Capitulo IV

spp. de tejido de aguacate

Aislamiento de Lasiodiplodia
(Persea americana L.)
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Para un manejo adecuado de problemas fitosanitarios, como los oca-
sionados por hongos a cultivos de aguacate, es fundamental realizar
un diagnostico preciso, lo que implica la identificacién del agente cau-
sal de la enfermedad. Entre los métodos convencionales para la detec-
cién de hongos fitopatdgenos cultivables, como las especies del géne-
ro Lasiodiplodia, se encuentra el aislamiento en medio de cultivo. Este
meétodo permite examinar iniclalmente las caracteristicas morfologi-
cas del hongo, tanto a nivel macroscépico como microscopico. Cabe
indicar que para el caso especifico de especies de este género y otros
miembros de la familia Botryosphaeriaceae, dado su amplio rango de
morfologia conidial, la caracterizaciéon morfologica no se considera in-
formativa (Garcia et al,, 2021). Para facilitar la correcta identificacion
de los aislamientos obtenidos, se requiere realizar la caracterizacion
mediante técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) (ver capitulo VI. Deteccidon molecular de especies de
Lasiodiplodia).

A continuacion, se describe el proceso de aislamiento de Lasiodiplodia
spp. a partir de tejido vegetal de aguacate y se detallan las caracteris-
ticas macro- y microscopicas que se pueden observar.

Para el aislamiento de especies de Lasiodiplodia, se deben seleccionar
arboles de aguacate al azar en una plantacion, incluidos arboles sin-
tomaticos (que presenten signos visibles de la enfermedad) y asinto-
maticos (aparentemente sanos). De cada arbol seleccionado, se toman
muestras de tejido de ramas, tronco y frutos, preferiblemente de zonas
que presenten sintomas caracteristicos de la enfermedad, como lesio-
nes necroéticas, chancros o pudriciones. El material vegetal colectado
se dispone en bolsas plasticas con cierre hermético, evitando incluir
material himedo para prevenir la descomposicién y contaminacion
de las muestras. Es fundamental mantener las muestras refrigeradas
durante el transporte al laboratorio, donde se procesan para el aisla-
miento del hongo.



I Proceso para el aislamiento

En el laboratorio, las muestras colectadas se someten a un proceso
de limpieza y desinfeccién para eliminar cualquier material contami-
nante y asegurar la obtencion de cultivos puros de Lasiodiplodia spp.
Inicialmente, las muestras se sumergen en una solucién con deter-
gente durante 15 minutos, seguida de un lavado con agua corriente
para eliminar el exceso de solucién. Luego, se secan cuidadosamente
con papel toalla estéril. A continuaciéon, se obtienen fragmentos de
tejido de 0,5 cm? de hojas, peciolos, pedunculos y frutos, o de 0,4 cm
de longitud de tronco y ramas, con un bisturi estéril. Estos fragmentos
se desinfectan sumergiéndolos secuencialmente en una soluciéon de
hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 minutos, etanol al 70 % durante
2 minutos y agua estéril por 3 minutos.

Después de la desinfeccion, los fragmentos de tejido se secan con
papel toalla estéril bajo la corriente de aire de una cabina de flujo la-
minar y se colocan sobre las superficies de cajas petri que contienen
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) (figura 8). Las cajas petri se
incuban a 25 °C durante 3 a 5 dias, tiempo durante el cual se espera
que las colonias de Lasiodiplodia spp. crezcan y se desarrollen, permi-
tiendo su posterior identificacion y estudio.

Proceso de obtencion de fragmentos de tejido vegetal
para el aislamiento de especies del género Lasiodiplodia.
a. Fragmento de tejido vegetal de aguacate de aproximadamente 5 mm;
b. Fragmento de tejido vegetal desinfectado dispuesto sobre
medio de cultivo papa dextroxa agar (PDA); c. Caja petri con muestra
de tejido vegetal dispuesta en medio PDA para incubar.
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I Descripcion macroscopica

Para describir la morfologia de las colonias de Lasiodiplodia spp. aisla-
das, se deben cultivar en medio PDA a 27 °C. Inicialmente, las colonias
presentan un micelio aéreo esponjoso de color blanco. A medida que el
cultivo envejece, el color cambia gradualmente a oliva y finalmente a
gris oscuro o negro (figura 9). Ademas, se observa un pigmento negro
caracteristico en el reverso de la caja petri.

EEREE) Fragmentos de tejido vegetal y crecimiento de Lasiodiplodia spp.
en medio papa dextrosa agar (PDA). a. Colonias algodonosas blancas
con hasta 4 dias de crecimiento; b. Colonias con 8 dias de crecimiento,
gue se tornan verde oliva o grisaceas.

Fotos: Juan Nicolds Pastrana Sanchez




I Descripcion microscopica

Para los hongos de la familia Botryosphaeriaceae, las caracteristicas de
los estados conidiales se consideran las mas informativas, como la pig-
mentacion de los conidios, el grosor de las paredes o los septos (Phillips
et al,, 2013). Asi, con la ayuda del microscopio, se pueden observar las
caracteristicas microscépicas de los aislamientos de Lasiodiplodia spp.
Los conidios son inicialmente hialinos (transparentes), unicelulares,
con pared celular gruesa y forma subovoide o elipsoide, lo cual con-
cuerda con lo descrito por Phillips et al. (2013) para los miembros de
esta familia. A medida que maduran, se tornan de color café oscuro y
desarrollan un septo (divisién transversal) con estriaciones longitudi-
nales debido a los depésitos de melanina sobre la superficie interna.
El tamano promedio de los conidios es de 29,9 + 15,5 x 15,5 + 0,9 pm,
con una relacién largo/ancho de 1,9 (Diaz et al,, 2022). Cabe indicar
que los estados asexuales de las especies de la familia Botryosphae-
riaceae, a la cual pertenecen los hongos del género Lasiodiplodia, tienen
un amplio rango de morfologias conidiales. Aunque estas morfologias
se pueden llegar a considerar informativas (Garcia et al., 2021), por si
solas no tienen un valor para definir a nivel de especie y se debe recu-
rrir a la obtencién de informacion de datos moleculares (Phillips et al.,
2013). Por ende, su clasificacion taxonomica a nivel de especie se debe
realizar mediante la caracterizacién molecular (Hyde et al., 2014).

EEMERE) Conidios de aislamientos del género Lasiodiplodia.
a. Parafisis, células conididgenas y conidios inmaduros a
40 X de Lasiodiplodia sp.; b. Conidios maduros e inmaduros.
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A continuacién, se presenta un esquema que resume los pasos nece-
sarios para obtener aislamientos del género Lasiodiplodia que se
emplearan en las pruebas de patogenicidad (figura 11).

Paso 1: toma de muestra en
campo de frutos, ramas,
tallo de arboles
asintomaticos y con
sintomas.

Paso 4: disposicion de
fragmentos de tejido
vegetal en agar PDA

Paso S: incubacion de las
muestras dispuestas en
cajas Petri con medio PDA
y seguimiento formacion de
colonias

Paso 8: seleccion de
aislamientos del género
Lasiodiplodia a evaluar

posteriormente en pruebas
de patogenicidad.

Paso 2: transporte de la
muestra manteniendo la
cadena de frio hasta su
procesamiento.

Paso 3: Acondicionamiento
de la muestra mediante
lavado, corte de fragmentos
y desinfeccion de la
muestra.

Paso 6: seleccion de
colonias de rapido
crecimiento blancas,
algodonosas y que se
tornan a colores grisaceos
hasta negro.

Paso 7: verificacion de
estructuras al microscopio
de la presencia de conidios

hialinos monocelulares y
conidios dematiaceos con
septo.

EERIERLE Pasos para obtener aislamientos del género Lasiodiplodia con el
proposito de hacer un diagnodstico preliminar del agente causal de la muerte
sUbita del aguacate (Persea americana L.).

Fuente: Elaboracion propia






