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RESUMEN

El cultivo de aguacate en Colombia ha presentado un incremento en el area sembrada
durante la Gltima década, especialmente en clima frio moderado, entre 1.800 y 2.500 msnhm.
La variedad Hass se destaca por tener la mayor area sembrada en este clima. Este cultivo
presenta grandes retos tecnologicos para su expansion; entre ellos el manejo de
enfermedades ocupa un lugar predominante por las implicaciones que tiene en costos,
impacto en la salud, ambiente y restricciones para exportaciones. La marchitez, ocasiona la
muerte de numerosos arboles en todas las etapas del cultivo y presenta la mayor incidencia
y severidad de las enfermedades identificadas para este cultivo. El desconocimiento de los
agentes causales de esta enfermedad, ha llevado a realizar practicas de manejo inadecuadas.
Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar los agentes flungicos causales de la
marchitez de Persea americana, de acuerdo a sus estructuras microscépicas y corroborar su
identidad mediante técnicas de biologia molecular. Los microorganismos que se han
encontrado hasta el momento en los municipios de Santa Rosa de Cabal, Quinchia, Pereira,
Belén de Umbria, Apia y Balboa son: Fusarium sp., Cylindrocladium sp., Cylindrocarpon
sp., Verticillium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp. No obstante, como es un trabajo en
curso, se estd haciendo un andlisis mas amplio de muestras de raices provenientes de los
distintos municipios, y posteriormente corroborar mediante técnicas de biologia molecular
la identidad de los hongos fitopatdgenos aislados.
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INTRODUCCION

En Colombia, se siembra aguacate desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm,
principalmente para el mercado local (Bernal & Cipriano, 2008; Rios &Tafur, 2003). La
produccidn se caracteriza por la siembra de arboles nativos principalmente. EI aumento del
consumo per capita interno y su potencial exportador como fruta fresca y procesada,
condujo al incremento de la siembra de variedades mejoradas aptas para varios climas,
destacandose la variedad Hass para clima frio moderado. La mayor area sembrada de esta
variedad se encuentra en el departamento de Antioquia con 2300 ha y con una proyeccion
de 10 000 ha al 2015 (Ruiz, 2010; Mejia, 2010; Bernal & Cipriano, 2008; Rios & Tafur,
2003).
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El cultivo es afectado por importantes problemas fitosanitarios que limitan su produccion,
por su frecuencia y severidad, se destacan: Pudricion de raiz (Phytophthora cinnamomi var.
Cinnamomi) considerado el patdgeno de mayor incidencia y desorden fisioldgico
(Zentmyer, 1984; Pérez, 2008; Ramirez, 2013). Llaga radical (Armillaria mellea) (Ramirez,
2013). Llaga radical (Rosellinia sp.) (Lopez et al, 1999; Bartoli, 2008). Rofa (Sphaceloma
perseae) (Ceja et al, 2000) Antracnosis, muerte descendente (Glomerella cingulata
(anamorfo Colletotrichum gloeosporioides) (Zamora et al, 2001; Vidal et al, 2005; Reyes,
1996). Mancha negra o Mancha anular (Pseudocercospora purpurea) (Mavuso et al, 2015).
Pudricion chocolate (Rhizopus stolonifer) (Tamayo, 2007). Pudricion del fruto (Dothiorella
sp) (Tamayo, 2007). Secamiento descendente (Lasiodiplodia theobromae) (Alama, 2006;
Picos, 2015). Fumagina (Capnodium sp, Asteridiella perseae, Calothyriolum aphiahynum,
Lembosia perseae, Meliola antioquensis) (Tamayo, 2007). Mildeo polvoso (Oidium sp)
(Bartoli, 2008).

Actualmente se describen problemas radicales por entidades fungicas diferentes a
Phytophthora cinnamomi, sus sintomas en campo y su comportamiento en diferentes
patrones de aguacate en fase de vivero es una incognita, motivo por el cual, es de
importancia conocer sus aspectos epidemioldgicos para su manejo.

Segun reportes de productores de aguacate (Persea americana Mill) en el departamento de
Risaralda se presenta sintomas de marchitez ocasionadas por diversas entidades fungicas,
las cuales inicialmente son atribuidas al pseudohongo Phytophthora cinnamomi.
Actualmente Segin Ramirez et al., (2013), diversos patdgenos estan involucrados en la
marchitez del aguacate en Colombia, entre los cuales se encuentran diversas especies de
Fusarium y el complejo Cylindro que lo conforman los hongos fitopatogenos
Cylindrocladium sp. y Cylindrocarpon sp., ocasionando sintomas en campo similares a los
de P. cinnamomi.

Actualmente no se conoce con precision los hongos fitopatdgenos que se encuentran
asociados a la marchitez del aguacate, motivo por el cual es necesario caracterizar los
agentes fungicos de acuerdo a sus estructuras microscépicas y corroborar su identidad
mediante técnicas de biologia molecular.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El aguacate es una fruta que tiene un alto potencial, gracias a su aceptado consumo en
fresco y las cualidades que tiene para su procesamiento agroindustrial (Ramirez, et al.
2014). Sin embargo debido al aumento de la poblacién mundial, el deterioro del medio
ambiente, y la gran capacidad de variacion genética de los microorganismos fitopatdgenos,
han llevado al ser humano a desarrollar procesos de produccién agricolas mas extensivos,
que a lo largo de la historia han traido consigo plagas y enfermedades mas agresivas a los
cultivos. Como agente causal asociado al marchitamiento de la planta de aguacate, se
sefiala al hongo Verticillium albo atrum, no obstante, los signos y sintomas que presenta la
planta pueden confundirse con la pudricion de la raiz causada por P. cinnamomi (Bernal y
Diaz, 2005). Por lo que es muy importante realizar un diagnostico seguro.
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A pesar de que el departamento de Risaralda, presenta condiciones agroecologias optimas
para el cultivo de Persea americana, la variaciobn genética que presenta estos
microorganismos, han ocasionado que las enfermedades provocadas por estos hongos
varien constantemente, desencadenado una confusion para su correcto diagnostico y
manejo. Por lo tanto, es necesario desarrollar en primera instancia este tipo de investigacion
que permita identificar hongos fitopatégenos asociados a la marchitez del aguacate. Este
trabajo permitira caracterizar entidades fangicas reportados o no reportados en el cultivo de
Persea americana en el departamento de Risaralda. La pregunta de investigacion que se
pretende abordar en la elaboracion de este proyecto es ¢Cuales son los hongos
fitopatdgenos, asociados a la marchitez del aguacate (Persea americana) en el
departamento de Risaralda?

JUSTIFICACION

Gracias a la alta demanda que tiene la fruta para la exportacion y las condiciones
agroecoldgicas que se presentan en el departamento de Risaralda, el cultivo de Persea
americana se ha convertido en una de las oportunidades més rentables del sector agricola.
Adicional a esto, en la Ley 1753 del 2015 Plan Nacional de Desarrollo (PND), existe una
estrategia de transformacion del campo, cuyo objetivo es impulsar la competitividad rural a
través de la provision de bienes y servicios sectoriales que permitan hacer de las actividades
agropecuarias una fuente de riqueza para los productores del campo (Bases del Plan
Nacional de Desarrollo, 2014-2018). De acuerdo con este objetivo, la informacién derivada
de este trabajo servird como base para desarrollar planes de manejo agronémico que
permitan establecer a largo plazo estrategias de control y prevencion de los agentes
causales del marchitamiento de la planta de aguacate en el departamento de Risaralda. Por
esta razén, es muy importante conocer, caracterizar y distinguir los diferentes hongos
fitopatdgenos que atacan el cultivo y por consecuencia generan una perdida tanto en el
rendimiento como en la economia del agricultor. La realizacion de este estudio podria
llegar a identificar especies de hongos fitopatégenos no reportados a la marchitez del
aguacate en el departamento de Risaralda, y a su vez facilitaria la implementacion de
estrategias para el mejoramiento de la competitividad del sistema productivo,
especialmente en el componente fitosanitario.

Aunque no se conoce con exactitud las pérdidas causadas por la marchitez del aguacate, si
es importante poder caracterizar estos hongos a nivel microbiolégico y molecular para
determinar no solo su morfologia, sino a su vez poder dar soluciones para el manejo de
esta.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar microbiologica y molecularmente hongos fitopatdgenos asociados a la
marchitez del aguacate (Persea americana) en el departamento de Risaralda.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reconocer hongos fitopatogenos asociadas a la marchitez del cultivo de aguacate
(Persea americana Mill.)

2. ldentificar mediante técnicas de biologia molecular las entidades fungicas aisladas

3. Caracterizar los sintomas de los patdgenos mediante pruebas de patogenicidad y
postulados de Koch.

REFERENTE TEORICO

El aguacate es una fruta tropical con creciente aceptacion en los consumidores del mundo
gracias a su contenido nutricional, a las diferentes opciones para su consumo en fresco y
procesado y su uso en la industria cosmética (ICA, 2012). Gracias a estas caracteristicas,
Colombia ha experimentado una alta dindmica, lo que ha generado el incremento de area
sembrada como resultado de las expectativas de exportacion como fruta fresca o procesada,
las buenas condiciones agrocliméticas que posee el pais y el aumento en el consumo per-
capita interno, lo que lo obliga a ser un pais importador (Rios y Tafur, 2003; Bernal y
Cipriano, 2008; Mejia, 2010). El pais cuenta con aproximadamente 22.000 hectéreas de
aguacate en produccion, en 65 municipios de 9 departamentos; De las cuales 2.086 son
georreferenciadas en el departamento de Risaralda (Bermudez, et al. 2015). Por
consiguiente, el sector fruticola en Risaralda ha contribuido, en la Gltima década, a la
diversificacion y dinamismo de la agricultura, como consecuencia, en gran medida, de la
situacion cafetera. Este escenario ha favorecido especialmente a los municipios del
occidente del departamento como Belén de Umbria, Santuario, Apia y Quinchia, ademas de
Santa Rosa de Cabal (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, et al. 2006).

Pese a las buenas condiciones agroecoldgicas, el alta demanda de la fruta para la
exportacion y la alternativa de diversificacién que presenta el cultivo de aguacate para las
zonas mas altas de la zona cafetera central. El cultivo de aguacate es afectado por un
importante complejo de enfermedades. Al respecto, el Instituto Colombiano Agropecuario
(2012) alerto sobre la disminucion del rendimiento, debido al incremento de la incidencia y
severidad de enfermedades causadas por hongos y a la proliferacion de focos de infeccion
(Reina, et al. 2015).

Los hongos son el grupo de microorganismos que mas enfermedades ocasiona y por lo
tanto sobre el que mas investigacion se ha realizado. Se sabe que mas de 8,000 especies de
hongos pueden causar enfermedades en las plantas (National Academy of Sciences 1980,
Agrios 1988). En Colombia, los hongos asociados al complejo marchitez que se han
reportado son: P. cinnamomi, Verticillium sp., A. mellea, Cylindrocladium sp., Rosellinia
sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. (Navarro, 1989; Buritica, 1999; Ciro et al. 2006 y
Tamayo, 2007).

La identificacion preliminar de fitopatogenos basada en estudios taxondémicos de los
hongos y su patologia sobre hospedero (Aoki et al., 2005), requiere tiempo y experiencia
considerables, sin embargo, los métodos moleculares como PCR agilizan la identificacion
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analizando regiones especificas dentro de genes (Rincon, et al. 2016). Tanto para estudios
de variabilidad genética como para analisis de regiones conservadas, se han evaluado
diferentes marcadores moleculares. Las regiones que codifican para el ARN ribosomico
(ADN mitocondrial, ADN nuclear), tienen mayor interés en estudios de taxonomia y
filogenia de hongos, mientras que las zonas no codificantes del ARNr, son mas utilizadas
en investigaciones de identificacion y tipificacion de estas especies (Iturralde, 2005). Los
genes 18S, 5.8S y 28S del ARNTr, (operon de ADN ribosdmico), se separa por dos regiones
espaciadoras internas que se transcriben, ITS1 e ITS2. Las regiones ITS son consideradas
como una secuencia universal de cddigos de barras para especies fungicas (lturralde,
2005).

METODOLOGIA

RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

Se estan recolectando muestras de raiz de aguacate (Persea americana Mill) en diferentes
municipios del departamento de Risaralda, las muestras vegetales que se recolectan son
aquellas que presentan anomalias, aparentemente originadas y ocasionadas por
microorganismos fitopatdogenos. Los predios se estdn visitando ocasionalmente para
identificar sintomas y obtener aislados de cada patogeno provenientes de diferentes estados
de desarrollo del cultivo.

Posteriormente, las muestras se estan llevando al laboratorio de Cultivo de tejidos de la
Universidad Santa Rosa de Cabal, UNISARC, para el aislamiento en condiciones
controladas y el diagnostico de los posibles agentes causales.

Para la siembra del material vegetal en medios de cultivo se toman pequefias fracciones de
las raices que contengan los sintomas y se realiza el proceso de desinfestacion.

PROTOCOLO DE DESINFESTACION
Con el objetivo de garantizar que los crecimientos fungicos observados coincidieran con los
sintomas presentes en las muestras, se realiza un protocolo de desinfestacion segun Agrios
(1995) que consiste en los siguientes pasos:

1. Lavado con hipoclorito al 1% por un minuto

2 Lavado con alcohol al 70% por un minuto

3. Lavado con agua destilada estéril (H20 de) por cinco minutos
4 Secado de la muestra con papel filtro por 5 minutos

Este protocolo de desinfestacion nos ayuda a evitar el desarrollo de otros posibles
microorganismos contaminantes asociados a la muestra.

AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE HONGOS

Las estructuras afectadas se siembran en condiciones asépticas (Camara de flujo laminar)
en medios de cultivo como: Potato (4,0g/l) Dextrosa (20g/l) Agar (15g/l) — PDA, al que se
le adiciona acido lactico al 1% para evitar el desarrollo de bacterias. Rosa bengala (Peptona
5¢/1, Dextrosa 10g/l, fosfato de potasio 1g/l, sulfato de magnesio 0.5g/l, Rosa bengala g/I,
cloranfenicol 0.10g/l), medio de cultivo que evita el crecimiento de levaduras, mohos y
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bacterias contaminantes que interfieren en el reconocimiento del agente causal. Y medio
Agar Avena, medio para inducir la esporulacién de los hongos en estudio. Hasta obtener los
cultivos puros.

Los aislados se someten a la camara de termoterapia a 28°C, favoreciendo el
crecimiento del patdgeno. Los cultivos se observan semanalmente y se re aislan los
aislados hasta obtener el cultivo puro e identificarlos con ayuda de claves taxondmicas.

IDENTIFICACION BIOLOGICA Y MOLECULAR DE LAS CEPAS

Una vez obtenido cultivos puros de los aislados, se precede a su clasificacion taxonémica
por descripcién de las estructuras al microscopio. Se realizan montajes en cubre y porta
objetos en compafiia de azul de lactofenol para tefiir estructuras especializadas hialinas y
visualizadas en un microscopio optico a 4X, 10X y 40X. Y para la clasificacion de hongos
fitopatogenos, se utilizan guias taxonémicas especializadas de Barnet-Hunter (1998) vy el
libro de Castafio-Zapata (2015).

Debido a que la mayoria de los casos la identificacion al microscopio solamente nos
permite identificar los 6rdenes, familias y algunos géneros se procedio a la identificacion
molecular de cada uno de los aislados para confirmar las especies patgenas. Para la
identificacion molecular se estandariza la metodologia de extraccion de ADN a partir de
colonias puras de los hongos y de amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa de
regiones conservas del genoma del reino Fungi.

e Extraccion de ADN a partir de las colonias puras de hongos
Con el objeto de garantizar una buena calidad de ADN para la amplificacion por PCR se
procedié a colocar a punto el protocolo de extraccién del ADN flangico a partir del
crecimiento micelial en medio de cultivo. En este estudio se esta utilizando el protocolo
Hafner, et al., (1995):

1. Recoger micelio activo del hongo y triturar con ayuda de un mortero

2. Agregar Sodio Dodecil Sulfato — SDS, al 1% en relacion 1:1 con relacién al tejido
vegetal

3. Agregar Fenol (1:1)

4. Adicionar Cloroformo (1:1)

5. Mezclar vigorosamente

6. Centrifugar a maxima velocidad (13.000 a 14.000 rpm) por 15’

7. Recoger el sobrenadante

8. Re-extraer con un volumen igual de cloroformo

9. Mezclar vigorosamente

10. Centrifugar a maxima velocidad (13.000 a 14.000 rpm) por 15’

11. Recoger el sobrenadante

12. Precipitar los acidos nucleicos totales con Isopropanol en una relacion (1:0,25)

13. Precipitar por centrifugacion a maxima velocidad (13.000 a 14.000 rpm) por 10’

14. Secar el precipitado por 5 minutos a temperatura ambiente

15. Resuspender con H20 biodestilada estéril
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e Ampliacion de la region ITS

Para identificar molecularmente las cepas de hongos, se estd amplificando por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) la zona del genoma comprendido entre las unidades
ribosomales 18S rDNA y 25S rDNA, que incluye las regiones no conservadas y el
ribosoma 5.8S rDNA. En este trabajo se estd utilizando los primers ITS1
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e ITS4 (5STCCTCCGCTTATTGATATGC3’) que
amplifican la totalidad de esta regién (White, et al., 1990).

La mezcla de la PCR se hace en un volumen total de 50ul, conteniendo un 1X del tampon
de reaccion, 400nM de cada primer, 100uM de cada dNTPs y 1.0 mM de MgCl, y 0.5
unidades de encima taq polimerasa (Ref. Biotools B&M, 10042), utilizando las siguientes
condiciones del ciclo del termociclador:

94°C — 5 min
94°C - 30 seg
40°C - 1 min 35 veces
72°C - 2 min

72°C - 10 min

4°C o

e Secuenciacion
Los productos obtenidos seran enviados directamente a MACROGEN Korea, donde los
procesaran.

Andlisis
Las secuencias se limpiaran de indeterminaciones con el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor, (1997) y posteriormente serdn comparadas utilizando el BLASTN (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul, et al., 1990) para encontrar similitudes en el
GenBack.

PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Con el objeto de verificar los sintomas de campo y su relacion con los agentes causales
aislados, se esta realizando pruebas de patogenicidad en plantulas, las cuales se obtienen de
la siguiente manera:

A. Seleccion y preparacion de semillas

Se someten a tratamiento hidrotérmico a 48-50°C por treinta minutos, luego son sumergidas
en una mezcla de los fungicidas carboxin + captan durante 15 min (Tamayo 2007) Después
se les remueve la testa de la semilla y se realiza un corte basal de dos a cuatro mm y un
corte apical de 10 a 20 mm, para acelerar la germinacion (Bernal & Cipriano, 2008). Las
semillas procesadas se siembran en bolsas plasticas (1kg de capacidad), con sustrato (50%
suelo, 25% cascarilla de arroz, 25% humus), previamente esterilizado en autoclave a 15
libras de presion y 121°C, por dos ciclos de 1 h. Las plantas se mantienen en condiciones de
casa-malla evitando asi factores externos.

B. Inoculacién
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A partir de cepas fungicas aisladas de arboles con sintomas de marchitez, se prepara la
suspension de esporas de la siguiente manera:

1. Se prepara diluciones de los patogenos a partir de los medios de cultivos puros,
raspando el micelio con un asa triangular y diluyendo los fragmentos obtenidos en H,O
destilada.

2. Las mezclas obtenidas se agitan a 120 rpm por una hora se calcula la concentracion de
unidades infectivas por mililitro con ayuda de un hemocitémetro. Para los patdgenos
respectivo se utiliza una concentracion de 1X10” por mililitro.

3. Se inoculan 20 ml de suspension de esporas sobre plantulas de aguacate de un mes de
edad en estado de vivero, que posean 5 hojas completamente expandidas (5-7 cm de
altura).

Para cada cepa se realizan 10 réplicas (plantulas) y como variables a evaluar después de 80
dias después de la inoculacion seran:

e Tiempo medio de aparicion de sintomas (TMAS)

e Tiempo medio de muerte de las plantulas (TMMP)

e Diametro de la raiz

e Peso seco raiz

e Expresion de los sintomas (Necrosis, muestre, manchas foliares, etc)

Los datos son exportados al programa Excel 2016 y analizados mediante el programa
Infostat version estudiantil 2011. Para las variables medidas en las pruebas de
patogenicidad se evaluara la homocedasticidad y normalidad de los datos, utilizando los
ensayos de Levene y Kolmogorov-Smirnov respectivamente. Después se realizara el
andlisis de varianza y la prueba de comparacion de medias con la prueba de Tukey, con un
nivel de significancia del 99%.

RESULTADOS OBTENIDOS

Descripcion de los patdgenos

Se procesaron un total de 60 muestras de raices afectadas, de estas muestras se obtuvieron
186 aislamientos, provenientes de 6 predios: finca Guadalupe, municipio de Santa Rosa de
Cabal, finca La Primavera, municipio de Balboa, finca La Hermosa, municipio de
Quinchia, finca La Maloka, municipio de Pereira, La Maria, municipio de Apia y Finca el
Papito, municipio de Belén de Umbria. Los aislados en medio de cultivo fueron descritos
macro y microscopicamente, y posteriormente clasificados  utilizando las claves
especializadas de hongos de Barnett (1967), Samson, et al., (1984), Domsch y Gams,
(1993), Kirk, et al., (2001), Barnett y Hunter (2003).

A. Descripcion de los sintomas en campo
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Se encontr6 marchitez generalizada de los arboles, caracterizandose por la muerte
progresiva de las hojas y su posterior caida. Al realizar la extraccion de las raices se
observaba coloracion oscura y el cilindro presentaba tonalidades rojizas, indicando
obstruccion vascular.

eza de las raices.
E, F. Tonalidad rojizo y marrén en el cilindro central de las raices.

B. Descripcion de los hongos fitopatégenos

De los 186 aislamientos, se ha determinado hasta el momento la presencia de 6 hongos
pertenecientes a los géneros Fusarium, Cylindrocladium, Cylindrocarpon, Verticillium,
Rhizoctonia y Phytophthora.

El primero, con un crecimiento miceliar lento y superficial, de coloracion blanca a amarillo
palido u ocasionalmente rosado a violeta, se observé mediante microscopia esporas
alargadas, ligeramente curvadas, con extremos agudos, segmentada, propias del genero
Fusarium sp. caracteristicas que coinciden con Duefias, et al ( 2008) y, Osorio y Castafio
(2011) en estudios de caracterizacion del genero Fusarium en diferentes cultivares.
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Frgura 2. A, B. Crecimiento en medio de cultivo y estructuras de Fusarium sp.

Se detectaron dos aislados con alta prevalencia en los aislamientos de raices afectadas
provenientes de los municipios del departamento de Risaralda. EI primero se caracteriz
por tener un crecimiento lento, de aspecto lanoso y frondoso, con coloracion desde
verde, pardo hasta amarillo. Microscopicamente se caracterizd por tener esporas
rectilineas, cilindricas, rectas, de extremos redondeados, de gran tamafio, formadas
sobre conidiéforos ramificados en forma de arbol o coremio, clamidosporas de color de
beige a café claro, formando cadenas. El segundo aislado se caracterizd por tener
crecimiento frondoso de contextura lanosa, de coloracion parda a café oscura y por la
presencia de masas conidiales blancas. Microscopicamente se detectd esporas
cilindricas, ligeramente  curvadas, segmentadas, ocasionalmente  fusoides,
clamidosporas redondeadas en duos unida una de la otra. Estas caracteristicas son
propias de Cylindrocladium sp. para el primer aislamiento y Cylindrocarpon sp. del
segundo.

Figura 3. AB,C,D. Crecimienfb en medio de cultivo, conididéforo, conidias y clamidosporas de
Cylindrocladium sp. E,F,G,H. Crecimiento en medio de cultivo, conidiéforo, conidias y
clamidosporas de Cylindrocarpon sp
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El cuarto aislamiento se caracterizo por presentar crecimeinto algodonoso de elevacion
media, con coloracion inicial cafe, que conforme pasaba el tiempo tornaba a café claro y
alos concentricos de color café. A nivel microscépico se detectd conidiéforos ramificados
en angulos agudos, con conidias unicelulares redondeadas. Estas caracterisitcas son propias
del género Verticillium sp. Estos resultados corresponden a lo descrito por Castafio (2015)
en la descripcion de especies de Verticillium atacando diversos cultivos de impotancia
econdmica.
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Figura 4. A,B,C,D. Crecimiento en medio de cultivo y estructuras microscopicas de Verticillium
sp.
El quinto aislamiento se caracterizo por presentar crecimiento algodonoso con altura superficial y

de coloracion gris oscura. A nivel microscopico se detectd micelio septado formando angulos de
90°. Estas caracteristicas son propias del género Rhizoctonia sp.

Figura 5. A,B. Crecimiento en medio de cultivo y estructuras microscopicas de Rhizoctonia sp.
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El sexto aislamiento se caracterizd por presentar crecimiento algodonoso, con altura
superficial e inicia con coloraciones blancas y aros concéntricos oscuros. A nivel
microscopico se detectd micelio cenocitico (sin septos) y esporas ovoides que cuando estan
maduras se tornan oscuras. Estas caracteristicas son propias del género Phytophthora sp.

Figura 6. A,B,C,D. Crecimiento en medio de cultivo y estructuras microscopicas de
Phytophthora sp.

Ceja, et al (2000); Tamayo (2007); Perez (2008) y Vitale,et al (2012) encontraron especies
de los géneros  Phytophthora, Cylindrocladium, Rosellinia , Fusarium  sp
Cylindrocladiella, Cylindrocarpon, afectando raices y tallo de aguacate a nivel mundial;
estos patdgenos pueden afectar la planta en todos sus estados de desarrollo ocasionando
sintomas similares, caracterizados por marchitez generalizada, estancamiento del
desarrollo, pérdida de vigor, color, brillo y amarillamiento de las hojas y finalmente en
estados avanzados, muerte de los arboles (Tamayo, 2007;Pérez, 2008; Ramires y Morales,
2013)

En Colombia, se han reportado como principal causante de la marchitez del aguacate a P.
cinnamomi, en complejo con patégenos como Verticillium sp., Armillaria mellea,
Cylindrocladium sp., Rosellinia sp., Fusarium sp., Rhizoctoniasp (Ciro, et al, 2006;
Tamayo, 2007). Sin embargo, Ramirez y Morales (2013) determinaron que el organismo
causante de la marchitez en aguacate hass en Colombia es Cylindrocarpon destructans.

C.destructans causante de la enfermedad Pudricion negra de las raices no esta registrada en
los directorios de patogenos de plantas, ni en la literatura revisada para Colombia (Buritica,
1999; Tamayo, 2007; Dann, et al, 2011 ;Vitale,et al, 2012). Cylindrocarpon sp se

'Estudiante de 9° semestre del programa de Biologia de la Corporacién Universitaria Santa Rosa de
Cabal, Risaralda, Colombia. naticalama92@hotmail.com

? Director del trabajo, Ingeniero agrénomo y docente de la Corporacién Universitaria Santa Rosa de
Cabal, Risaralda, Colombia. juand.rincon@unisarc.edu.co



desarrolla preferiblemente en condiciones de saturacion de agua (Mahfuzur & Punja, 2005)
condicion similar a la reportada para el desarrollo de P. cinnamomi (Ciro, et al, 2006;
Tamayo, 2007; Perez, 2008). Debido a la similitud de los sintomas se ocacionan grandes
perdidas economicas por el uso de productos costosos para el control de P. cinnamomi,
dichos productos que controlan organismo oomycetos son a base de mefenoxam, metalaxyl
y cimoxanil los cuales no son efectivos en el control de Cilindrocarpon sp (Ramires y
Morales, 2013).

RESULTADOS ESPERADOS
*Analisis mas amplio de muestras de raices de los municipios Muestreados.

*Corroborar mediante técnicas de biologia molecular la identidad de los hongos
fitopatdgenos aislados.

*Establecer patrones de sintomas en plantulas de aguacate.
CONCLUSIONES

*Se aislaron de las finca Guadalupe, municipio de Santa Rosa de Cabal, finca La
Primavera, municipio de Balboa, finca La Hermosa, municipio de Quinchia, Finca La
Maloka, municipio de Pereira, finca La Maria, municipio de Apia y Finca el Papito,
municipio de Belén de Umbria los patdgenos: Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
Cylindrocladium sp., Cylindrocarpon sp., Verticillium sp y Phytophthora sp.

*Es de importancia identificar a nivel molecular los hongos fitopatégenos hallados y
caracterizar los sintomas ocasionados en plantulas de aguacate, cumpliendo asi con los
postulados de Koch.

IMPACTO SOCIAL

Esta investigacion es de importancia, ya que no se cuenta con la caracterizacion de los
hongos fitopatdgenos asociados a la marchitez del aguacate en el departamento de
Risaralda. Cabe resaltar que recientemente en Colombia se ha determinado que esta
patologia no es ocasionada solo por un hongo, por el contrario, se describe la presencia de
un complejo de agentes fungicos, siendo una incognita en Risaralda la identidad de estos
organismos.

Para la estructuraciéon de planes de manejo y control de una patologia, el primer paso es
conocer las caracteristicas biologicas del agente causal, tales como ciclo de vida, tipo de
parasitismo, medio de diseminacion, entre otros.
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