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Resumen

El dafio a la lenticela es una afectacion que limita la produccion de Persea americana cv.
Hass. Dafios de lenticela severos afectan la calidad del fruto y disminuyen su valor. Existe
escasa informacion acerca de la causalidad de esta afectacion y la que esta disponible es
inconsistente. Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar los microorganismos cultivables
asociados a lenticelas sintomaticas con el fin de evaluar su participacion en el desarrollo del
dafio de la lenticela de P. americana cv. Hass. En el trabajo, 63 microrganismos fueron
aislados a partir de frutos con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes dos
unidades productivas pertenecientes al grupo Cartama y con prevalencias diferenciales del
dafio. Estos microrganismos fueron identificados molecularmente y su potencial patogénico
evaluado en frutos sanos de P. americana cv. Hass. No se evidenciaron diferencias entre los
aislados provenientes de las dos unidades productivas los cuales estuvieron enriquecidos en
Colletotrichum spp capaces de generar afectaciones en frutos sanos. Muchos de los géneros
aislados ya habian sido asociados al dafio de la lenticela, sin embargo, otros como
Phyllosticta y Nigrospora no habian sido reportados. El potencial patogénico de Phyllosticta
fue corroborado. A pesar de que no se logré agente causal del dafio de la lenticela pues el
dafio no pudo ser replicado in vitro, los resultados de este trabajo aportan al entendimiento
del dafio de la lenticela de P. americana cv Hass y da pie a futuras evaluaciones.

1.Introduccion

Persea americana (Miller, 1768), més conocida como aguacate o palta, es una especie
perteneciente a la familia Lauraceae la cual comprende entre 2.500 y 3.000 especies
aproximadamente, que se distribuyen por todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Renner, 2004). Muchas de estas especies son de importancia econdémica y, entre estas, P.
americana se destaca por su alto contenido proteico, de aceites, vitaminas A, B1, C D, é4cido
folico, biotina y minerales como cobre, magnesio, potasio y sodio (Schaffer et al., 2013; Siddiq
et al., 2012). El origen de P. americana ha sido asociado a América central, en particular a
México y Guatemala. Esta zona posee una alta diversidad de la especie (Galindo-Tovar &
Arzate-Fernandez, 2010) y es en donde se originaron algunos de los cultivares con mayor valor
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comercial como lo son el cv. Hass, el cv. Fuerte y el cv. Nabal (Alvarez et al., 2015; DANE',
2016). En particular, P. americana cv. Hass se obtuvo a partir del cruce entre la variedad
mexicana (P. americana var. drymifolia) y guatemalteca (P. nubigena var. guatemalensis). Este
cultivar es altamente productivo, auto fértil y genera frutos con contenidos de grasa entre el 17%
y el 21% y pesos entre los 150 gm y los 400 gm. Estas frutas también se caracterizan por su lenta
maduracion y su mayor calidad en la pulpa. Todas estas razones hacen que el 80% del aguacate
que se consume en el mundo sea del cv. Hass (Bernal, 2014; Schaffer et al., 2013).

Actualmente, Colombia cuenta con alrededor de 15.5 mil ha cultivadas de P. americana cv. Hass
que producen cerca de 95.3 mil Ton de fruta al afio. Gran parte de esta fruta se exporta a paises
como Canada, Estados Unidos, paises de la Unién Europea, Rusia, entre otros. A pesar de su
reciente apogeo, este cultivo no alcanza su potencial productivo en el pais. El rendimiento de
estos cultivos se estima es alrededor de 9.0 Ton/ha, el cual es bajo, considerando que el
rendimiento potencial de P. americana cv. Hass es cercano a las 30 Ton/ha (Granados Pérez &
Valencia Rincon, 2018). Por otro lado, la producciéon de aguacate colombiano también esta
limitado por problemas que afectan la calidad de la fruta asociados con calibres bajos,
afectaciones producidas por patdogenos, quemaduras solares y dafos en la epidermis. Estos
problemas causan pérdidas de alrededor USD 80.3 por Ton de fruta producida (Ramirez-Gil et
al., 2020).

Multiples factores son determinantes para los rendimientos y la calidad de la fruta en los cultivos
de P. americana cv. Hass. El clima es uno de ellos. La produccion de P. americana cv. Hass es
favorecida por climas frios moderados tipicos de los pisos térmicos que se encuentran entre los
1,800 a 2,600 msnm en el pais (Bernal, 2014). Los manejos a que se someten los arboles y los
frutos durante la cosecha y la postcosecha también son determinantes pues unos buenos manejos
resultan en un mayor numero de frutos que satisfacen los estandares de calidad para exportacion
(Bernal, 2014). Por el contrario, las enfermedades y afectaciones que impactan los frutos durante
la cosecha y la postcosecha son factores limitantes. Entre estas enfermedades y afectaciones, el
dafio de la lenticela se destaca. Esta afectacion, aunque puede ser observada en el fruto durante
la cosecha, es mas evidente durante la postcosecha. El dafio de la lenticela se caracteriza por la
aparicion de manchas de color café oscuro o negro bien definidas con diametros entre 1 mmy 5
mm que se desarrollan alrededor de la lenticela y se limita al exocarpo del fruto ( Everett et al.,
2008; Everett et al., 2001).

El daio de la lenticela es una afectacion particularmente limitante para los productores pues esta
entre los factores que se analizan para determinar el valor comercial del fruto y el mercado al
que estaré destinado (nacional o internacional) (CODEX, 2013). Para P. americana cv. Hass, las
pérdidas derivadas del dafio de la lenticela se estiman cercanas a USD 4.8 por Ton producida,
un valor superior a las pérdidas causadas por otros factores como dafios producidos por 4caros,
quemaduras solares y dafios por golpes (Ramirez-Gil et al., 2020). Las pérdidas derivadas de
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este dafio por lo general se aumentan debido que facilita la entrada de diferentes fitopatogenos,
lo que resulta en afectaciones mas severas y un mayor dafio del fruto (Everett et al., 2008).

Las causas del dano de la lenticela no son claras y son motivo de controversia. Actualmente, el
estrés mecanico sufrido por el fruto durante la cosecha y la postcosecha es una de las causas mas
aceptadas. Se hipotetiza que la necrosis observada en las lenticelas resulta de la oxidacion de
polifenoles que son liberados por células que mueren a causa del estrés mecanico (Zamora-
Magdaleno et al., 2001). Otra posible causa son las infecciones causadas por hongos
fitopatdgenos. Algunos trabajos reportan el aislamiento de Pseudocercospora purpurea,
Colletotrichum gloeosporioides y Dothiorella gregaria a partir de lenticelas con sintomas
caracteristicos del dano a la lenticela, sugiriendo la participacion de estos hongos en la
generacion de estos sintomas (Tamayo Molano, 2007; Zamora-Magdaleno et al., 2001).
Consecuente con esta hipotesis, la aplicacion de fungicidas durante la cosecha reduce la
severidad del dafo de la lenticela (Reina Norefia et al., 2015). La participacién de bacterias
fitopatdgenas actualmente no puede ser descartada ya que Pseudomonas syringae pv. syringae
también ha sido asociada a lenticelas sintomaticas (Scortichini, 2010; Smith, 1925).

Diversas evaluaciones han demostrado que humedades altas durante la cosecha y la postcosecha
se asocian a severidades mas altas de dafio de la lenticela ( Everett et al., 2001; Everett et al.,
2008; Milne, 1998; Schonenberger, 1999). Estos incrementos en la severidad son consecuentes
con ambas hipdtesis. Por un lado, los frutos hidratados presentan células en hiperplasia, las
cuales son mas susceptibles al estrés mecanico. Por el otro, microorganismos patdégenos, como
C. gloeosporioides, requieren de humedades altas para establecer la infeccion (Alkan & Fortes,
2015; Everett et al., 2008; Milne, 1998). Con el fin de esclarecer las causas del dafio de la
lenticela, el presente estudio busca evaluar la participacion de microorganismos fitopatogenos
en esta afectacion. Especificamente, se determinaran cuales son los microorganismos cultivables
asociados al dafio de la lenticela en dos unidades productivas de P. americana cv. Hass ubicadas
en dos regiones diferentes de Colombia y se evaluara su capacidad de reproducir la enfermedad.

2. Materiales y métodos
2.1 Descripcion de las unidades productivas y toma de muestras

Dos unidades productivas (UP) del grupo Cartama con diferentes condiciones agroclimaticas
y niveles de afectacion del dafio de la lenticela se seleccionaron para el estudio (Tabla 1).
Veinticinco frutos maduros (con materia seca de 24%) con sintomas tipicos del dafio de la
lenticela y necrosis del pedinculo se seleccionaron al azar para cada UP de las cosechas
principales del 2019. Estos frutos fueron cosechados con sus pedunculos, sumergidos en una
solucion de Timorex Gold ® (Stockton, Israel) a 2 ml/l y transportados a la universidad
EAFIT en donde se almacenaron por 21 dias a 6°C tratando de simular las condiciones a las
que son sometidos los frutos de exportacion durante la postcosecha.



Tabla 1. Descripcion de las condiciones geogrdficas, climdticas y el nivel de afectacion del dafio de la lenticela para las dos
unidades productiva del grupo Cartama.

Unidad Altura  precipitacion Temperatura Ubicacion Humedad Daiio
productiva (msnm) anual anual relativa lenticela
(mm) promedio anual
O promedio
(%)
Sinai 2000 1670 14.5 Anserma, 87 Alto

(Caldas (5° 16'
57.12" N 75° 47"
59.23" 0)

Escondida 2200 2248 16 Rionegro, 85 Bajo
Antioquia (6° 5'
58.274" N 75°
26'30.48" O)

2.2 Aislamiento de los microorganismos asociados al dafio de la lenticela

Para cada UP, muestras de alrededor 25 mm? de 4rea y 3 mm de profundidad con tejido sano
y sintomatico se tomaron del exocarpo y del pedunculo de 20 de los 25 frutos para los
aislamientos fingicos. Los 5 frutos restantes se emplearon para los aislamientos bacterianos.
En estos frutos se tomaron muestras similares, pero solo del exocarpo. La superficie de estas
muestras se esterilizo empleando hipoclorito de sodio (ProtoKimica, Colombia) al 2% por 5
minutos y etanol (ProtoKimica, Colombia) al 70% por un minuto, seguido por tres lavados
con agua destilada estéril. Para los aislamientos fingicos, las muestras de exocarpo o de
pedanculo fueron sembradas en cajas Petri con agar de papa y dextrosa (PDA, de sus siglas
en inglés) (Alpha Bioscience, USA) al 50% y se incubaron a 30°C hasta observar crecimiento
micelial. El micelio resultante fue sometido a multiples pases en PDA al 50% hasta la
obtencion de colonias puras las cuales fueron almacenadas en glicerol (ITW reagents,
Colombia) al 20% a —80°C y activadas en PDA al 50% por 8 dias a 30°C para su
caracterizacion.

Para los aislamientos bacterianos, se emplearon muestras compuestas que constituian en 4
muestras de exocarpo provenientes de un mismo fruto. Estas muestras compuestas se pasaron
a un Erlenmeyer de 250 con 50 ml de buffer fosfato (1.0 M, PH: 7) e incubaron por 24 horas
a 120 rpm y 30°C. El sobrenadante se recuper6 y centrifugo a 4500 rpm por 15 minutos, y el
pellet resultante se sembro en cajas Petri con agar tripticasa de soya (TSA, de sus siglas en
inglés) (Oxoid, Inglaterra) al 50% por agotamiento. Las cajas fueron incubadas a 30°C por
48 horas, tiempo a partir del cual se evidenciaron las colonias bacterianas. Las cajas en donde
se evidencid una morfologia bacteriana dominante se seleccionaron y, a partir de estas, se
tomo una colonia e inoculo en un tubo Falcon de 15 ml con 10 ml de caldo tripticasa de soya
(TSB, de sus siglas en inglés) (Oxoid, Inglaterra). Los tubos se incubaron a 120 rpm y 30°C
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por 48 horas y centrifugaron a 4500 rpm por 15 minutos. El pellet resultante se almaceno en
glicerol al 20% a — 80°C y se activdo en TSA al 50 % por 48 horas a 30°C previo las
evaluaciones.

2.3 Caracterizacion e identificacion de los microorganismos asociados al dafio de la
lenticela

La caracterizacion morfoldgica de las colonias de los aislados se hizo visualmente a partir de
colonias fungicas crecidas en PDA al 50% por 8 dias y colonias bacterianas crecidas en TSA
al 50% por 48 horas, ambas a 30°C. Para las cepas fungicas, la morfologia del micelio y de
estructuras reproductivas se caracterizd empleando un microscopio Optico (Carl Zeiss) con
el objetivo seco a una magnificacion de 40X. Para las cepas bacterianas, las células se tifieron
con la tinciéon Gram y su morfologia se caracterizo en el microscopio 6ptico con el objetivo
de inmersion a una magnificacion de 100X.

Para la identificacion molecular, DNA gendmico se extrajo de la biomasa obtenida a partir
de cultivos de 48 horas en caldo Sabroud (Merck, Alemania) para los aislados fingicos o en
TSB para los bacterianos. En el caso de los hongos, la homogenizacion del micelio se hizo
con nitrégeno liquido y fuerza mecanica con la ayuda de un mortero y la extraccion de DNA
se hizo con el DNeasy powersoil kit siguiendo las indicaciones del fabricante (Quiagen,
Alemania). Para las bacterias, la extraccion de DNA se hizo empleando el protocolo de
Dellaporta et al., (1983). Especificamente, se utilizo 500 ul de buffer de lisis para el
rompimiento celular y 150 pl de una solucién de acetato de potasio (PH,4.8), para la
separacion del DNA se us6 isopropil alcohol (ITW Reagents, Alemania) y los lavados se
realizaron con etanol al 70% (Sigma,). El pellet de DNA fue almacenado en 50 pl de TE.

Un volumen de 2.5 ul del DNA gendmico extraido se emple6 en reacciones de PCR de 25 pl
de GoTaq® Green Master (Promega, Madison, WI) segun las instrucciones del fabricante.
Un fragmento de aproximadamente 550 pb del espaciador transcrito interno (ITS, de sus
siglas en ingles) de la region del ADN ribosémico se amplifico con los primers ITS1(5’-
TCCGTAGGTGAACCCTGCGG-3’) y ITS4 (S’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para
los aislados fungicos y, para los bacterianos, un fragmento de aproximadamente 1450 pb del
gen ribosomal 16S con los primers 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R
(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Las amplificaciones resultantes fueron enviadas a
Macrogen (Corea del sur) para su secuenciamiento en ambas direcciones (forward y reverse)
con el método Sanger empleando como primers de secuenciamiento los mismo primers
empleados para la amplificacion en la PCR. El primer 1492R fue la excepcion ya que fue
remplazado por el primer interno 907R (5'- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3").

Para la asignacion taxonomica, los electroferogramas de las dos secuencias obtenidas
(forward y reverse) fueron visualizados y los extremos de las secuencias trimados
manualmente teniendo la calidad de la secuencia como criterio. Estas secuencias fueron
alineadas empleando un alineamiento global con free end gaps y un costo de matriz con el
65% de similaridad en Geneious Prime (version 2020.2.4) para obtener una secuencia
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consenso por organismo. En los casos en los que no se contaba con ambas secuencias, es
decir, cuando la calidad de una de ellas no era confiable, se emple6 una tinica secuencia en
lugar de la secuencia consenso.

Para los aislados bacterianos, la asignacion se hizo comparando las secuencias de cada
aislado con otras secuencias reportadas en el GenBank empleando la herramienta Nucleotid
Basic Local Aligment Search Tool (Altschul et al., 1990). Para los aislados fungicos, un
alineamiento similar al empleado para obtener las secuencias consenso se realiz6 incluyendo
las secuencias de los aislados y secuencias de cepas tipo (Tabla Anexo 1) de organismos
asociados a patologias de aguacate. El alineamiento obtenido se emple6 para la construccion
de un arbol filogenético por medio del método estadistico maximum likelihood en MEGA
(Version X-64). Este analisis empleo una sustitucion tipo nucleotidica con el modelo
kimura2- parameter y un tratamiento de gaps de delecion completa y el método filogenético
empleado fue Bootstrap con 100 réplicas. La agrupacion del arbol filogenético obtenido fue
empleada para la asignacion taxondmica de los aislados fingicos.

2.4 Evaluacion de diferencias entre los aislados flingicos segun el origen de aislamiento

La prueba exacta de Fisher se empled para evaluar diferencias entre los aislados fingicos
procedentes de las dos UP y de los dos tejidos de aislamiento (exocarpo y pedunculo). para
el analisis se utiliz6 el programa R Core Team, 2020, del cual se usé la funcion ‘fisher.test’
del paquete Stats version 4.04. usando un nivel de confianza del 95% en el analisis de los
datos. Por su parte, la diversidad alfa de las comunidades fungicas aisladas se calculo
empleando la funcion ‘Diversity’ del paquete Vegan version 2.5.7 (Oksanen et al., 2020).

2.5 Ensayos de patogenicidad

Para la preparacion de los inoculos para los ensayos de patogenicidad, los aislados fueron
activados en PDA al 50% o en TSA al 50% segtn lo especificado y crecidos en tubos falcon
de 15 ml con 10 ml de caldo Sabroud para los aislados fungicos y TSB para los bacterianos.
Los tubos se incubaron por 48 horas a 120 rpm y 30°C y se centrifugaron por 15 minutos a
4500 rpm. Los pellets de biomasa obtenida a partir de estos cultivos se recuperaron y el
sobrenadante se descarto.

Los pellets miceliales se maceraron en tubos Falcon de 15 ml que contenian 5 perlas de vidrio
(4 mm de didmetro; Merck) y aproximadamente 5 ml de caldo Sabroud los cuales se agitaron
por 2 minutos con la ayuda de un vortex (vortexer) a la velocidad méxima de agitacion. La
suspension micelial obtenida se traslado a tubos eppendorf de 2 ml a los que se les adiciond
un volumen equivalente de una mezcla de infeccion compuesta por tween 80 al 0.05%
(Merck, Alemania), caldo Sabroud 2% y CMC 0.05% (ProtoKimica, Colombia). La
concentracion de estas suspensiones miceliales se ajustd a 5x10° fragmentos de micelio/ml
de mezcla de infeccién empleando una camara de Neubaeur (BOECO, Alemania). En el caso
de los pellets bacterianos, estos se suspendieron en la mezcla de infeccién y su densidad
optica a 600 nm se ajusto para que estuviera entre 0.5 y 0.8 empleando un espectrofotometro



Genesys 10s (Thermo scientific). Las suspensiones fungicas y bacterianas resultantes
sirvieron de inoculo para las evaluaciones de patogenicidad.

Dos ensayos de patogenicidad de tamizaje se realizaron con el fin de identificar los aislados
con potencial patogénico. Estas evaluaciones incluyeron todos los aislados fungicos y
bacterianos y fueron seguidas por una tercera evaluacion la cual solo incluyo los aislados con
potencial patogénico. Las tres evaluaciones emplearon frutos sanos de P. americana cv. Hass
con materia seca del 24% aproximadamente los cuales se desinfectaron con etanol al 70%
antes de las inoculaciones.

En las evaluaciones de tamizaje, los frutos se inocularon con 2 ul de las suspensiones fingicas
y bacterianas empleando dos tipos de inoculacion, en el primero, la inoculacion se asistié con
una herida de 2 mm aproximadamente de ancho y de profundidad en el sitio de inoculacion.
Esta herida se hizo con una aguja estéril. En el segundo, los 2 ul de muestra se esparcieron
en un aro de 2 cm? aproximadamente con un isopo. Los sitios de inoculacién fueron marcados
y los frutos inoculados se secaron a 23°C e incubaron a 18°C en cdmaras de humedad por 12
dias. La evaluacion de sintomas se hizo cada 3 dias de manera visual y las camaras de
humedad constituian tuppers plasticos (Wepon) con toallas de papel humedas en el fondo.
Los frutos se ubicaron sobre cajas de Petri estériles de 60 mm para evitar que entraran en
contacto con las servilletas himedas. Las evaluaciones incluyeron 5 inoculaciones por
aislado para cada tipo de inoculacion (con herida y con isopo). Cada fruto fue inoculado en
10 sitios diferentes los cuales incluian 8 suspensiones de aislados bacterianos o fingicos, un
control agua y un control mezcla de inoculacion. La distribucion de los aislados en los frutos
se hizo de manera aleatoria hasta completar las 5 réplicas biologicas.

Adicional a la patogenicidad de los aislados en los frutos, estas evaluaciones preliminares
también evaluaron la patogenicidad de los aislados en el pedinculo. Para esto, 2 ul de las
suspensiones fingicas y bacterianas se inocularon en peduinculos sanos adheridos al fruto a
0,5 cm de la zona en que estos se adhieren al fruto. Las inoculaciones se hicieron de manera
similar a la inoculacion de los frutos que incluian herida y la incubacion de los frutos con los
pedanculos inoculados se hizo como se describido anteriormente. Tres pedunculos se
inocularon por aislado como replicas bioldgicas y los controles agua destilada estéril y
mezcla de inoculacion también fueron incluidos en estas evaluaciones.

Los resultados de estas dos evaluaciones permitieron seleccionar los aislados con potencial
patogénico. Especificamente, los aislados se consideraron patogénicos cuando presentaron
algun tipo de sintoma (Figura 5) en al menos 3 sitios de inoculacion, independiente del tipo
de inoculacion. Aquellos aislados que causaron necrosis del pedinculo también fueron
seleccionados. Solo 10 aislados fungicos cumplieron este criterio y fueron evaluados en un
tercer ensayo. Para este ensayo, el exocarpo de los frutos de P. americana cv. Hass se
impregno con las suspensiones de inoculacion de un aislado con la ayuda de in isopo estéril.
Estas evaluaciones incluyeron 4 frutos por aislado como replica biologica y también
incluyeron los controles agua destilada estéril y mezcla de inoculacion. Los frutos se secaron
e incubaron segun lo anterior y para la evaluacion de sintomas se tomaron fotos al inicio (to)



de la evaluacion y después de una semana de incubacion (t1) para calcular el aumento de
lenticelas.

3. Resultados

Un total de 63 aislados fueron obtenidos a partir del exocarpo y del pedunculo de frutos de
P. americana cv. Hass con sintomas tipicos del daio de la lenticela que provenian de las UP
del grupo Cartama, El Sinai y La Escondida (Tabla 2; Tabla anexo 2). El 82.5% de los
aislados (52 aislados) fueron fungicos y los demas (11 aislados) bacterianos. De los aislados
fingicos, 30 provenian de frutos de la UP El Sinai, correspondientes a 16 aislados del
pedinculo y 14 del exocarpo del fruto. Los 22 restantes provenian de frutos de la UP La
Escondida, con 6 aislados del pedinculo y 16 del exocarpo del fruto. En el caso de los
aislados bacterianos, 4 provenian del exocarpo de frutos de la UP El Sinai y 7 del exocarpo
de frutos de la UP La Escondida. Estas evaluaciones no incluyeron aislados bacterianos
provenientes del pedunculo.

Tabla 2. Microorganismos aislados a partir lenticelas sintomdticas y pedunculos necrosados de frutos de Persea americana
cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela discriminados segun la procedencia.

Unidad Productiva
Microrganismo Sinai Escondida Total
Tejido vegetal
Pediunculo Fruto Pedunculo Fruto
Hongos 16 14 6 16 52
Bacterias NA * 4 NA 7 11
Aislados con asignacion Taxonémica
Hongos 8 11 6 11 36
Bacterias 4 6 10

*NA: No aislados

3. 1 Caracterizacion morfologica de los aislados

Todos los aislados fungicos presentaron micelio septado y en su mayoria colonias
algodonosas y filamentosas, con patrones de colores y texturas variables (Figura 1A-H). Los
aislados se clasificaron en 8 grupos morfoldgicos definidos con base en las morfologias de
colonias predominantes observadas (Figura 1 B-H y Tabla 3). Los grupos 1 y 2 contenia el
mayor niimero de aislamientos con el 22.6% (12 aislados) y el 21.0% (11 aislados). Seguido
por el grupo 3 con el 13.2% (7 aislados), el grupo 4 y 5 con el 9.4% (5 aislados), cada uno,



el grupo 6 con el 5.6% (4 aislados) y el grupo 7 con un 3.8% (2 aislados) (Tabla anexo 2).
Los demas aislados (7 aislados) no fueron incluidos en los grupos morfoldgicos pues tenian
una morfologia de colonia distintiva o la morfologia no fue caracterizada pues estos perdieron
viabilidad durante el proceso de almacenamiento (16 aislados). Algunos aislados
desarrollaron estructuras reproductivas bajo las condiciones evaluadas. Tres tipos de
estructuras fueron observados (Figura 1 I-K). Las estructuras mas comunes fueron esporas
unicelulares, cilindricas y hialinas (Figura 1 I) observadas para la mayoria de los asilados del
grupo morfologico 2 (9 aislados) y tres aislados del grupo morfologico 4. Dos aislados de los
grupos morfologicos 4 y 5 presentaron esporas semicilindricas y melanizadas con septos
horizontales y verticales (Figura 1 J) y un aislado del grupo 3 presento estructuras
melaniazadas circulares (Figura 1 K) (Tabla anexo 2).

Figura 1. Caracterizacion morfoldgica de los aislados fungicos obtenidos a partir lenticelas sintomdticas y pedtnculos
necrosados de frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes de las
unidades productivas El Sinai 'y La Escondida. A) Imagen representativa del micelio septado. B-H) Fotos representativa de
los ocho grupos morfolégicos. J-K) Imdgenes de las estructuras reproductivas formadas por los aislados fiingicos. Las fotos
corresponden a cultivos de 8 dias en PDA al 50%.



Tabla 3. Grupos morfoldgicos definidos para los aislados fungicos obtenidos a partir de lenticelas sintomdticas y
pedtnculos necrosados de frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes
de las unidades productivas El Sinai' y La Escondida.

Grupo

Descripcion

Grupo 1

Colonia filamentosa de color blanco con textura algodonosa y
crecimiento rapido, circular y regular. El centro de la colonia toma una
coloracion gris y posteriormente naranja, cambio de coloracion que
coincide con el micelio mas viejo y el inicio de la esporulacion.

Grupo 2

Colonia filamentosa inicialmente de color blanco con textura
algodonosa y crecimiento rapido, circular y regular. La colonia y el
medio de cultivo toman con el tiempo una coloracion naranja y se
observan aros de crecimiento sectorizado.

Grupo 3

Colonia de color blanco y crecimiento lento, circular e irregular. La
colonia presenta zonas de crecimiento micelial diferenciado hacia el
exterior (micelio mas joven) y un cambio de coloracién de blanco a
gris en el centro (micelio de mas edad).

Grupo 4

Colonia de crecimiento lento, circular y regular. La colonia presenta
una textura algodonosa y estd formada por un micelio de color blanco
con crecimiento aéreo. El centro de la colonia (micelio de mas edad)
se torna gris.

Grupo 5

Colonia de crecimiento lento, circular y regular con textura algodonosa
que se caracteriza por el desarrollo de un halo de color gris bien
definido en el centro de la colonia (micelio de mas edad)

Grupo 6

Colonia de color negro con crecimiento circular regular y textura
polvorosa. Las colonias de mas edad forman un halo micelial blanco
hacia el exterior

Grupo 7

Colonia de color blanco y textura polvorosa con crecimiento rapido y
rastrero

En el caso de los aislados bacterianos, todos fueron cocobacilos Gram negativos y solo dos
morfologias de colonia fueron evidenciadas. Estas morfologias de colonias se emplearon para
dividir los aislados bacterianos en dos grupos morfoldgicos (Figura 2; Tabla 4). en donde el
grupo morfologico 1 fue predominante con el 72.2 % de los aislados (8 aislados).
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Tabla 4. Grupos morfoldgicos definidos para los aislados bacterianos obtenidos a partir de lenticelas sintomdticas de frutos
de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes de las unidades productivas el

Sinai'y La Escondida.

Descripcion
Grupos Morfologia Morfologia celular Tincion
colonia Gram
Grupo 1 Colonia circular de  Cocobacilos Gram
color amarillo, con negativo
elevacion convexa
y margen entero
Grupo 2 Colonia Cocobacilos Gram
puntiforme de negativo

color crema y de
elevacion convexa,
margen entero

Figura 2. Caracterizacion morfoldgica de los aislados bacterianos obtenidos a partir de lenticelas sintomdticas de frutos de
Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes de las unidades productivas El Sinai
y La Escondida. A y C) Imdgenes representativa de los dos grupos morfoldgicos. B-D) Imdgenes representativas de las
tinciones de gram. Las fotos corresponden a cultivos de 4 dias en TSA.

11



3.2 Asignacion taxonomica de los aislados

La asignacioén a nivel de genero se logro para 36 aislados fungicos (69.2%; Tabla anexo 2) y
su filogenia se muestra en la Figura 3. Entre los 16 aislados que no fueron identificados
estaban aquellos que perdieron viabilidad durante el proceso de almacenamiento (15
aislados) o aislados con electroferogramas de baja calidad que imposibilitaron la asignacion
taxonémica (1 aislado). El género Colletotrichum fue predominante con 13 aislados (36.1%).
Otros géneros observados fueron Neuroespora, con seis aislados (16.6%), Nigrospora,
Diaporthe y Phyllosticta, cada uno con 3 aislados (8.3%), Bipolaris con 2 aislados (5.5%),
Daldinia y Entoanema, con un aislado cada uno (2.7%). Cuatro aislados (11.1%) recibieron
una asignacion ambigua entre los géneros Cytospora y Diaporthes, ya que el fragmento de
ITS empleado para la asignacion no permitio diferenciar entre estos dos géneros.
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Figura 3. Mapa filogenético de los aislados fuingicos obtenidos a partir de lenticelas sintomdticas y pedtnculos necrosados
de frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafo de la lenticela provenientes de las unidades
productivas El Sinai y La Escondida. El drbol filogenético fue construido el método de mdximo likelihood y muestra las
agrupaciones taxonomicas de los aislados comprada con organismos tipo y su respectivo nimero de accesion.

La composicion de las comunidades fingicas aisladas no diferia de una UP a la otra con un
nivel de confianza del 95% segln la prueba de Fisher (Figura 4A, P-value: 0.074). Aunque,
la comunidad aislada de El Sinai fue ligeramente mas diversa segiin la probabilidad de

12



=

Porcentaje

100

80

80

40

20

Simpson (0.78 comparada a 0.75 para La Escondida). Mientras que los géneros
Colletotrichum, Bipolaris, Nigrospora, Neuroespora, Cytospora y Diaporthes fueron
aislados de ambas UP, géneros como Entoanema y Phyllosticta fueron exclusivos del Sinai
y Daldinia de La Escondida.

Contrario a lo observado para las UP, las comunidades fungicas aisladas provenientes del
exocarpo del fruto difirieron a las provenientes del pedunculo (Figura 4B, P-value < 0.001),
siendo la comunidad del pedunculo mas diversa (probabilidad de Simpson de 0.82 comparada
a 0.64 para el exocarpo del fruto). Colletotrichum fue el taxon prevalente en el exocarpo del
fruto representando el 52.2% de aislados provenientes de este tejido, respectivamente. En el
pedunculo, los taxones dominantes fueron Neuroespora, representando el 30.8% de los
aislados (4 aislados), y Nigrospora, representando el 23.1% (3 aislados).

B

B Neurospora B Neurospora
D Bipolaris &8 D Bipolaris
[ Nigrospora [ Nigrospora
B Diaporthe '% 8 H Diaporthe
O Phyliosticta § O Phylosticta
B coletotrichum E =g B colletotrichum
B Cytospora/Diaporthe B cCytospora/Diaporthe
B Dadina 9 B Daldinia
l Entoanema l Entoanema
o
Sinai  Escondida Fruto Pedunculo

Figura 4: Comunidades fungicas aisladas a partir de lenticelas sintomdticas y pedtunculos necrosados de frutos de Persea
americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la lenticela discriminados segtin A) la unidad productiva (El Sinai' y La
Escondida) y B) el tejido de aislamiento (fruto y pedunculo).

La diversidad en los aislados bacterianos fue baja observandose un género dominante
(Pantoea) asignado al 60.0 % de los aislado (6 aislados). Los demas aislados fueron
asignados a los géneros Paenibacillus, Pseudomona, Bacillus, y la familia
Enterobacteriaceae.
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3.3 Ensayos de Patogenicidad

El 30.1% de los aislados fungicos (16 aislados) generaron alguna afectacion al ser inoculados
en frutos sanos de P. americana cv. Hass en los ensayos de tamizaje (Tabla Anexo 2). Cuatro
tipos de afectaciones fueron identificadas (Figura 5): aumento del nimero o tamafio de las
lenticelas necrosadas (Figura 5A), crecimiento micelial, (Figura 5B), pudricion del fruto
(Figura 5C) y aparicion de islas verdes (Figura 5D). Todas estas afectaciones coincidian con
el sitio de inoculacién y fueron independiente del tipo de inoculacion. Los aislados
bacterianos también fueron incluidos en estas evaluaciones, sin embargo, ninguno causé
afectaciones por lo que fueron considerados como aislados sin potencial patogénico.

Diez aislados fueron seleccionados a partir de estos aislados que generaron afectaciones para
ser evaluados en un tercer ensayo (Tabla Anexo 2). Estos se consideraron como aislados mas
patogénicos pues causaron mas de una afectacion y de manera recurrente dentro de una
misma evaluacion y entre las dos evaluaciones. Entre estos aislados mas patogénicos, el taxon
Colletotrichum fue recurrente con cinco aislados pertenecientes a este género. Los demas
aislados pertenecieron a los géneros Neuroespora (1 aislado), Bipolaris (1 aislado),
Phyllosticta (1 aislado), y Cytoespora (1 aislado) (Tabla Anexo 2). La cepa EAFIT-F0023
también hizo parte de estos aislados mas agresivos. La asignacion taxondmica para esta cepa
no estaba disponible, pero pertenencia al grupo morfologico 3. Aunque esta evaluacion se
realizd en contadas ocasiones no se pudieron obtener resultados, debido que los frutos
maduraban de manera prematura e irregular durante el periodo de evaluacion lo que
imposibilito la segunda evaluacion de los sintomas.

14



Figura 5. Afectaciones comunes observadas en frutos sanos de Persea americana cv. Hass inoculados con los aislados
fungicos obtenidos a partir de lenticelas sintomdticas y pedunculos necrosados de frutos de Persea americana cv. Hass con
sintomas tipicos del dafio de la lenticela provenientes de las unidades productivas El Sinai'y La Escondida. Imdgenes tipicas
de, A) el aumento en las lenticelas, B) el crecimiento micelial en el exocarpo del fruto, C) la pudricion del fruto alrededor de
la inoculacion, y D) desarrollo de islas verdes.

4. Discusion

El presente estudio aislé cepas fungicas y bacterianas a partir de lenticelas sintomaticas y
pedinculos necrosados de P. americana cv. Hass con sintomas tipicos del dafio de la
lenticela. Muchas de las cepas fungicas pertenecian a géneros como Colletotrichum y
Diaporthe que ya habian sido reportados como géneros asociados al dafio de la lenticela del
P. americana cv. Hass en trabajos similares (Darvas, Jozsef, 1982; Tamayo Molano, 2007).
Sin embargo, otros géneros como Phyllosticta y Nigrospora, que también fueron aislados,
no habian sido reportados. Independiente de haber sido asociados al dafio de la lenticela, la
mayoria de los géneros aislados han sido reconocidos por incluir hongos fitopatégenos
capaces de producir sintomas como chancros, antractonsis, manchas negras y tizon en
diversos cultivos (Baayen et al., 2002; Fang et al., 2020; M. Sharma & Kulshrestha, 2015).
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Colletotrichum spp. fueron predominantes entre los aislados pertenecientes a géneros con
conocidos fitopatogenos. Individuos en este género se reconocen por causar antracnosis,
enfermedad que ataca diferentes cultivos entre estos el aguacate, el mango, el tomate, la
papaya, etc. El sintoma caracteristico de la antracnosis son manchas necrdticas que se
desarrollan en diferentes tejidos del hospedero, incluyendo el exocarpo del fruto (M. Sharma
& Kulshrestha, 2015; Trinidad-Angel et al., 2017). Phyllosticta spp., Nigrospora spp.,
Cytospora spp. y Diaporthes spp., que también pertenecen a parte de géneros con conocidos
hongos fitopatdgenos, fueron igualmente aislados, pero en menor medida. Phyllosticta spp.
esta reportados como el agente causal de la peca negra o black spot en guayaba y Nigrospora
spp. como el agente causal del tizon en diversos cultivos frutales y ornamentales de
importancia economica (Baayen et al., 2002; Liao & Wang, 2020; P. Sharma et al., 2013;
Wang et al., 2017). Cytospora spp. y Diaporthes spp., a pesar de ser en su mayoria saprofitos
y endofitos, pueden causar chancros en cultivos como manzana, pera y pistacho (Fang et
al., 2020; Nouri et al.,, 2019; Udayanga et al., 2011). Cabe mencionar que el género
Neuroespora, €l cual fue el segundo género prevalente entre nuestros aislados después de
Colletotrichum, es mas conocido por su capacidad antifungico que su potencial fitopatogeno
(Hynes, 2003; Perkins & Davis, 2000). Solo una de nuestras cepas de Neuroespora sp. genero
sintomas en frutos de P. americana cv. Hass, a pesar de la prevalencia del género entre
nuestros aislados, mas evaluaciones son necesarias para verificar la patogenicidad de esta
cepa.

Adicional a esta cepa de Neuroespora sp, muchos de nuestros aislados mostraron un
potencial patogénico al ser capaces de generar sintomas en frutos de P. americana cv. Hass,
en especial las cepas de Colletotrichum spp. Sin embargo, los sintomas observados en
nuestras evaluaciones fueron variados y, con excepcion de tres aislados, no correspondian a
los sintomas tipicos del dafio de la lenticela. Muchos trabajos han tratado sin éxito de replicar
el dafio de la lenticela en condiciones de laboratorio (K. Everett et al., 2008; E. S. Rodriguez-
Lopez et al., 2013; Trinidad-Angel et al., 2017). La falta de éxito puede ser debida a que,
para el desarrollo del dafio de la lenticela, se requieran de condiciones especificas y dificiles
de replicar in vitro. Por ejemplo, algunos Colletotrichum spp. inician la infeccion de manera
temprana en frutos jovenes de tomate de arbol y aguacate. Una vez establecido, el hongo
entra en una fase de latencia en la cual permanece hasta que sefiales relacionadas con la
maduracion del fruto lo llevan a iniciar la fase infectiva. En esta fase, el hongo comienza un
crecimiento necrético acelerado que da lugar a los sintomas y signos de la enfermedad (Rios,
2010; E. Rodriguez-Lopez et al., 2009). Es posible que nuestros aislados también requieran
de una fase de latencia para iniciar su infeccion.

Uno de los sintomas mas predominantes fueron los denominados “islas verdes”, también
conocidas como “biosinia verde”. Estas islas verdes estan definidas como la aparicion de un
area de tejido verde que rodea un sitio de infeccion, ha sido asociada con patogenos fingicos
biotroficos. Estas islas parecen tener la funciéon de mantener al patégeno viable pues estas
aparecen al final de la infeccion y son el resultados de la retencién o descomposicion y
reverdecimiento de la clorofila (Walters et al., 2008). Similar a nuestros aislados de
Colletotrichum spp. que causaron islas verdes en aguacate, hay reportes de Colletotrichum
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graminicola causando islas verdes en hojas de cultivo de maiz (Behr et al., 2010). La
aparicion de micelio blanco, més que un sintoma, es un signo de las enfermedades fungicas
y fue comuin en nuestras evaluaciones de patogenicidad. Muchos hongo fitopatégenos
terminan su ciclo infectivo con la produccion de micelio y agregados de esporas que
colonizan la superficie del tejido infecto del hospedero (Pelczar et al., 2020). La pudricion,
que también se encontrd entre los sintomas observados en nuestras evaluaciones, esta
asociada a multiples enfermedades, entre ellas destaca la antracnosis causada por hongos del
género Colletotrichum. Esto es consecuente con el alto numero de cepas de Colletotrichum
spp. incluidas en nuestras evaluaciones (INTAGRI, 2017).

Un numero limitado de trabajos han evaluado la relacion entre el dafio de la lenticela y
fitopatogenos bacterianos (Scortichini, 2010; Smith, 1925). En particular, Smith (1925)
atribuye el dafio de la lenticela del aguacate a Bacterium citriputeale, actualmente,
Pseudomona syringae pv. syringae. Entre nuestros aislados bactrianos, solo un aislado
pertenecia al género Pseudomona, pero este no mostro potencial patogénico. Pantoea, que
fue el género mas comun, también incluye algunos fitopatdgenos capaces de causar chancros
en citricos y tizon en arroz (Sherafati et al., 2014; Toh et al., 2014). Sin embargo, este no ha
sido reportado como fitopatogeno de aguacate lo que es consecuente con nuestras
observaciones de que ninguno de nuestros aislados caus6 dafo en P. americana cv. Hass.
Entre nuestros aislados bacterianos también observamos Bacillus sp., Paenibacillus sp.
Enterobacteriaceae sin embargo estos tampoco han sido reportados como patogenos de
aguacate y no generaron sintomas.

En este trabajo, no encontramos evidencia de que las diferentes severidades del dafo de la
lenticela observado para las UP este asociado a diferencias en la composicion y la diversidad
de las comunidades fingicas. Las comunidades aisladas no fueron diferentes entre las UP a
un nivel de confianza del 95 %, aunque vale mencionar que si se observaron diferencias a un
nivel de confianza del 90 %. Otra observacidon importante es que algunos géneros estuvieron
limitados a una UP especifica. Por ejemplo, Phyllosticta spp. y Entoanema spp. solo fueron
aislados del Sinai y Daldinia spp de La Escondida. Por el contrario, Colletotrichum spp.,
Bipolaris spp., Nigrospora spp, Neurospora spp. y Cytospora/Diaporthes spp. fueron
aislados de ambas UP. Esto es importante porque, mientras que estos géneros comunes
podrian ser considerados como parte de la microflora tipica del cultivo de P. americana cv.
Hass., aquellos no comunes podrian ser pensados como géneros variables que dependen de
las condiciones agroclimaticas de la UP.

Con relacion al sitio de aislamiento, la comunidad fiingica de aislada de lenticelas necrosadas
de P. americana cv. Hass difirié de aquella aisladas de los pedunculos con necrosis. En
particular, los aislados de las lenticelas fueron menos diversos y estuvieron enriquecidos en
Colletotrichum spp., Phyllosticta spp. y Entoanema sp. Por su lado, los aislados del
pedunculo estuvieron enriquecidos en Daldinia spp. y Neurospora spp. Estas diferencias son
interesantes pues sugieren que los microorganismos responsables de la necrosis del
pedunculo no son los mismo que aquellos del dafo de la lenticela. Estas observaciones tienen
relevancia en términos del ciclo de vida del patogeno. Algunos hongos como parte de su ciclo
infectivo infectan diferentes tejidos del hospedero. Estos tejidos pueden servir de reservorios
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de inoculo capaces de causar nuevas infecciones. Este es el caso de N. parvum en cultivos de
mango y Colletotrichum sp. en cereza acida en donde el inoculo que infecta el fruto proviene
de esporas provenientes de infecciones de pedunculo (Sandoval-Sanchez et al., 2013;
Stensvand, 2017). Nuestros resultados sugieren que este no es el caso para el dafio de la
lenticela y que la fuente de inoculo no proviene de las infecciones de pedunculo. Sin
embargo, mas evaluaciones son necesarias pues algunos de nuestros aislados provenientes
del pedunculo fueron capaces de causar sintomas en frutos sanos.

Durante nuestro trabajo no logramos completar los postulados de Koch, por lo que no
podemos asegurar que el agente causal del dafio de la lenticela este entre los microrganismos
aislados. Es importante resaltar que nuestras observaciones deben ser consideradas con
cuidado, considerando las limitaciones de nuestro trabajo. Es decir, la asociacion entre la
composicion y la diversidad de las comunidades fungicas con la severidad del dafio de la
lenticela de las UP no puede ser descartada y la existencia de una microflora tipica del cultivo
de P. americana cv. Hass no puede ser asegurada. Trabajos adicionales son necesarios para
evaluar estas hipotesis. Entre las limitaciones de nuestro trabajo estan el nimero de aislados
el cual es bajo y la estrategia de aislamiento empleada la cual puede estar favoreciendo el
aislamiento de ciertos taxones. Incrementar el nimero de aislados y emplear diferentes
medios de cultivo con contenidos nutricionales variables podria incrementar el poder
estadistico y favorecer el aislamiento de taxones mas variables (Copetti et al., 2009;
Francisco et al., 2006). Por otro lado, algunos de nuestros aislados no fueron incluidos en
parte de los andlisis que comparaban las diferencias entre las comunidades fingicas aisladas
pues fueron perdidos durante el almacenamiento o no pudieron ser identificados. Un caso
particular es el de los individuos los dos individuos de los grupos morfolégicos 5 y 6 con
esporas semicilindricas, melanizadas y septadas. Estos hongos, aunque no pudieron ser
identificados, pertenecen probablemente al género Alternaria considerando la morfologia de
sus esporas. Alternaria spp, ha sido aislado de P. americana cv. Hass y ha sido asociado a
enfermedades como la rofia junto a Colletotrichum spp. (Alfaro-Espino et al., 2017). Otro
limitante de nuestros andlisis es la metodologia empleada para la asignacion taxondmica la
cual no permite evaluar la diversidad inter e intra-especies ya que los primers empleados
(ITS1 e ITS4), aunque permiten la delimitaciébn por género, no presentan una buena
resolucion a nivel de especie (Martin & Rygiewicz, 2005; Martin & Alvaro, 2001).

A pesar de estas limitaciones, nuestros resultados son de importancia pues aportan a nuestro
entendimiento del dafio de la lenticela de P. americana cv Hass. Nuevos géneros con
potencial patogénico fueron encontrados ademds de los cominmente asociados con este
dafio. Esto reafirma lo observado por estudios previos y aporta conocimiento nuevo. Este
estudio da pie a futuros estudios en los que se evaliien algunas de las preguntas que surgieron
durante este trabajo. ;Existe una microflora comtn del cultivo de P. americana cv. Hass y
otra variable que depende de las condiciones agroclimaticas de cada cultivo? ;Qué
implicaciones tienen esta microflora variable? ;Existe una fase de latencia en el ciclo de vida
del agente causal del dafio de la lenticela que dificulta la replicacion del dafio in vitro? Futuras
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evaluaciones que incluyan mas sitios de muestreo y evaluaciones de patogenicidad en campo
permitiran dar respuesta a algunas de estas preguntas.

5. Conclusiones

63 microrganismos fueron aislados a partir de frutos de P. americana cv. Hass con sintomas
tipicos del dafio de la lenticela. Estos incluian cepas de los géneros Phyllosticta spp.,
Nigrospora spp., Cytospora spp., Diaporthes spp. y Neurospora spp. Entre los que
Colletotrichum spp. fueron predominantes. Muchos de estos aislados mostraron un potencial
patogénico al ser capaces de causar sintomas en frutos sanos de P. americana cv. Hass.
Nuestros resultados no permiten concluir una asociacion entre las severidades diferenciales
del dafio de la lenticela observadas en las UP y la composicion y la diversidad de las
comunidades fungicas asociadas al dano de la lenticela. Nuestros resultados no mostraron
una relacion que permita asociar el dafio del pedinculo con el dano de la lenticela, sin
embargo, no podemos descartar por completo esta asociacion, debido a que cepas aisladas en
pedunculo pudieron causar infeccion en frutos.
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Tabla Anexo 1

Tabla 5: organismos tipos utilizados y numero de accesion, utilizados en la construccion del mapa filogenético.

Aislado Accesion Referencia
Glomerella acutata IMI 117617 AF411700. Canon et al. -
Colletotrichum acutatum CBS 112996 JQ005776.1 2012
Colletotrichum horii C1180 GQ329690.1

Colletotrichum gloeosporioides IMI 356878 EU371022.1

Colletotrichum gloeosporioides CBS112999 JQO005152

Colletotrichum fructicola ICMP18581 JX010165

Colletotrichum fructicola BPDI16 FJ972603

Colletotrichum siamense BPDI2 FJ972613

Colletotrichum siamense ICMP18578 JX010171

Colletotrichum tropicale 5101 GU994331,

Colletotrichum tropicale CBS 124949 JX010264

Bipolaris maydis CBS136.29 KJ909769 Manamgoda et al.
Bipolaris maydis CBS 137271 AF071325 - 2014
Bipolaris sacchari ICMP 6227 KJ922386.1

Bipolaris zeae AR3795 KJ909786

Bipolaris zeicola AR5166 KJ909788

Bipolaris sorokiniana CBS120.24 KJ909776

Cytospora sorbicola MFLUCC 16-0584 KY417755 Lawrence et al.,
Cytospora sorbi MFLUCC 16-0631 KY417752 2018
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Cytospora atrocirrhata HMBF156 KF225610.1

Cytospora valsoidea AF192312

CMW 4309

Diaporthe benedicti SBen914 KM669929

Diaporthe ampelina Wolf912 KM669964

Phyllosticta capitalensis CBS 173.77 KF206179. Wikee et al. -
Phyllosticta capitalensis CBS 128856 JF261465.1 2013
Phyllosticta citricarpa CBS 127454 JF343583.

Phyllosticta braziliania LGMF330 JF343572

Phyllosticta hypoglossi CBS 434.92 FJ538367

Neurospora crassa FGSC 987 AF388914.1 Dettman et al.,
Neurospora africana FGSC 1740 AF388913 2001
Neurospora terricola FGSC 1889 AF388928

Gelasi-spora calospora FGSC 958 AF388931

Nigrospora sphaerica LC2705 KX985952 Wang et al. -
Nigrospora oryzae LC6760 KX986055 2017
Nigrospora chinensis CGMCC3.18127 KX986023

Pseudocercospora purpurea CBS:114163 GU269783 Crous et al. -
Pseudocercospora fijiensis CBS 120258 EU514248 2013
Entonaema liquescens agtS279 AY616686 Bitzer et al.,
Daldinia eschscholtzii agtS384 AY616684 2008
Daldinia concentrica agtS396 AY616683

Daldinia caldariorum AM749934

Diaporthe alleghaniensis CBS 495.72 FJ889444




Diaporthe citri AR3405 KC843311.1
Diaporthe celastrina CBS 139.27 KC343047 gggaﬂga ctal. -
Diaporthe cotoneastri CBS 439.82 FJ889450.1

Tabla Anexo 2

Tabla 6: Caracterizacion e identificacion de los microorganismos aislados a partir lenticelas sintomdaticas y pedunculos necrosados de
Frutos de Persea americana cv. Hass con sintomas tipicos del dario de la lenticela -Fruto

Cepa Unidad Tejido de Grupo Morfologia de  Asignacion Produccion de sintomas
productiva aislamiento morfologico espora taxondmica

EAFIT-F0001 Sinai pedanculo Grupo 1 Neurospora sp.

EAFIT-F0002  Sinai Pedtnculo Grupo 4 Entonaema sp.

EAFIT-FO003  Sinai Pedtnculo Grupo 2 Tipo 1

EAFIT-F0004  Sinai Pedunculo Grupo 2 Bipolaris sp.

EAFIT-FO005  Sinai Pedunculo

EAFIT-F0006  Sinai Pedtnculo Grupo 7 Nigrospora sp.

EAFIT-F0007  Sinai Pedtnculo Grupo 2 Tipo 1

EAFIT-FO0008  Sinai Pedtnculo Grupo 3 Diaporthe sp.

EAFIT-F0009  Sinai Fruto Grupo 4 Tipo 1 Diaporthe sp.
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EAFIT-F0010  Sinai Fruto Grupo 6 Phyllosticta sp.

EAFIT-FOO11  Sinai Fruto Grupo 6 Phyllosticta sp. Islas verdes, crecimiento micelio
blanco, lenticelas pequefias *

EAFIT-FO012  Sinai Fruto Grupo 4 Tipo 1 Colletotrichum sp.  Crecimiento de micelio blanco,
lenticelas pequetias, generacion de
necrosis®

EAFIT-FO013  Sinai Fruto Grupo 6 Phyllosticta sp.

EAFIT-F0014  Sinai Fruto Grupo 4 Tipo 1 Colletotrichum sp.

EAFIT-FO015  Sinai Fruto Grupo 2 Tipo 1 Islas verdes

EAFIT-FO016  Sinai Fruto Grupo 1

EAFIT-FO017  Sinai Fruto Grupo 5 Colletotrichum sp.

EAFIT-FOO18  Sinai Fruto Grupo 2 Tipo 1 Colletotrichum sp.  Islas verdes, crecimiento de
micelio blanco*

EAFIT-FO019  Sinai Fruto Grupo 2 Tipo 1 Colletotrichum sp.  Crecimiento de micelio blanco,
islas verdes, generacion de
necrosis®

EAFIT-F0020  Sinai Fruto Grupo 2 Tipo 1 Colletotrichum sp.

EAFIT-F0021  Sinai Pedunculo Grupo 2 Tipo 1

EAFIT-F0022  Sinai Fruto Grupo 2 Tipo 1 Colletotrichum sp.

EAFIT-F0023  Sinai Pedunculo Grupo 3 Crecimiento de micelio blanco,
islas verdes®

EAFIT-F0024  Sinai Pedunculo Grupo 1 Nigrospora sp.

EAFIT-F0025 Sinafi Pedunculo Micelio blanco, Islas verdes

EAFIT-F0026  Sinai Pedunculo Grupo 2 Tipo 1 Neurospora sp.
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EAFIT-F0027  Sinai Pedunculo Grupo 3

EAFIT-F0028  Sinai Pedunculo Grupo 1 Diaporthe sp.

EAFIT-F0029  Sinai Pedunculo Grupo 5 Tipo 2 Isla verde*

EAFIT-F0030  Sinai hoja Grupo 3 Tipo 3 Micelio blanco

EAFIT-F0031  Escondida  Fruto Grupo 2 Colletotrichum sp.

EAFIT-F0032  Escondida  Pedunculo Grupo 1 Neurospora sp.

EAFIT-F0033  Escondida  Fruto

EAFIT-F0034  Escondida  Fruto Grupo 5 Colletotrichum sp.

EAFIT-FO035  Escondida  Fruto Grupo 3 Cytospora sp.-

Diaporthe sp.

EAFIT-F0036 ~ Escondida  Pedunculo Grupo 5 Colletotrichum sp.  Islas verdes, crecimiento de
micelio blanco, lenticelas
pequenas®

EAFIT-F0037  Escondida  Fruto Grupo 5 Colletotrichum sp.

EAFIT-FO038  Escondida  Fruto Grupo 1 Neurospora sp. Islas verdes*

EAFIT-FO039  Escondida  Pedunculo Grupo 1 Neurospora sp.

EAFIT-F0040  Escondida  Fruto

EAFIT-F0041  Escondida  Fruto Grupo 1 Neurospora sp. Micelio blanco

EAFIT-F0042  Escondida  Fruto Grupo 1 Cf. Cytospora

EAFIT-F0043  Escondida  Pedunculo Nigrospora sp.

EAFIT-F0044  Escondida  Fruto

EAFIT-F0045  Escondida  Pedunculo Grupo 6 Bipolaris sp. Islas verdes, crecimiento de

micelio blanco*
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EAFIT-F0046  Escondida Fruto Grupo 1 Cf. Cytospora

EAFIT-F0047  Escondida  Fruto Grupo 3

EAFIT-F0048  Escondida  Pedunculo Grupo 7 Daldinia sp.

EAFIT-FO049  Escondida  Fruto Grupo 1 Colletotrichum sp.  Islas verdes, crecimiento de

micelio blanco®

EAFIT-F0050  Escondida  Fruto Grupo 1 Colletotrichum sp.

EAFIT-FOOS1 ~ Escondida  Fruto

EAFIT-F0052  Escondida  Fruto Grupo 3 Cytospora sp. Micelio blanco*

EAFIT-F0053  Sinai Fruto Grupo 4 Tipo 2 Islas verdes
Bacterias

EAFIT-B0001  Sinai Fruto Grupo 2 Paenibacillus sp.

EAFIT-B0002  Sinai Fruto Grupo 2 Enterobacteriaceae

EAFIT-B0003  Sinai Fruto Grupo 2 SPlzeudomona sp.

EAFIT-B0004  Sinai Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

EAFIT-B0005  Escondida  Fruto Grupo 1 Bacillus sp.

EAFIT-B0006  Escondida  Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

EAFIT-B0007  Escondida  Fruto Grupo 1

EAFIT-B0008  Escondida  Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

EAFIT-B0009  Escondida Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

EAFIT-B0010  Escondida Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

EAFIT-B0011  Escondida  Fruto Grupo 1 Pantoea sp.

* Aislados seleccionados y considerados mas patogénicos al causar alguna afectacion de manera recurrente.
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