9 y
10 corresponden a dos aislados de P. cinnamomi.

Tradicionalmente, se han utilizado diferentes métodos para la deteccion de especies de
Phytophthora, los cuales se basan en el aislamiento del patdgeno en medios selectivos o en
el uso de diferentes técnicas de trampeo con frutos u otros materiales de origen vegetal. Sin
embargo, estas técnicas requieren mucho tiempo y, a veces producen falsos negativos debido
a la baja disponibilidad de in6culo. Asimismo, la identificacion basada en caracteristicas
morfologicas requiere de conocimientos taxondmicos especificos y de un esfuerzo
considerable. Por el contrario, los métodos basados en técnicas moleculares que se han
desarrollado y aplicado para especies de Phytophthora permiten una deteccion e
identificacion rapida y precisa incluso cuando la cantidad de inoculo es baja (Pavon et al.,
2008; Schena et al., 2006; Tooley et al., 2006).

Se han desarrollado diferentes técnicas basadas en el uso de los espaciadores internos
transcritos (ITS, por sus siglas en ingles) para el disefio de cebadores que son altamente
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especificos para especies individuales del género Phytophthora (Bonants et al., 1997; Drenth
et al., 1999; Kroon et al., 2004). En otros casos se han utilizado patrones de restriccion del
ADN mitocondrial para establecer diferencias entre especies (Martin y Tooley, 2004). Sin
embargo, estos estudios mencionados anteriormente solamente llegan a identificar una
especie de Phytophthora en particular. Por lo tanto, era necesario desarrollar y aplicar un
procedimiento que pudiera detectar e identificar varias especies de Phytophthora al mismo

tiempo, lo cual lleg6 a concretarse con el estudio llevado a cabo por Drenth et al., (2006).

En el presente estudio, por un lado, se ha comprobado la especificidad de los primer A2/12
desarrollados por Drenth et al., (2006) para la identificacion de aislados de Phytophthora a
nivel de género. Por otro lado, también se logré determinar dos especies de Phytophthora
utilizando la técnica de PCR-RFLP. Esto indica que el procedimiento tiene versatilidad y
robustez para llevar a cabo ensayos de diagnostico que tengan como fin la deteccion e
identificacion simultanea de muchas especies de Phytophthora tanto en la agricultura como

en la silvicultura, ya que el rango de hospedantes de P. cinnamomi es bastante amplio.

De manera general se puede afirmar que se logré dilucidar la etiologia de la enfermedad
conocida como pudricion radicular del aguacate (también denominada como “tristeza del
aguacate”) a través de las caracteristicas morfologicas del patdégeno P. cinnamomi y
utilizando técnicas moleculares (PCR-RFLP especificamente). Sin embargo, no solamente
P. cinnamomi fue encontrado en las muestras de suelo, sino también otra especie, P.
citrophthora, lo cual no es muy comun, ya que P. citrophthora ha estado asociado con una
enfermedad conocida como “gomosis de los citricos”, la cual afecta principalmente el tronco
de los arboles y conduce a la aparicion de canceres, aunque también este patdgeno causa
pudricion radicular en citricos (Erwin y Ribeiro, 1996). Por lo tanto, es necesario llevar a
cabo estudios futuros que corroboren el involucramiento también de P. citrophthora en la

pudricién radicular del aguacate.

Los resultados del analisis morfolégico y molecular de aislados de P. cinnamomi obtenidos
en este estudio se constituyen en una base para el estudio de la estructura poblacional y la

diversidad genética de este importante patogeno que afecta no solamente en agroecosistemas,
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sino también en poblaciones naturales de arboles. Aunque la mayoria de los estudios
realizados en el patosistema aguacate-P. cinnamomi indican que existe una baja diversidad
genética del patogeno (Duan et al., 2008; Linde et al., 1997; Linde et al., 1999; Pagliaccia et
al., 2013), en otros estudios se ha encontrado una alta variabilidad genética de P. cinnamomi
fuera de su centro de origen que se presume que sea Papua Nueva Guinea o Taiwan (Ochoa-
Fuentes et al., 2007).

4.6. Seleccion de potenciales agentes de control biologico mediante pruebas “in vitro”

Se seleccionaron cuatro aislados del hongo antagonista Trichoderma, cinco aislados de P.
cinnamomi y una aislado de P. citrophthora de acuerdo a su crecimiento radial en medio de

cultivo. El antagonismo de Trichoderma se examin6 mediante la técnica del cultivo dual.

4.6.1. Ensayo de crecimiento radial de cepas del hongo antagonista Trichoderma

De las seis cepas nativas de Trichoderma gue inicialmente se aislaron, solamente dos fueron
seleccionadas por su rapido ritmo de crecimiento y abundante esporulacion en el medio de
cultivo PDA. El plato con el medio de cultivo fue cubierto completamente por las dos cepas
del antagonista a las 60 horas de incubacion. Una de las cepas nativas seleccionada fue
obtenida del Banco de Germoplasma de la Estacion Experimental Campos Azules del INTA,
en el Municipio de Masatepe y fue codificada como BPGO1 y la segunda se aislé de un sitio
de la Comarca Mirazul del Llano y se codific6 como MLLO08. Estas cepas nativas de
Trichoderma tuvieron un ritmo crecimiento casi igual cuando se compararon entre ellas
mismas y con las otras dos cepas que se incluyeron en el estudio, la cepa NG y la cepa UNA

tal y como se aprecia en la Figura 8.

El andlisis de varianza no detectd diferencias significativas entre las cepas en cuanto al
crecimiento radial (p = 0.0818), ni en la interaccion cepa x tiempo (valor Lambda de Wilks
= 0.3657; p = 0.3031). Como se esperaba, el tiempo si tuvo efecto significativo sobre el

crecimiento radial de las colonias de las diferentes cepas de Trichoderma (valor Lambda de
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Wilks = 0.0001349; p = <.0001), es decir, a medida que transcurria el tiempo (horas o dias)
el radio de las colonias aumentaba (Figura 8; Anexo 5).

En este estudio se utilizé un criterio simple de seleccion de los antagonistas, el cual consistio
en observar el crecimiento y la produccién de esporas de las diferentes cepas y se
seleccionaron las cepas con rapido crecimiento y con abundante produccion de esporas. Una
alta tasa de crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma esta asociada con su habilidad
para controlar patdgenos de plantas (Matroudi et al., 2009). En otros estudios se han utilizado
criterios numéricos porcentuales arbitrarios. Por ejemplo, Aryantha y Guest (2006),
utilizaron como criterio de seleccion que los antagonistas inhibieran en al menos el 39% el
crecimiento de la colonia de P. cinnamomi. En consecuencia, los antagonistas que cumplieran
este criterio eran seleccionados para ensayos posteriores de antagonismo. Sin embargo, en el
estudio de Aryantha y Guest (2006) no se evaluo el grado de antagonismo que ejercieron los

microorganismos benéficos sobre P. cinnamomi.
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Figura 8. Crecimiento radial de las cepas de Trichoderma (BGP01, MLLO08, NG y UNA)
seleccionadas para enfrentamientos duales con el patdgeno causante de la pudricion radicular
del aguacate.
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4.6.2. Ensayo de crecimiento radial del patégeno P. cinnamomi

En este ensayo se utilizaron cinco aislados de P. cinnamomi, de los cuales tres eran
procedentes del Banco de Germoplasma de aguacate del Centro Experimental Campos
Azules, Masatepe (BGP04, BPGO7 y BPG09), uno del Municipio La Concepcién (MLCO04),
uno de la Comarca Mirazul del Llano (MLLO5) y el Gnico aislado de P. citrophthora que era
procedente de la Comarca Mirazul del Llano (MLLO02). El anélisis de varianza (Anexo 6)
detecto diferencias significativas en el tiempo de incubacion de los aislados de Phytophthora
(valor Lambda de Wilks = 0.0002407; p <.0001), entre los aislados de Phytophthora (p =
<.0001) y en la interaccidn tiempo de incubacién x aislado de Phytophthora (valor Lambda
de Wilks = 0.00017799; p = <.0001). De acuerdo a la prueba de separacion de medias de
Tukey el aislado que tuvo el mayor crecimiento radial fue el BGP04 (33.73 mm) y se
diferencid significativamente de los aislados BGP09, MLL02, MLLO5 y BGPQ7, pero no del
aislado MLCO04 (32.90 mm). El aislado con menor crecimiento radial durante el periodo de

incubacidn fue el BGP09 con 22.43 mm en 96 horas (Figura 9; Anexo 7).

Crecimiento radial de los aisldos de P. cinnamomi y P.
citrophthora

gzs;/%%/%

BGPO09 MLLO02 MLLO5 BGPO7 MLC04 BGP04

Aislados de Phytophthora
Figura 9. Crecimiento radial (en mm) de los diferentes aislados de Phytophthora cinnamomi

(BGP04, BGP07, BGP09, MLC04 y MLLO05) y P. citrophthora (MLLO02) después de un
periodo de incubacion de 96 horas.
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En cuanto a la interaccion entre el tiempo de incubacion y el aislado de Phytophthora también
se observaron diferencias significativas. El aislado BGP09 presento atraso en su crecimiento
con respecto a los demas aislados hasta las 72 horas cuando su crecimiento radial era de 35.33
mm. Otro aislado que tuvo retraso en su crecimiento hasta las 24 horas de evaluacion fue el
aislado MLLO2. Sin embargo, a partir de las 48 horas este aislado crecid de forma muy similar
a los aislados BGP04, BGP07, MLC04 y MLLO05. A las 96 horas de evaluacion se observo
que el crecimiento de todos los aislados era similar y alcanzé un maximo de 45 mm (Figura
10; Cuadro 3). Se decidi6 evaluar hasta las 96 horas para verificar si habia alguna diferencia

en cuanto al crecimiento individual de los aislados.
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Figura 10. Crecimiento radial de los aislados de P. cinnamomi (BGP04, BGP07, BGPQ9,
MLCO04 y MLLO5) y P. citrophthora (MLL02) en dependencia del tiempo de incubacion.

En estudios pioneros sobre el crecimiento radial de los aislados de P. cinnamomi se reportan
diferencias en cuanto a esta caracteristica fenotipica del patdgeno. Estas diferencias han sido
relacionadas con la temperatura de incubacion, el medio de cultivo utilizado y el tipo de

apareamiento del patogeno (Al o A2). Por ejemplo, Zentmyer (1976) observo diferencias en
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el crecimiento del micelio de P. cinnamomi de acuerdo al tipo de apareamiento y de acuerdo
a la temperatura. El autor sefiala que los aislados probados en su estudio tuvieron un mayor
crecimiento radial a 25°C en el medio PDA en comparacion con otros dos medios de cultivo
(MM — medio minimo, y Agar V8 clarificado) y que el tipo de apareamiento A2 tuvo una
tasa de crecimiento mayor que el tipo de apareamiento Al. En otros estudios similares se
encontro que aislados de P. cinnamomi tuvieron una mayor tasa de crecimiento en Agar V8
que en el medio PDA y que su tasa de crecimiento era mayor a temperaturas entre 24°C y
28°C que a temperaturas de 15°C y 32°C (Huberli, 1995; Huberli et al., 2001). En este estudio
el ensayo de crecimiento radial del micelio de P. cinnamomi fue establecido a 26°C y su
crecimiento fue 6ptimo y se observaron diferencias significativas en el crecimiento radial de
los diferentes aislados incluidos en el ensayo. Por lo que se confirma que la temperatura

oOptima para el crecimiento del patdgeno en condiciones “in vitro” esta entre 24 y 28°C.

4.6.3. Pruebas de antagonismo “in vitro”

El valor de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks (modificado) fue de 0.534, por lo tanto
no se rechaza la hipétesis nula y se acepta que los residuos tienen una distribucion normal.
En la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene se obtuvo un valor de 0.25 por lo cual
no se rechaza la hipotesis nula, ya que no habia evidencias suficientes para afirmar que los

residuos no son homogéneos.

El analisis de varianza reveld diferencias significativas entre las cepas del antagonista
Trichoderma (p=0.0023), entre los aislados de Phytophthora (p<0.0001) y en la interaccion
cepas de Trichoderma x aislados de Phytophthora (p = 0.0001). El PICR oscil6 desde un
21.83% obtenido en la interaccion de la cepa MLLO8 de Trichoderma con el aislado BGP04
de Phytophthora, hasta un 54.83% obtenido en la interaccion de la cepa NG de Trichoderma
con el aislado BGP09 de Phytophthora (Cuadro 4; Anexo 8).
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Cuadro 3. Interacciones del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) del
micelio de Phytophthora en enfrentamientos duales con cepas del antagonista Trichoderma.

Cepas de Aislados de Phytophthora
Trichoderma

BGP04 BGPO7 BGP09 MLCO4 MLLO02 MLLOS

BGPO1 23.68abc! 27.07abc 53.72f  27.80c 44.42dc  24.05abc
MLLO8 21.83a 25.92abc  54.47f 25.92abc  45.17de  24.80abc
NG 25.53abc  24.80abc  54.83f 25.92abc 45.93e 26.28bc
UNA 24.82abc  24.42abc  52.23f  23.33ab 41.47d 26.68bc

Los valores de medias para una determinada interaccion dentro columnas con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p > 0.05).

Los aislados BPGQ9 de P. cinnamomi y el aislado MLLO2 de P. citrophthora tuvieron los
PICR’s promedio mas altos (53.81% y 44.25% respectivamente) cuando fueron enfrentados
a cualquiera de las cepas antagonistas. El aislado BGP09 se diferenci6 significativamente del
resto de aislados y podria considerarse como el mas susceptible al efecto antagénico de las
cepas de Trichoderma. Por el contrario, el aislado BGP04 podria ser considerado como el
menos susceptible al efecto antagonico ejercido por las cepas de Trichoderma, ya que su
PICR promedio fue el mas bajo (23.97%) y en este sentido se diferencio significativamente
de todos los aislados de Phytophthora que se incluyeron en las pruebas de antagonismo. El
aislado MLLO2 de P. citrophthora también se podria considerar como uno de los mas
susceptibles al efecto antagonico de Trichoderma, ya que su PICR promedio también fue alto

(44.25%) y se diferencid significativamente del resto de aislados (Figura 12; Cuadro 4).
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Figura 11. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de los diferentes aislados
de Phytophthora cinnamomi (BGP04, BGP07, BGP09, MLCO04, y MLLO05) y P. citrophthora
(MLLO02) obtenido en enfrentamientos duales con cepas del antagonista Trichoderma.

En cuanto al comportamiento individual de cada una de las cepas de Trichoderma en los
enfrentamientos duales con los aislados de Phytophthora, el ANDEVA vy la prueba de
separacion de medias de Tukey (o = 0.05) indican que la cepa NG de Trichoderma se
diferencid significativamente de las cepas UNA y MLLO8, pero no de la cepa BGPO1. Con
la cepa NG se obtuvo un 33.88% de reduccion general del crecimiento radial de los aislados
de Phytophthora. La cepa UNA de Trichoderma fue la que redujo de manera general en
menor porcentaje el crecimientos radial de los aislados de Phytophthora (Figura 13). No
obstante, desde el punto de vista bioldgico el comportamiento antagonico general de las cepas
de Trichoderma tiene un gran significado ya que en la observacién directa de los
enfrentamientos duales se pudo observar su efecto supresor sobre el avance del micelio de

los diferentes aislados de Phytophthora contra los cuales fueron enfrentados.
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Figura 12. Inhibicion del crecimiento radial (expresado en porcentaje) ejercido por cepas del
hongo antagonista Trichoderma sobre aislados de los patdégenos P. cinnamomi y P.
citrophthora.

Las especies de Trichoderma han sido propuestas como agentes de control biol6gico
potencialmente viables para el manejo de diferentes géneros y especies de patdgenos que
atacan plantas. En el control bioldgico de patdgenos de plantas, las especies de Trichoderma
ocupan un lugar predominante, ya que en el 90% de los casos se ha usado este antagonista y
el otro 10% corresponde a otros microorganismos. El efecto antagénico y benéfico de estas
especies se manifiesta en forma de inhibicion del crecimiento de los patdgenos mediante
antibiosis, competencia, micoparasitismo, promocién del crecimiento de las plantas e

induccion de resistencia (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004).

En el manejo bioldgico de las especies de Phytophthora el uso de Trichoderma no ha sido la
excepcion. Por ejemplo, en investigaciones donde se puso a prueba la capacidad antagonica
de Trichoderma harzianum actuando de manera individual y en combinacion con la bacteria
Burkholderia cepacia se determiné que el hongo antagonista ejercié competencia por espacio
y nutrientes, micoparasitismo y lisis enzimatica, mientras que la bacteria manifesté su efecto
antagénico a través de antibiosis sobre el oomicete Phytophthora capsici cuando fueron

enfrentados en cultivos duales “in vitro” (Ezziyyani et al., 2004; Ezziyyani et al., 2011). En
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otro experimento, donde se estudié el comportamiento antagdnico de cepas de Trichoderma
contra el oomicete P. ramorum, se encontrd que la actividad antagdnica de Trichoderma fue
variable, ya que algunas cepas no mostraron ningun actividad supresora del patégeno,
mientras que otras cepas inhibieron completamente el crecimiento del patégeno en los
cultivos duales (Widmer, 2014).

En este estudio, como ya se menciond anteriormente se pudo observar las caracteristicas
antagénicas que poseen las cepas nativas de Trichoderma y otras cepas incluidas en el
experimento al inhibir el crecimiento de P. cinnamomi en cultivos duales “in vitro”. El
mecanismo antagonico observado fue por competencia de espacio y nutrientes (Figura 14).
No se llevaron a cabo estudios de micoparasitismo o de antibiosis. Estos resultados
concuerdan con los de Almaraz-Sanchez et al., (2012), los cuales reportan una reduccion
significativa del micelio de P. cinnamomi en presencia de cepas antagonicas de Trichoderma
lo cual se lo atribuyen a la capacidad que posee el antagonista de crecer mas rapidamente que

el patdgeno y esto a su vez hace que aumente su capacidad antifungica.

4.6.4. Evaluacion del grado de antagonismo de las cepas de Trichoderma

Todas las cepas de Trichoderma sin excepcion se ubicaron en la Clase 1 de la escala de Bell
et al., (1982) cuando fueron enfrentados con los aislados BGPQ9 de P. cinnamomi y MLL02
de P. citrophthora, eso quiere decir que, el antagonista crecié completamente sobre la colonia
del patogeno y cubrio toda la superficie del medio de cultivo. Por otro lado, cuando las cepas
de Trichoderma (todas sin excepcion), se enfrentaron a los aislados BGP04, BGP07, MLC04
y MLLO5 de P. cinnamomi, mostraron un grado antagonico que se ubico en la Clase 2 de la
escala de Bell etal., (1982), por lo tanto, el antagonista cubrié al menos las dos terceras partes

de la superficie del medio de cultivo y un 50% de la colonia del patdgeno (Figura 14 y 15).
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Figura 13. Antagonismo por competencia demostrado por cepas de Trichoderma sobre
Phytophthora. En el panel A, se muestra el borde de avance (1) de la cepa NG de
Trichoderma y el borde de avance del aislado MLLO02 de P. citrophthora (2). En el panel B
se puede observar que la cepa NG de Trichoderma crecié completamente sobre la colonia
del aislado MLLO5 de P. cinnamomi.

Un aislado de Trichoderma era considerado altamente antagonista si el valor promedio de
una comparacion determinada era < 2 y no era considerado altamente antagonista si el valor
promedio era > 3 (Bell et al., 1982). Las cepas de Trichoderma probadas en este estudio se
ubicaron en las Clases 1y 2 de la escala, por lo tanto, se consideran altamente antagonistas

contra los aislados de P. cinnamomi y P. citrophthora.

En la actualidad son pocas las investigaciones que se han desarrollado especificamente en el
patosistema aguacate (Persea americana) — Phytophthora cinnamomi y en las cuales se haya
incluido el uso de agentes antagonistas como Trichoderma para el manejo biologico del
agente causal de la pudricién radicular del aguacate. En algunos estudios se ha reportado el
antagonismo “in vitro” ejercido por las cepas de Trichoderma sobre P. cinnamomi a través
de sus tres principales mecanismos de accion como lo son la competencia, la antibiosis y el
micoparasitismo, sin embargo, en esos estudios no se ha determinado la capacidad antagénica
o el grado antagoénico que tienen las distintas cepas de Trichoderma cuando se enfrentan a
los aislados del patdgeno (Almaraz-Sanchez et al., 2012; Aryantha y Guest, 2006).
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Figura 14. Grado de antagonismo demostrado por las cepas del hongo antagonista
Trichoderma sobre aislados de P. cinnamomi (BGP04, BGP07, BGP09, MLC04 y MLL05)
y P.citrophthora (MLLO02) de acuerdo a la escala de clases de Bell et al., (1982).

En otras investigaciones donde se han estudiado otros patosistemas que incluyen a especies
de Trichoderma si se ha determinado el grado antagonico alcanzado por las distintas cepas
de Trichoderma usando la escala de Bell et al., (1982). En una investigacion llevada a cabo
para determinar los modos de accién de aislados de Trichoderma spp., frente a Didymella
bryoniae (Fuckel) Rehm, agente causal de la “gomosis” de las cucurbitaceas, mediante la
técnica de cultivo dual, se encontrd que las cepas del antagonista se ubicaron en la Clase 1
de la escala (Martinez et al., 2013). De forma similar, en otros estudios donde se ha
pretendido determinar el grado antagonico de aislados de Trichoderma contra patégenos
como Mycosphaerella fijiesis, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y
otros usando la escala de Bell et al., (1982), el grado antagénico alcanzado por las cepas del
antagonista ha estado entre la Clase 1 y la Clase 2 de la escala (Acosta-Suérez et al., 2013;
Calvo-Araya et al., 2012; Mir et al., 2011).
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Por un lado, este estudio llevado a cabo en Nicaragua esta en concordancia con los trabajos
de investigacién mencionados anteriormente ya que las cepas de Trichoderma al enfrentarlas
a aislados del patdgeno P. cinnamomi se ubicaron las Clases 1y 2 de la escala lo que las hace
potencialmente viables para ser usadas en investigaciones posteriores a nivel de casa malla o
de campo. Por otro lado, el uso de la escala de Bell et al., (1982) es una herramienta muy
importante que deberia ser utilizada cuando de lleven a cabo estudios cuyo objetivo sea el de
seleccionar cepas de Trichoderma con un alto grado de antagonismo a diversos patogenos de

plantas.

El establecimiento de la capacidad antagOnica o el grado antagénico de las cepas de
Trichoderma en condiciones “in vitro” es una necesidad prioritaria y se constituye en una
premisa para la seleccion de estas cepas, no solamente para las pruebas siguientes en
condiciones de casa malla y campo, sino que también se puede generar informacion sobre
una posible formulacion con un vehiculo apropiado que les dé mayor estabilidad y eficacia
en condiciones de campo. De esta manera se pueden obtener resultados consistentes y
satisfactorios en el manejo biolégico de patdgenos no solamente en agroecosistemas, sino
también en ecosistemas de vegetacion natural donde poco se sabe sobre el impacto que tienen
las poblaciones nativas e invasivas de fitopatdgenos y su posible manejo con

microorganismos antagonistas.

En resumen, se puede aseverar con toda certeza que el oomicete P. cinnamomi es el principal
agente causal de la pudricién radicular del aguacate, enfermedad que es también conocida
como “tristeza del aguacate”. Esta aseveracion se basa en el examen de las caracteristicas
morfoldgicas, las cuales coinciden con las del patdgeno en mencion y que fueron confirmadas
a través de la técnica PCR-RFLP. Hasta el momento, los resultados indican que existen los
dos tipos de apareamiento del patégeno (Al y A2), lo que de confirmarse en estudios
posteriores, representaria una seria amenaza para la agricultura y silvicultura en Nicaragua,
ya que esto implicaria que el patdgeno pudiera estarse reproduciendo de forma sexual y

sobreviviendo como oosporas en el suelo o en diferentes sustratos asociados a vegetacion.
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Existe la posibilidad de manejo bioldgico de las poblaciones de P. cinnamomi con
microorganismos antagonistas del género Trichoderma no solamente en agroecosistemas de
aguacate, sino también en otros sistemas agricolas y forestales donde el patdgeno esté
presente. Sin embargo, la inclusion de cepas de Trichoderma de forma individual en la lucha
bioldgica contra este patdgeno resulta insuficiente, por lo que se requiere de una combinacion
de antagonistas que tengan diversos modos de supresion y que actten de forma similar tal y
como ocurre en la naturaleza para alcanzar un manejo satisfactorio y aplicable en cualquier

tipo de situacion.
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V. CONCLUSIONES

El oomicete P. cinnamomi es el agente causal de pudricién radicular del
aguacate o tristeza del aguacate y fue confirmada mediante la aplicacion de

técnicas moleculares PCR-RFLP.

En las pruebas de seleccion “in vitro”, solamente dos cepas nativas de
Trichoderma sp, BGPO1 y MLLO8, recolectadas del Banco de Germoplasma
del INTA, Masatepe, y de la Comarca Mirazul del Llano, mostraron capacidad

antagoénica frente a aislados de P. cinnamomi y P.citrophthora.

La cepa NG de Trichoderma fue la que tuvo un mejor comportamiento
antagénico cuando fue enfrentada a los diferentes aislados de P. cinnamomi y
P. citrophthora; no obstante, las cuatro cepas de Trichoderma incluidas en el
estudio mostraron alto grado de antagonismo al ubicarse en las Clases 1y 2

de la escala de evaluacioén.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar més estudios sobre la estructura poblacional de P. cinnamomi para
corroborar si se reproduce sexualmente bajo condiciones naturales en el campo o si
las poblaciones de este patogeno estan representadas por uno o unos pocos linajes

clonales como ha sido reportado de otras partes del mundo.

En base a los resultados obtenidos de las pruebas in vitro se sugiere realizar pruebas
en invernadero y campo para el uso de Trichoderma sp., en combinacion con otros
antagonistas y con variedades o patrones resistentes para el manejo de la pudricion

radicular del aguacate.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Ciclo bioldgico de Phytophthora cinnamomi.

Esporangios

En presencia de agua germinan las
clamidiosporas y oosporas y
forman micelios y esporangios

Clamidiosporas y OQosporas
en raices y restos vegetales
infectadas en condiciones
desfavorables

Penetracion por
raices pequefias

Muerte del arbol

Aparicidn de sintomas
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Anexo 2. Mapas donde se muestran los sitios seleccionados para la toma de muestras.

Google sarth

En la Figura A se encuentran dos sitios: Campos Azules y Mirazul del Llano. En la Figura B

estan los sitios muestreados en el Municipio de la Concepcion

‘LalCarbonera

§Zambrano
I

Google eartt

En la Figura C se muestran los sitios muestreados en Los Altos de Nindiri y en la Figura D,

los sitios en la Comarca Quebrada Honda.
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Anexo 3. Tamario del fragmento y tamafios de bandas en pares de bases (pb) derivados de la
informacion de las secuencias de ADN producidos cuando usan cebadores para genes

especificos de diferentes especies de Phytophthora después de la digestion de los fragmentos.

Phytophthora Accession PCR Mspl band sizes Rsal band sizes Tagl band sizes

species number amplicon

P palmivora UQ1204 788 467,321 359,314,105, 10 283, 235, 147, 59, 57,7

P arecae UQ2820 788 467,321 359,314,105, 10 283, 235, 147, 59, 57,7

P megakarya UQ2822 791 464,327 359, 278, 105,31, 10 235,193, 146, 88, 59, 57,7

P nicotianae UQ848 804 349, 335, 120 373,293,105, 33 249, 193, 148, 90, 59, 58, 7

P parasitica UQ630 804 349,335,120 373,293,105, 33 249,193, 148, 90, 58,44, 15,7

P, boehmeria UQ4505 828 515,313 351,303,174 256,227,197, 89, 59

P katsurae UQ4058 776 302, 254,220 340, 181, 140, 105, 10 216,150, 142, 89, 62,59, 51,7

P citrophthora uQ1320 781 301, 254,226 339,321,111, 10 215,199, 149, 90, 59, 32, 30, 7

P capsici UQ1529 752 281, 250, 221 318,274, 105,45, 10 194, 194, 149, 90, 60, 59, 7

P capsici UQ2819 752 250,221,204, 77 318,274,105, 45,10 194, 149, 148, 90, 60, 59, 46, 7

P iranica uQ2132 793 323, 249, 221 361,284, 105,33, 10 439,237, 59, 58

P, mirabilis UQ1691 797 329, 247, 221 367,282, 105,33, 10 283, 243, 155, 59, 57

P infestans UQ2118 797 329, 247, 221 367,282, 105,33, 10 283, 243, 155, 59, 57

P vignae uQ136 827 368, 340, 119 378,332,107, 10 195, 195, 150, 90, 72, 59, 59, 7

P cinnamomi uQ733 828 339,221, 146,122 377,170, 165, 106, 10 194, 181, 150, 90, 74, 60,
59,12,7

P cinnamomi UQ881 829 368%, 339,221, 147,122 377,171,165, 106, 10 194, 181, 151, 90, 74, 60,
59,12,7

P fragariae UQ3668 832 340, 221, 146, 125 378,170, 168, 106, 10 194, 194, 151, 90, 81, 60, 59, 3

P sojae UQ336 828 341,222, 146,119 379,332,107, 10 195, 194, 150, 90, 72, 60, 59, 7

P cactorum UQ2620 794 326, 220, 140, 108 364,282, 105,33, 10 240, 193, 148, 89, 59, 58,7

P syringae UQ2635 814 314,222, 180, 98 352,176 149, 107, 20, 10 228,195, 166, 90, 69, 59,7

P citricola UQ2621 761 291, 220, 178, 72 329,317,105, 10 205, 193, 149, 90, 59, 58,7

P clandestina uQ726 792 249,221,202, 120 360, 284, 105,33, 10 432,236, 59, 58,7

P erythroseptica UQ1569 797 257, 145, 122, 100, 85, 351,329,107, 10 227,195, 167, 90, 59, 59

52,32,4
P eryptogea UQs43 801 261, 145, 122, 100, 85, 354,329,107, 10 230, 195, 167, 90, 59, 59
52,32,4

P drechsleri UQ3041 799 262, 146,122, 117, 100, 52 352,330,107, 10 228, 195, 167,91, 39, 59

P medicaginis uQ12s 795 257,177,122, 100, 84, 51, 4 350, 192, 136, 107, 10 226, 195, 167, 90, 59, 58

P gonapodyides UQ2823 819 334, 147,125, 115,98 372,172,158, 107, 10 150, 143, 143, 130, 118,
69, 59, 8

P megasperma UQ3043 814 334, 143,125,114,98 372,325,107, 10 149, 143, 140, 130, 118,
67,59, 8

P cambivora UQ2633 832 340*,204, 221, 146, 125, 46 378,170, 168, 106, 10 194, 194, 151, 90, 84, 60, 59

P cambivora UQ2634 832 340%, 294, 221, 146, 125, 46 378,170, 168, 100, 10 194, 194, 151, 90, 76, 60, 59, 8

P trifolii UQ2143 795 277,257,122, 84,51, 4 350,328,107, 10 226, 200, 167, 90, 58, 54

4 Additional band within species due to the presence of different amplicons within one species.

57



Anexo 4. Crecimiento radial (en mm/h) de diferentes aislados de P. cinnamomi y P.

citrophthora a través del periodo de incubacion en que fueron mantenidos.

Aislados de Tiempo de incubacion (horas)

Phytophthora 12 24 48 72 96
BGP04 13.50 ¢! 26.67 e 38.50 ¢ 45.00i 45.001i
BGP07 13.00 ¢ 25.33 ¢ 35.50 f 45.00i 45.001i
BGP09 3.33a 7.50b 21.00d 35.33 f 45.001i
MLC04 13.17 ¢ 255¢e 35.83 f 45.00i 45.001i
MLLO02 5.17 ab 12.67 c 35.33 f 42.00 h 45.001i
MLLO5 13.00 ¢ 24.83 e 34.17 f 45.00 i 45.001i

!Los valores de medias con una letra en comun en una fila y/o columna no son significativamente diferentes (p
> 0.05).
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Anexo 5. Andlisis de varianza con medidas repetidas para el crecimiento radial de las cepas

antagonistas de Trichoderma. (SAS version 9.1).

a) Prueba de hipétesis de no efecto del tiempo

Statistic

Wilks' Lambda

Pillai's Trace
Hotelling-Lawley Trace
Roy's Greatest Root

Value F

0.0001349 22
0.9998651 22
7409.7384881 22
7409.7384881 22

Value

229.2
229.2
229.2
229.2

Num DF

FNFNINIFN

Den DF

12
12
12
12

Pr > F

.0001
.0001
.0001
.0001

AN AN A AN

b) Prueba de hipétesis de no efecto de la interaccion tiempo x cepa

Statistic

Wilks' Lambda

Pillai's Trace
Hotelling-Lawley Trace
Roy's Greatest Root

Value F

0.36568553
0.68380796
1.59927294
1.50966952

Value

1.24
1.03
1.51
5.28

Num DF

12
12
12

4

Den DF

32.041
42
17.106
14

Pr > F

0.3031
0.4378
0.2126
0.0083

c) Prueba de hipétesis de no efecto en la interaccion tiempo x repeticidn

Statistic

Wilks' Lambda

Pillai's Trace
Hotelling-Lawley Trace
Roy's Greatest Root

Value F

0.43220136
0.73461694
0.96866425
0.48470098

Value

Num DF

20
20
20

Den DF

40.749
60
19.869
15

Pr > F

0.8997
0.8344
0.9123
0.2622

d) Prueba de hipétesis univariada de efectos entre efectos principales

Source

cepa
rep
Error

DF Type III SS
3 11.04800000
5 8.59066667

15 20.34800000

Mean Square

3.68266667
1.71813333
1.35653333

F Value

2.71
1.27

Pr > F

0.0818
0.3285

e) Prueba de hipétesis univariada de efectos dentro efectos principales

Source DF
time 4
time*cepa 12
time*rep 20
Error(time) 60

Type III SS Mean
21542.07617 538
4.07117
4.99683
16.64783

59

Square

5.51904
0.33926
0.24984
0.27746

F Value

19409.8
1.22
0.90

Pr > F

<.0001
0.2893
0.5876

Adj Pr > F
G-G H-F
<.0001  <.0001
9.3112  ©0.2893
0.5614  0.5876



Anexo 6. Analisis de varianza con medidas repetidas para el crecimiento radial del patdgeno
Phytophthora cinnamomi. (SAS version 9.1).

The GLM Procedure
Repeated Measures Analysis of Variance

a) Prueba de hipétesis de no efecto del tiempo sobre el crecimiento radial

Statistic Value F Value Num DF Den DF Pr > F
Wilks' Lambda 0.0002407 22842.8 4 22 <.0001
Pillai's Trace 0.9997593 22842.8 4 22 <.0001
Hotelling-Lawley Trace 4153.2284156 22842.8 4 22 <.0001
Roy's Greatest Root 4153.2284156 22842.8 4 22 <.0001

b) Prueba de hipétesis de no efecto de la interaccién tiempo x patégeno
(Phytophthora)
Statistic Value F Value Num DF Den DF Pr > F
Wilks' Lambda 0.00017799 46.22 20 73.916 <.0001
Pillai's Trace 2.50154409 8.35 20 100 <.0001
Hotelling-Lawley Trace 193.25131829 203.05 20 41.459 <.0001
Roy's Greatest Root 179.93087470 899.65 5 25 <.0001
c) Prueba de hipétesis de no efecto de la interaccién tiempo x repeticién
Statistic Value F Value Num DF Den DF Pr > F
Wilks' Lambda 0.45084525 1.00 20  73.916  0.4689
Pillai's Trace 0.70200934 1.06 20 100  ©.3984
Hotelling-Lawley Trace 0.91185435 0.96 20 41.459 0.5259
Roy's Greatest Root 0.42255657 2.11 5 25 0.0972
d) Prueba de hipétesis de efectos entre sujetos
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
phytoph 5 2880.844444 576.168889 459,38 <.0001
rep 5 10.111111 2.022222 1.61 0.1934
Error 25 31.355556 1.254222

e) Prueba de hipétesis univariada para efectos dentro de sujetos

Adj Pr > F
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F G -G H-F
time 4 31895.81111 7973.95278 5506.45 <.0001 <.0001 <.0001
time*phytoph 20 1399.98889 69.99944 48.34 <.0001 <.0001 <.0001
time*rep 20 27.38889 1.36944 0.95 ©0.5327 0.4940 0.5121
Error(time) 100 144.81111 1.44811
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Anexo 7. Andlisis de la varianza y prueba de separacion de medias de Tukey del crecimiento
radial de los aislados de Phytophthora.

Variable N R2 R2? Aj CV
cr 180 0.99 0.99 3.93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 36176.64 29 1247.47 875.76 <0.0001
tiempo 31895.81 4 7973.95 5597.94 <0.0001
phytoph 2880.84 5 576.17 404.49 <0.0001
tiempo*phytoph 1399.99 20 70.00 49.14 <0.0001
Error 213.67 150 1.42
Total 36390.31 179

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.76876
Error: 1.4244 gl: 150
tiempo Medias n E.E.

12.00 10.19 36 0.20 A

24.00 20.42 36 0.20 B

48.00 33.39 36 0.20 C

72.00 42.89 36 0.20 D
96.00 45.00 36 0.20 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.87988
Error: 1.4244 gl: 150
phytoph Medias n E.E.

BGPO9 22.43 30 0.22 A

MLLO2 28.03 30 0.22 B

MLLO5 32.40 30 0.22 C
BGPO7 32.77 30 0.22 C
MLCO4 32.90 30 0.22 CcC D
BGP04 33.73 30 0.22 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 8. Andlisis de la varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

utilizando Tukey para la separacion de medias.

Variable N R2 R2? Aj CV
PICR 144 0.98 0.97 5.91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 19603.40 23 852.32 222.64 <0.0001
Cepa-Tr 58.70 3 19.57 5.11 0.0023
A-Phyt 19350.16 5 3870.03 1010.91 <0.0001
Cepa-Tr*A-Phyt 194.55 15 12.97 3.39 0.0001
Error 459.39 120 3.83
Total 20062.79 143

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.20154
Error: 3.8283 gl: 120
Cepa-Tr Medias n E.E.

UNA 32.16 36 0.33 A

MLLO8 33.02 36 0.33 A B
BGPO1 33.46 36 0.33 B
NG 33.88 36 0.33 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.63589
Error: 3.8283 gl: 120

A-Phyt Medias n E.E.

BGP04 23.97 24 0.40 A

MLLO5 25.45 24 0.40 A B

BGPO7 25.55 24 0.40 A B

MLCO4 25.74 24 0.40 B

MLLO2 44.25 24 0.40 C
BGP0O9 53.81 24 0.40 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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