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Botryosphaeriaceae en aguacate en Tenerife

Estudio de parcelas de aguacate afectadas
por hongos de lafamilia Botryosphaeriaceae
en laisla de Tenerife

Resumen

Los hongos de la familia Botryosphaeriaceae causan diversos sintomas en
los aguacateros como: necrosis descendentes en ramas e inflorescencias,
chancros en tronco y ramas, y pudriciones en el fruto. Estos dafios son cada
vez mds frecuentes en las plantaciones de Canarias. En este informe se
recogen los resultados de los estudios realizados en cultivos afectados en
Tenerife en 2018 para determinar las especies de hongos implicadas en esta
enfermedad. Se preparé un cuestionario con 30 preguntas sobre el cultivo y
la enfermedad que se utilizé para encuestar a 27 productores de aguacates
que se consideraban afectados. Se recogieron 123 muestras en 42 muestreos
de las que se obtuvieron 153 aislados fingicos. Se seleccionaron 63 de
ellos en base a sus caracteres morfoldgicos en placa para su identificacién
mediante técnicas moleculares. Se realizaron extracciones de ADN de estos
aislados, se amplificé la regién de ADNr de [TS-5.8S mediante PCR, se
secuenciaron los amplificados obtenidos y se editaron las secuencias que
se utilizaron para buscar similitudes con la aplicacién BLAST de la NCBI.
La especie mds frecuentemente encontrada fue Neofusicoccum luteum, y en
menor proporcién, N. parvum, N. australe, N. cryptoaustrale, Lasiodiplodia
theobromae, y una especie no identificada de Neofusicoccum sp. También
se obtuvieron puntualmente aislados de enddfitos, y de especies como
Colletotrichum sp., Alternaria sp. y Botrytis cinerea, entre otras.

Introduccion

Las especies de hongos de la familia Botryosphaeriaceae son patégenos
de un amplio nimero de hospedadores de lefiosas y tienen una distribucién
mundial. Se encuentran en la naturaleza como enddfitos, y se comportan
como patégenos latentes y oportunistas que desarrollan su patogenicidad
cuando sus hospedadores se encuentran bajo alguna forma de estrés
(Denman y col., 2000). Estos hongos causan dafios en los aguacateros
como: necrosis descendentes en ramas e inflorescencias, chancros en tronco
y ramas, y pudriciones en el fruto (figura 1), que son cada vez mds frecuentes
en las plantaciones de Canarias. Varios organismos piblicos dedicados a la
agricultura en Canarias publicaron a finales de 2017 la hoja divulgadora




Figura 1. Sintomas causados por hongos de la familia Botryosphaeriaceae en aguacate. A, chancro en tronco
con exudados blanquecinos; B, cortes superficiales de chancros en tronco; C, necrosis descendente en ramas;
Dy E, necrosis en inflorescencias; F, necrosis en ramas y peciolos, y seca de hojas; G y H, necrosis en fruto.
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titulada: “Enfermedades del aguacate causadas por hongos de la familia
Botryosphaeriaceae”, en la que se describe detalladamente esta enfermedad
(Garcia-Pérez y col., 2017).

El Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (ICIA), dentro del proyecto
“Optimizacién de los sistemas de produccién de aguacate en Canarias” (CAIA
2017-2020-0001), financiado por la Consejeria de Agricultura, Ganaderia
y Pesca del Gobierno de Canarias, lleva a cabo estudios relacionadas con
diferentes aspectos epidemiolégicos relacionados con esta enfermedad en
colaboracién con el Servicio de Agricultura del Cabildo Insular de Tenerife. En
este informe se recogen los resultados de los estudios realizados en 2018 en
Tenerife, y cuyos objetivos fueron: obtener informacién de los cultivos afectados
por hongos de la familia Botryosphaeriaceae en campo o en poscosecha, y
llevar a cabo andlisis de laboratorio de plantas y frutos de aguacate con
sintomas para determinar los organismos que los causan. También se estudié
la capacidad inhibidora in vitro de Bacillus subtilis sobre aislados de la
familia Botryosphaeriaceae. Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva,
formadora de esporas de resistencia, y con actividad fungicida. Algunas
cepas de esta bacteria son utilizadas en agricultura para el control biolégico
de hongos fitopatégenos.

Materiales y métodos

Encuesta. Se preparé una encuesta para recoger informacién general de los
cultivos de aguacate que incluia los siguientes datos: fecha, nombre de la
finca, direccién, municipio, datos catastrales y del propietario o encargado,
edad de la plantacién, superficie de cultivo, nimero de é&rboles, marco
de plantacién, produccién aproximada, origen de las plantas, variedades
y portainjertos utilizados, comercializacién, procedencia del agua y tipo
de riego, cultivos asociados, fertilizacién, labores, presencia de plagas y
enfermedades, y factores que limitan el cultivo. También en la encuesta se
incluyeron apartados dedicados a esta enfermedad como presencia/ausencia
de sinftomas en campo o en poscosecha, tipo de sintomas asociados, nimero
de drboles afectados, distribucién de la enfermedad en la parcela, gravedad
de los dafos y medidas adoptadas para su control.

Se han realizado un total de 27 encuestas dirigidas a explotaciones
presuntamente afectadas por la enfermedad, 18 de ellas localizadas en
fincas del norte de la isla y el resto en el sur. La tabla 1y la figura 2 muestran
el nimero y la localizacién de las encuestas por municipio.




abla 1. NUmero de encuestas realizadas, muestreos
Tabla 1. N d f lizad f
y muestras recogidas por municipio

Municipio N° de encuestas N° de muestreos N° de muestras
Adeje 1 0
Arafo 2 2 9
Arona 2 3 12
Buenavista de Norte 6 9 13
El Sauzal 1 1 7
Guia de Isora 2 2 6
Guimar 2 2 7
La Laguna 1 6 14
La Matanza 2 1 4
La Orotava 1 2 4
Los Realejos 4 4 14
Tacoronte 2 3 6
Tegueste 1 3 5
No determinado (poscosecha) 4 22
TOTAL 27 42 123

Figura 2. Distribucién de las parcelas objeto de estudio. Ver tabla 1. ‘
| ﬂ ‘
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Muestreo. La seleccién de muestras en campo se realizbé en base a los
sinftomas descritos para esta enfermedad como: necrosis descendentes en
ramas, necrosis en inflorescencias y chancros en el tallo, por lo que la mayor
parte de las muestras recibidas presentaban estos sintomas. En menor medida
se recogieron frutos con dafios en poscosecha y muestras de plantulas de
vivero. Se recogié un nimero variable de muestras de cada uno de los 42
muestreos (campo y poscosecha) de Tenerife. En la tabla 1 se detalla el origen
de los muestreos y de las muestras recogidas.

Preparacién de las muestras y aislamiento de hongos. Se seleccionaron
porciones de las muestras (< 1 cm®) en las que se observaba el avance de las
necrosis entre zonas sanas y con dafios. Estas porciones se trataron con una
solucién de hipoclorito sédico en agua (0,5%) durante 30 s, posteriormente
se introdujeron en etanol al 70% otros 30 s, se aclararon con agua destilada
estéril y se dejaron secar sobre papel de filtro estéril en una cabina de flujo
laminar. Con un bisturi estéril se cortaron porciones de unos 5 mm® de las
zonas de avance de la enfermedad y se sembraron (unos seis fragmentos
por placa) en placas de Petri con el medio de cultivo papa dextrosa agar
con estreptomicina (PDAS: extracto de papa, 4 g/l; dextrosa, 20 g/I; agar,
15 g/l; y estreptomicina, 50 mg/l). Las placas sembradas se mantuvieron en
incubadora a 25 °C hasta que se observé crecimiento. Para la purificacién
de los aislados de los hongos obtenidos se tomaron porciones del avance de
las colonias que se transfirieron a una placa del mismo medio de cultivo (un
aislado por placa). Para el almacenamiento y conservacién de los aislados,
se realizaron repicados en tubos de agar inclinado de medio PDA y CMA
(agar de harina de maiz). Cuando el micelio en crecimiento cubrié toda la
superficie del medio de cultivo, se afiadié aceite de parafina estéril. Los tubos
se almacenaron en una incubadora refrigerada a 20 °C.

Observacién morfoldgica. En base a las caracteristicas morfolégicas de las
colonias en crecimiento y con el apoyo de la lupa binocular (Leica Wild
M10) y del microscopio éptico (Nikon Eclipse 50i), se separaron los aislados
fingicos representativos de los distintos aislamientos realizados durante todo
el trabajo. Entre estos, se seleccionaron a su vez los aislados que se utilizaron
para su identificacién mediante técnicas moleculares.

Extraccién de ADN de los aislados. Se utilizé el método de extraccién de
ADN mediante NaOH (Collado-Romero y col., 2006), también denominado
hotshot. Se tomaron porciones de micelio del hongo de la superficie del medio
de cultivo, se depositaron en un tubo Eppendorf de 0,2 ml y se afadieron
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20 pl de NaOH 25mM (pH 12) a cada tubo. A continuacién, se introdujeron
los tubos en una placa calefactora refrigerada a 95°C durante 15 minutos
y se bajé la temperatura seguidamente a 4°C durante 5 min. Una vez frios,
se afiadieron 20 pl de 40 mM de Tris-HCI (pH 5) para neutralizar el pH. Los
extractos de ADN asi obtenidos se agitaron y se centrifugaron. Estos extractos
se utilizaron inmediatamente o se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Identificacién de los aislados. Para la identificacién de los aislados de hongos
seleccionados se amplificaron secuencias especificas de su ADN mediante
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Se valoraron cinco regiones
del ADN utilizadas habitualmente para la identificacién de especies de esta
familia: ITS, EF1-a; Btubulina, SSU y LSU, y se seleccioné finalmente la regién
ITS con los iniciadores ITS-1 (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') e ITS-4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White y col., 1990). Cada mezcla de
25 pl para la PCR incluia: tampén NH, (10X), 2,5 pl; MgCl, (50 mM), 1,5
pl; dNTPs (100 mM), 0,25 pl; iniciadores (20 pM), 0,15 pl; Taq polimerasa,
0,2 pl; y extracto de ADN, 2 pl. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) utilizando el siguiente
programa: precalentamiento inicial a 94-95 °C durante 5 min; seguido de
30 ciclos: desnaturalizacién a 94-95 °C durante 30 s, alineamiento a 55 °C
durante 30 s y extensién a 72 °C durante 1 min; y finalmente, 72 °C durante
10 min. Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel en de
agarosa (1X TAE (40 mM Tris, 40 mM acetate, 2 mM EDTA, pH 8.0), 100
ml; agarosa, 1 g; RealSafe Nucleic Acid Staining (20.000X), 4,0 pl) y se
fotografiaron bajo luz UV. Los amplificados obtenidos se enviaron al Servicio
General de Apoyo a la Investigacién (SEGAI) de la Universidad de La Laguna
donde se purificaron y se secuenciaron.

Se estudiaron, alinearon y trataron las secuencias de ADN con la aplicacién
MEGA 7.0 y se compararon con las de especies existentes en bases de datos
(GenBank) mediante el programa BLAST del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi para conseguir
la identificacién de los aislados.

Ensayos de patogenicidad. Para estudiar la capacidad patogénica de los
aislados y cumplir con los postulados de Koch se llevaron a cabo dos ensayos
bajo cubierta y a temperatura ambiente. En el primer ensayo se utilizé un
aislado de Lasiodiplodia theobromae y en el segundo se seleccionaron cinco
aislados en representacién de las distintas especies de hongos obtenidas, que
se inocularon sobre el tallo de plantulas de aguacate, con el fin de evaluar los
dafios producidos en ellas. Se utilizaron pléntulas de la variedad Topa-topa de
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Fiﬁura 3. Ensayos de patogenicidad. A, aguacateros de la variedad Topa-topa en los invernaderos del ICIA; B,
tallo de aguacate dafiado con un sacabocado y preparado para su inoculacién; C, tallo de aguacate inoculado
cubierto con Parafilm M® con emisién de exudados; D, plantas del primer ensayo de patogenicidad.

3-6 meses (figura 3). Para obtener el inéculo se sembraron placas de PDA con
los aislados seleccionados que se mantuvieron en una incubadora durante
7 d a 25 °C en la oscuridad. Para la inoculacién de las plantas, se realizé
una herida de 0,5 cm de didmetro con un sacabocado estéril en el tallo de
cada una de ellas, a una distancia de 5 cm del cuello, en la que se inserté
un fragmento de PDA del mismo didmetro con micelio del hongo. La herida
inoculada se sellé con Parafilm M®, que fue retirado después de 15 d. Como
control negativo, se utilizaron plantas con fragmentos de medio de cultivo sin
micelio. Se inocularon ocho y seis plantas de aguacate por cada aislado del

a
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hongo en el primer y el segundo ensayo, respectivamente. La mitad de las
plantas inoculadas de cada aislado se embolsaron con pldstico transparente
para aumentar la humedad relativa (figura 3D). El pldstico se retiré diez dias
después de efectuada la inoculacién. Las plantas se regaron a demanda
y transcurridos tres meses desde la inoculacién se evaluaron sus sintomas
externos (primer ensayo) e internos (primer y segundo ensayo). Por Gltimo,
se realizaron aislamientos de las plantas inoculadas. Para ello, se corté una
porcién de tallo a 1-2 cm por encima y por debajo del punto de inoculacién.
Esta porcién se desinfecté utilizando el protocolo descrito anteriormente en
el apartado de preparacién de las muestras y aislamiento de hongos. Se
sembraron pequefios fragmentos de la zona de avance de la lesién en los
medios de cultivo PDAS y PDA, tras dejar secar la porcién desinfectada en
una cabina de flujo laminar.

Ensayos de inhibicién en placa. Se estudié la capacidad inhibidora en placa
de la bacteria Bacillus subtilis sobre algunos de los aislados obtenidos de
la familia Botryosphaeriaceae. La bacteria se obtuvo a partir del producto
SERENADE® MAX de Bayer Crop Science (cepa QST 713), que se prepard a
una concentracién del 1% p/v en agua destilada estéril. Para los ensayos se
utilizé inéculo de aislados de las especies Neofusicoccum luteum, N. parvum,
N. australe, N. cryptoaustrale y Lasiodiplodia theobromae obtenidos con un
sacabocado del frente de avance de una placa de medio de cultivo PDA
incubado 7 d a 25°C. La distribucién en la placa de estudio se realizé como
se indica en la figura 4, situando cuatro fragmentos de 0,5 cm de didmetro
de un mismo aislado fingico y 5 pl de la suspensién de la bacteria en tres
localizaciones. Se realizaron dos placas por cada aislado del hongo que se
incubaron a 25°C durante 7 d y se observaron para determinar la inhibicién
del crecimiento del hongo por parte de la bacteria.

Figura 4. Ensayo de inhibicién
en placa de medio de cultivo
PDA. Localizacién del aislado
fingico y de la bacteria Bacillus
subtilis (suspensién en agua del
producto SERENADE® MAX).

O Bacteria
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Resultados y discusion

Encuesta. La mayoria de las explotaciones encuestadas (68%) contaban con
menos de 1 ha de superficie, el 24% entre 1y 2 ha y el 8% mds de 2 ha.
Los marcos de plantacién mds frecuentes eran de 5 x 5 my 5 x 4 m. Ofros
marcos observados fueronde 6 x5 m, 4 x4 m, 6 x6m, 6 x4my3,5x3,5
m. La distribucién por edades de las explotaciones encuestadas se muestra
en la figura 5.
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Figura 5. Distribucién por edades en afios de las plantaciones de aguacate en las encuestas.

El 100% de los encuestados poseian aguacates del cultivar Hass, un 92,7%
empleaban Fuerte como polinizador, y el resto (7,3%) utilizaban Bacon. Un
22% de los encuestados, ademds de la variedad principal y el polinizador,
contaba con oftros cultivares en su explotacién como Orotava, Pinkerton, Reed
y Antillano. En cuanto a los patrones, el 54,2% tenia exclusivamente como
portainjerto plantas de raza Antillana, el 8,3% utilizaba Orotava, el 16,7%
tenia en su explotacién drboles con portainjerto Antillano y Orotava y, cabe
destacar, que el 20,8% de los encuestados desconocia la naturaleza del
patrén en su explotacion (ver figura 6).

La procedencia del agua de riego era mayoritariamente de galeria (59%)

seguida de mezclas (30%) y por Gltimo un 11% de pozo. En relacién al
sistema de riego, el 67,8% contaba con riego por goteo, seguido del 25%

con microaspersién y del 7,2% con aspersién.
—
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Figura 6. Diagrama circular de los portainjertos utilizados por los agricultores en las explotaciones.

El 62,9% de las fincas de aguacate sondeadas no poseia cultivos asociados,
el 29,6% de los aguacates se acompafaban de frutales de los que un 50%
eran de una Unica especie (mango, platanera, naranjo o parchita) y el resto,
de un conjunto de especies entre las que se encontraban guayabos, naranjos,
limoneros, mandarinos, perales, manzanos, higueras, parchitas, nispereros y
macadamias. Un 7,4% de las encuestas indican que realizan asociaciones
con hortalizas, principalmente papas y calabazas.

En cuanto a las labores realizadas en el cultivo, las fundamentales eran poda
(77,7%) y desbrozado (40,7%), seguidas de laboreo mecdnico (7,4%) y la

realizacién de la practica del anillado en el 18,5% de las encuestas.

Las principales limitaciones que encontraban los agricultores para la
produccién de aguacates se muestran en la figura 7. La mayoria de los
encuestados indicaban que la calidad del agua era uno de los principales
factores limitantes del cultivo, seguidos de problemas de suelo y drenaije,
vientos, plagas, robos y enfermedades. El clima limitaba el cultivo para un
3% de los encuestados.

A la pregunta de si sufre su cultivo alguna plaga o enfermedad, el 81,5%
indicé arafia cristalina (Oligonychus perseae Tuttle, Baker y Abbatiello,
1976), el 25,9% cochinilla del aguacate, (Nipaecoccus nipae Maskell,
1893), el 14,8% trips (Heliothrips haemorrhoidalis Bouché, 1833) y el 7,4%
no sufria de dafios por plagas. El 29,6% habian sufrido dafios debidos a
Phytophthora (Phytophthora cinnamomi Rands), sélo una parcela se habia
visto afectada por verticilosis (Vericillium dahliae Kleb, 1913) y ninguna por
rofia (Sphaceloma perseae Jenkins, 1934) ni armillaria (Armillaria mellea

(Vahl) P. Kumm, 1871).
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Clima 3,3% Calidad del agua 43,3%

Robos 6,7%

Plagas 6,7%

Vientos 6,7%

Enfermedades
6,7%

Suelo y drenaje 26,7%

Figura 7. Principales limitaciones para la produccién de aguacates segin los agricultores encuestados.

En la comercializacién, el 56,5% de los encuestados canalizaba su produccién
a través de las cooperativas, mientras que el 4,3% la realizaba a través de
Mercatenerife y el mismo porcentaje a través de gangocheros. El resto de
encuestados (30,4%) contesté que distribuye su produccién mediante ofros
canales de comercializacién.

En los aspectos relacionados con la familia Botryosphaeriaceae, el 18,5%
de los encuestados confirmaron haber estado afectados por esta enfermedad
diagnosticada por Laboratorio. Los sintomas relacionados con la enfermedad
observados en las parcelas encuestadas se recogen en la figura 8. El dafio
més frecuente fue la seca de ramas (77,8%), seguido de ennegrecimiento
de las ramas (40,7%), y chancros en el tronco principal y en ramas (18,5 y
14,8%, respectivamente). En un 11,1% de los casos también se observaron
manchas en frutos, manchas en puntas de las hojas y marchitez o tristeza en
las hojas. Por Gltimo, en muy pocos casos (7,4%) se detectaron frutos pequefios
que no se desarrollaban.

El 54,5% de las fincas encuestadas tenian entre un 1y un 15% de los érboles
afectados por sintomas asociados a esta enfermedad, y en un 22,7% de ellas
superaba el 75% (ver figura 9). La intensidad del dafio de esta enfermedad en
los arboles era de cardcter leve en un 62,5%, moderado en un 20,8% y grave
en un 16,7% de los encuestados. Un 13,6% del total de las fincas encuestadas
tuvo dafos en poscosecha en frutos provocados por esta enfermedad
principalmente en la variedad Fuerte, el resto de encuestados o no habia
observado dafios o no lo sabia. En cuanto a la distribucién de los drboles
afectados, el 85,7% de los encuestados presentaban drboles enfermos de
forma aislada, mientras que en el resto (14,3%) se localizaban en focos.

13
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Frutos pequefios que
no se desarrollan

Manchas en frutos
Manchas en las
puntas de las hojas

Marchitez o tristeza
en las hojas
Manchas en las
hojas en general
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Chancros en el
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Ramas secas 7.8
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Figura 8. Principales dafios atribuibles a hongos de la familia
Botryosphaeriaceae observados en las plantaciones de aguacate.
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Figura 9. Porcentaje de drboles en las plantaciones afectados por dafios
atribuibles a hongos de la familia Botryosphaeriaceae.

Para el control de la enfermedad en las parcelas afectadas, el 51% realizaba
la poda de ramas que retiraba de las parcelas, el 19% efectuaba la poda
sin retirada de ramas y el 30% no realizaba ninguna de ellas. Ademds,
un 22,2% de los encuestados habia aplicado tratamientos quimicos con
productos a base de cobre.




Para establecer objetivamente la prevalencia de la enfermedad en Tenerife
y en toda Canarias es necesario llevar a cabo nuevas prospecciones de
parcelas seleccionadas al azar en todas las zonas productoras. Esto permitiria,
ademds, estudiar posibles relaciones entre factores ambientales y enfermedad.
Los factores ambientales adversos pueden causar el debilitamiento de los
érboles y favorecer el desarrollo de la enfermedad en las parcelas afectadas
en comparacién con las parcelas que no lo estdn. Esta circunstancia es
especialmente importante en una enfermedad como ésta, con un marcado
cardcter oportunista y tan dependiente de las condiciones medioambientales.

Preparacién de las muestras y aislamiento de hongos. Observacién
morfolégica. Extraccién de ADN de los aislados. Identificacién de los
aislados. Se obtuvieron hongos en las siembras en placas de PDA, que se
purificaron después de su observacién a la lupa binocular y al microscopio,
hasta conseguir aislados en cultivo puro. Se obtuvieron un total de 153
aislados de las 123 muestras que se recogieron de los 42 muestreos. Estos
aislados se agruparon segin sus caracteristicas morfolégicas en placa,
y se seleccionaron 63 de ellos para su caracterizacién mediante técnicas
moleculares, que permitieron determinar la especie en 56 casos.

En 39 de los 42 muestreos se encontraron sintomas similares a los descritos
para esta enfermedad. En 27 de éstos se detectd alguna especie de la familia
Botryosphaeriaceae que pudo confirmarse en 25 de los casos mediante
técnicas moleculares: 24 muestreos con especies de Neofusicoccum (14, N.
luteum (Figura 10); 6, N. cryptoaustrale; 3, N. australe; 3, N. parvum; 3,

Figura 10. Placas de Petri con medio de cultivo agar de papa dextrosa (PDA) con dos aislados de
Neofusicoccum luteum, la especie que se detecté con mds frecuencia en la prospeccion.
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Neofusicoccum sp.) y 1 con Lasiodiplodia theobromae. Ademds, en 5 de las
parcelas se aislaron e identificaron 2 especies distintas de Neofusicoccum
simulténeamente y en 3 de ellas Colletotrichum sp. ademds de una o dos
especies de Neofusicoccum. En 4 muestreos se detecté exclusivamente
Alternaria sp. y en 2, Botrytis cinerea. En las restantes no se obtuvieron
resultados o aislamientos de hongos a los que atribuir los dafos observados.
En algunas ocasiones, las secuencias obtenidas coincidian con las de endéfitos
fingicos no identificados cuando se compararon con las de especies existentes
en bases de datos de GenBank mediante la aplicacién BLAST. Mencionar que
también se detecté N. parvum en una muestra de mango con sintomas de
necrosis descendente recogida en una de las parcelas visitadas. En la tabla 2
se muestran las especies identificadas y su distribucién por municipios.

Tabla 2. Resultados de las identificaciones de los hongos analizados mediante identificacién
molecular por secuenciacién y distribucién por municipios

Resultado Municipio

Alternaria alternata Arona

Alternaria chenopodiicola | Buenavista del Norte

Alternaria sp. Buenavista del Norte

Botrytis cinerea La Laguna, Buenavista del Norte
Cladosporium sp. La Laguna

Colletotrichum sp. Buenavista del Norte, Los Realejos, La Orotava
Endofito fungico La Orotava, El Sauzal, Los Realejos

Hongo no identificado El Sauzal

Lasiodiplodia theobromae | La Laguna

Leptosphaeria sp. La Orotava

Neofusicoccum australe Buenavista del Norte, La Matanza

Neofusicoccum

Guia de Isora, La Matanza
cryptoaustrale

Buenavista del Norte, El Sauzal, La Laguna, La Orotava, Los

Neofusicoccum luteum .
Realejos, Tacoronte, Tegueste

Neofusicoccum parvum Guia de Isora, Los Realejos, Tegueste
Neofusicoccum sp. Arona

Nigrospora oryzae La Matanza

Stemphylium sp. El Sauzal
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Estas especies coinciden con las encontradas en ofros paises productores
de aguacates en los que se ha citado también esta enfermedad (tabla 3),
salvo para N. cryptoaustrale que no habia sido citada hasta ahora para este
cultivo. En muestras de aguacate remitidas en 2015 al Laboratorio Nacional
de Referencia de Hongos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién
(Departamento de Ecosistemas Agroforestales, Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agronémica y del Medio Natural, Universidad Politécnica de
Valencia) también se detecté esta especie junto con N. luteum y Colletotrichum
alienum (Armengol, 2015). En el informe de resultados de dichas muestras
se indicaba que la deteccidn de las especies C. alienum y N. cryptoaustrale
en aguacate en las Islas Canarias suponia la primera cita de estos hongos
en Espafia. Y que, ademés, C. alienum habia sido descrito en Australia y
Nueva Zelanda en diversos frutales y, entre ellos, el aguacate. Por dltimo,
se mencionaba que N. cryptoaustrale sélo habia sido citada en eucalipto
en Suddfrica (Armengol, 2015). Colletotrichum gloeosporiodes es el agente
etiolégico de la antracnosis del aguacate. En este trabajo no se identificaron
los aislados de Colletotrichum encontrados en las muestras analizadas de
Tenerife, por lo que no es posible confirmar si se trata de C. gloeosporioides,
C. alienum o si se trataba de alguna ofra especie. Todos los aislados obtenidos
de Colletotrichum sp. se obtuvieron de ramas y ninguno de manchas del fruto.
En cualquier caso, en futuros trabajos es necesario confirmar las especies
presentes de este género de patégenos y definir las particularidades de los
sinfomas que producen.

El nimero de muestras de los tres tipos principales de sinftomas que causan
estos hongos (necrosis en ramas, chancros en tronco o ramas y pudriciones
en el fruto) estuvo muy desequilibrada en favor de las necrosis en ramas
(91 muestras de 32 origenes), con baja representacién de muestras de
frutos (22 muestras de cuatro origenes) y muy baja de chancros en troncos o
ramas (dos muestras de dos origenes). En estas condiciones no se encontrd
ninguna relacién entre estos tipos de sintomas, la localizacién geogréfica o
cualquier ofro factor de los estudiados y la presencia de una especie u otra
de los hongos identificados. En otros paises (ver tabla 3) los diversos tipos de
sintomas (necrosis descendentes en ramas y pedicelos, chancros en tronco y
ramas y diversas pudriciones en el fruto) parecen estar causados de manera
general por diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae, junto con
otras especies de hongos, con la prevalencia de unos u ofros segin paises
o regiones (tabla 3). Incluso en algunas publicaciones se menciona que la
incidencia y la distribucién de las especies varia entre zonas prospectadas
(McDonald y Eskalen, 201 1; Arjona-Gironay col., 2019). La mayor frecuencia




Tabla 3. Paises o estados en los que se han detectado sinfomas similares a los causados por hongos

Sintomas
Planta Frofo Especie de hongo
: 5 s s
Pais/Estado Referencia g o 2 > 2 2
s | 22 £ % |8
o |28 |5 s |9 RS}
S 8% 8s | © 235 2
S |38(88| 5 |35 |3
(@) Zs |ao = z z
Australia Hartill, 1991 X X
Australia Peterson, 1978 X X
Brasil Firmino y col., 2006 x x x
California Twizeyimana y col., 2013 X X X
California McDonald y col., 2009 x x x
California McDonald y Eskalen, 2011 x X X
Chile Auger y col., 2013 X
Chile Tapia y col., 2020 X X X
Chile Montealegre y col., 2016 x
Chile Valencia y col., 2019 X X X x
China Qivy col., 2019 x
Colombia RamirezGil y col., 2019 x x
Colombia Ramirez-Gil, 2018 X
Espafia Arjona-Girona y col., 2019 X X P
Espafia Zea-Bonilla y col., 2007 x
Etiopia Kebede y Belay, 2019 x x
Italia Guarnaccia y col., 2016 x x
México Molina-Gayosso y col., 2011 x x
Nueva Zelanda | Hartill, 1991 X X X
Nueva Zelanda | Hartill y Evertt, 2002 X x x
Per( Alama y col., 2006 X X X
Sudéfrica Darvas y Kotze, 1987 x X
Tailandia Trakunyingcharoen y col., 2015 x x x
Taiwan Niy col., 2011 X x x
Taiwan Niy col., 2009 x
* Abreviaturas: Nm, Neofusiccocum mediterraneum; Nma, N. mangiferae; Nn, N. nonquaesitum;
Lpt, Lasiodiplodiapseudotheobromae; Dd, Dothiorella dominicana; Da, D. aromatica; Di, D. iberica;
Cg, Colletotrichum gloeosporioides; Cf, C. fruticola; Ca, C. acutatum.
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de aparicién de N. luteum no se
corresponde con lo descrito en las
plantaciones del sur de la peninsula
donde predomina N. parvum (Arjona-
Girona y col., 2019).

Con respecto a los dafios producidos
por hongos en los frutos (en campo y
en poscosechal), se ha descrito que los
debidos a especies de Colletotrichum
se caracterizan por la aparicién
de oscurecimientos en la piel del
fruto (antracnosis), mientras que los
causados por especies de la familia
Botryosphaeriaceae se localizan en la
zona de insercién del pedinculo en
el fruto (stem end rof) (Hartill, 1991;
Menge and Ploetz, 2003; Ramirez
Gil y col., 2020). De las muestras
analizadas en nuestro trabajo, tanto
las que presentaban sintomas tipo
stem end rot, como las que mostraban
manchas en ofras localizaciones del
fruto, sélo se obtuvieron especies de
Neofusicoccum (N. luteum, N. australe
y N. cryptoaustrale) y ninguna de
Colletotrichum sp. De este modo, los
hongos detectados en las ramas e
inflorescencias de los aguacateros en
campo pueden también ser los que
causan dafios directamente en el fruto en
poscosecha. Por lo tanto, es necesario
llevar a cabo un mayor nimero de
aislamientos  con  caracterizaciones
detalladas de los sintomas y de otras
cuestiones ambientales, con el fin de
aclarar si realmente puede haber algin
tipo de asociacidén entre sintomas y
especies en Canarias, tanto en campo
como en frutos de poscosecha.
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En Costa Rica, se detectaron sinftomas de manchas cloréticas, quemaduras
marginales, deformacién de hojas, defoliacién, acortamiento de entrenudos
y muerte regresiva de ramas en darboles de aguacate en las que se detecté
por primera vez para este cultivo la bacteria de cuarentena Xylella fastidiosa
(Montero-Astia y col., 2008). Con el fin de descartar la posibilidad de
que esta bacteria fuera la causante de los sinfomas observados en esta
prospeccién realizada en Tenerife, se analizaron 25 muestras (una muestra
representativa por localizacién de 25 de las localizaciones prospectadas)
utilizando un protocolo de PCR en tiempo real basado en Harper y col. (2019)
y descritos en el documento PM7/024(4) de la European and Mediterranean
Plant Protection Organization (EPPO, 2019). No se detecté esta bacteria en
ninguna de las muestras analizadas.

R

Figura 11. Sintomas externos resultado de las inoculaciones en planta de aguacate de la variedad Topa-topa.
A, sintomas externos en planta control; B y C, dafios producidos por un aislado de Lasiodiplodia theobromae.
Ensayos de patogenicidad. Las figuras 11 y 12 muestran sintomas externos
representativos de patogenicidad del primer y del segundo ensayo,
respectivamente. Con frecuencia se observaron los exudados de azicares
blanquecinos caracteristicos del aguacate (manocetoheptulosa, Schaffer y
col., 2013) en los puntos de inoculacién (figura 11B y 12C) o en las partes
del tallo en las que se aplicé Parafilm M® para fijar el fragmento de inéculo en
el tallo (figura 3C). Las necrosis en los fallos inoculados en el primer ensayo
avanzaron pocos milimetros desde el punto de inoculacién tal y como se
observa en la figura 11B y 11C. En el segundo ensayo no se observaron
diferencias en los sinftomas externos entre el control y las plantas inoculadas,
aunque en este caso se estudiaron los sintomas internos, y se observé el
avance de la necrosis por el interior de las plantas inoculadas, tal y como se
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Figura 12. Sinfomas externos y sintomas internos resultado de las inoculaciones en planta de aguacate de la
variedad Topa-topa. Todas las plantas que se muestran en la figura, salvo E, se embolsaron durante 10 d después
de su inoculacién. A y B, control negativo (plantas inoculadas con un fragmento de agar libre de hongos),
sintomas externos (A) y sintomas internos (B); C y D, plantas inoculadas con un aislado de Neofusicoccum luteum
(la especie que se encontré con mds frecuencia en la prospeccién), sintomas externos (C) y sintomas internos (D);
E y F, sintomas internos en plantas inoculadas con un aislado de Lasiodiplodia theobromae, plantas sin embolsar
(E) y plantas embolsadas (F).
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muestra en la figura 12. No se observaron diferencias en los sintomas internos
entre plantas embolsadas y no embolsadas, salvo en el caso de L. theobromae
(figura 12E y 12F), aunque dicha diferencia podria ser consecuencia del
escaso nimero de plantas inoculadas, ya que esporddicamente algunas de
ellas no mostraron ningdn sintoma interno (tercera planta desde la izquierda
en la figura 12D). Estos sintomas estdn descritos en la literatura consultada
(McDonald y Eskalen, 2011; Arjona-Girona y col., 2019). Los hongos
inoculados se volvieron a aislar de las lesiones de las plantas al final del
ensayo, cumpliendo asi con los postulados de Koch.

Ensayos de inhibicién en placa. Aislados de las especies identificados como
L. theobromae, N. cryptoaustrale, N. australe, N. cryptoaustrale y N. luteum
fueron inhibidos en placa por la cepa QST 713 de B. subtilis (SERENADE®
MAX, Bayer Crop Science) (Figura 13).

Figura 13. Inhibicién del aislado 1A (Lasiodiplodia theobromae) por una dilucién del producto SERENADE®
MAX (Bacillus subtilis cepa QST 713, Bayer Crop Science) al 1% p/v (5 pl por localizacién).

Conclusiones
En las prospecciones realizadas en Tenerife en parcelas supuestamente
afectadas por hongos de la familia Botryosphaeriaceae, algo més de la mitad

de las fincas presentaban dafios en menos del 15% de los arboles, mientras
que en el 22,7% de las explotaciones se superaba el 75%. La intensidad de

22




Botryosphaeriaceae en aguacate en Tenerife

los dafios era mayoritariamente leve (62,5% de los casos) y grave para un
16,7% de los encuestados. Los drboles enfermos se encontraban distribuidos
de forma dispersa en el 85,7% de los casos y solo se agrupaban en focos
en el 14,3%. Los agricultores o técnicos manifestaron haber tenido dafios en
frutos en poscosecha en un 13,6% de las encuestas, principalmente de la
variedad Fuerte. El resto de encuestados no habia observado dafos en fruto
o lo desconocia.

El sinftoma més frecuentemente encontrado fue la seca de ramas, seguido de
ennegrecimiento de las ramas y chancros en el tronco principal y en ramas, y
en pocos casos se observaron manchas en frutos, manchas en las puntas de
las hojas, y marchitez o tristeza en las hojas.

En los aislamientos de hongos, la especie mds frecuentemente encontrada
entre las seleccionadas para su caracterizacién fue Neofusicoccum luteum,
y en menor proporcién, N. parvum, N. australe, N. cryptoaustrale,
Lasiodiplodia theobromae, y una especie no identificada de Neofusicoccum
sp. No se encontré relacién entre la presencia de una especie u ofra de
hongos y los tipos de sintomas asociados a esta enfermedad o su distribucién
por municipios.
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