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RESUMEN

Una serie de enfermedades severas de origen fungoso son diseminadas por
semillas de palto, y pueden causar una disminucion de la produccion en
aproximadamente el 14 % y unareduccién de calidad enun 10 %. El presente
trabajo consistio en aislar e identificar hongos fitopatogenos presentes en las
semillas de palto (Persea americana Mill.) raza mexicana utilizadas para
patréon. A partir del embrion y cotiledon de 200 semillas de palto, se aislo los
hongos fotopatogenos en medio de cultivo Papa Sacarosa Agar e identifico
utilizando claves taxonomicas; asimismo, se realizo la prueba de
patogencidad en plantones de palto con los hongos fitopatégenos de mayor
frecuencia. Los hongos fitopatdgenos aislados e identificados a partir del
embriony cotiledon de semillas fueron Lasiodiplodia sp. con 0.5 %y 1.00 %,
y Fusarium sp. con 1.50 % y 2.50 % de frecuencia respectivamente. La
prueba de patogenicidad permitio confirmar que Lasiodiplodia theobromae
y Fusarium verticillioides afectan a plantones de palto, siendo la fuente de
inoculo primario y un medio de diseminacion las semillas infectadas por
estos patogenos.

ABSTRACT:

A series of fungi diseases severe is disseminated by avocado seeds and they
can decrease the production in approximately 14% and a reduction of quality
in 10%. The present investigation consisted in to isolate and identify
pathogens fungal present in the avocado seeds mexican race used for patron.
The fotopatogenos fungi were isolated in culture medium Sucrose Agar
Potato from the embryo and cotyledon of 200 seeds of avocado and to
identify with taxonomic keys also was carried out Pathogenicity test on
avocado plants with the most frequent phytopathogenic fungi. The
pathogens fungal isolated and identified from embryo and cotyledon of seeds
were Lasiodiplodia sp. with 0.5% and 1.00%, and Fusarium sp with 1.50%
and 2.50% of frecuency respectively. The pathogenicity test allowed
confirming that Lasiodiplodia theobromae and Fusarium verticillioides
affect to seedlings of avocado, being the source of primary inoculum and
means of dissemination infected seeds by these pathogens.
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INTRODUCCION

En la actualidad se produce palta en las regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo, con una
produccién que supera los 3 millones de toneladas al
aflo, sobre una superficie mayor a las 400,000
hectareas de cultivo, segun las estadisticas de la FAO.
Siendo México el mayor productor y mayor
exportador del mundo, y el Peru ocupd el sétimo lugar
en produccion en el aflo 2007 y el mismo lugar en las
exportaciones del 2005 (Ministerio de Agricultura,
2008). Por su parte, en el Perq, el cultivo de palto
(Persea americana Mill.) esta adaptado a los valles
de la Costa, a los valles interandinos de la Sierra y la
Selva, sobre todo en la Selva Alta (Mont Koc, 2000) y
el injerto es una de las principales tecnicas de
propagacién en esta especie, empleando una planta
patréon producida via semilla, y estasa su vez
diseminan una serie de enfermedades severas de
origen fungoso que en casos extremos provocan la
muerte del arbol y, en general, causan una
disminucién de la produccién pudiendo llegar a
alcanzar el 14 % y una reduccion en la calidad de un
10 %, siendo las de mayor importancia econémica:
Colletotrichum, Dothiorella, Lasiodiplodia,
Alternaria, Fusarium, Verticillium, etc (Leal-Nares et
al.,2004).

Asimismo, las pudriciones de frutos causadas por los
hongos fitopatdégenos: Lasiodiplodia theobromae,
Colletotrichum gloesporioides, Dothiorella sp.,
Phoma sp., Rhizopus stolonifer, Alternaria sp. y
Fusarium sp. sonuno de los principales problemas en
prey post-cosecha (Mont Koc, 2000).

F. verticillioides esta reportado como patogeno de
semillas en esparrago Asparragus officinalis, arroz
(Oriza sativa), trigo (Triticum aestivum), SOrgo
(Sorghum saccharatum), pino (Pinus occidentalis),
maiz (Zea mais), etc. La infeccion sistémica de las
semillas es una fuente importante de indculo, por lo
tanto, la transmision se produce de la semilla a la
planta y de la planta a la semilla. Las interacciones
fisioldgicas de F. verticillioides con las fitoanticipinas
o con condiciones medioambientales desfavorables,
frecuentemente demoran o tardan la expresion de
sintomas en la planta (Bacon et al., 2001). Asi
mismo, L. theobromae esta reportado como patdgeno
de semillas en por lo menos 24 géneros de plantas
(mani, zapallo, algodén, pino, maiz, etc.). Las
semillas severamente infectadas muestran
desintegracion del embrion y endospermo, lo cual
indica la naturaleza interna de este patogeno (Cilliers
etal., 1993).

Para incrementar la superficie sembrada, se esta

haciendo uso de las mejoras tecnologicas,
especialmente en lo referente a riego presurizado y
uso de material de propagacion de alta calidad libre
enfermedades y plagas. Ademas, un control sanitario
eficiente nos permite la apertura de mercados.

Esta situacién condujo la realizacion del presente
trabajo de investigacion con los siguientes objetivos:
Aislar ¢ identificar los hongos fitopatégenos a partir
de semillas de palto usadas para la obtencion de
patrén, determinar la frecuencia y el porcentaje de
semillas infectadas por hongos fitopatogenos
presentes en las semillas de palto usadas para la
obtencidén de patron.

MATERIALES YMETODOS

El presente trabajo de investigacion se realizd en el
laboratorio e invernadero de la especialidad de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina.

2.1 Aislamiento é identificacion de hongos
fitopatogenos a partir de semillas de palto (Persea
americana Mill.).

Se utilizaron 200 semillas de palto de la raza
Mexicana, procedente de los semilleros de la ciudad
de Ayacucho (Luricocha). No se observaron sintomas
externos caracteristicos en las semillas al momento
del muestreo, sélo se observaron decoloraciones y
manchas de color marrén del tejido en el cotiledon y
en algunos casos en el embrion. Las semillas fueron
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2% durante
10 minutos, y enjuagadas con agua destilada estéril.
De cada semilla se cortaron porciones pequefias de
cotiledén y embrion, los cuales fueron sembrados en
placas petri conteniendo medio Papa Dextrosa Agar
con Oxitetraciclina (PDAQ) e incubadas durante 7
dias a 25° C; posteriormente, las placas fueron
expuestas a luz artificial y a temperatura ambiente
durante dos semanas. Para la identificacion de los
hongos fitopatogenos a nivel de género se utilizaron
las claves de Barnett (1998) y Barron (1968).

Para la identificacion de Fusarium a nivel de especie,
las colonias fueron sembradas en los siguientes
medios: Carnation Leaf Agar (CLA), Banana Leaf
Agar (BLA) y medio KCl para inducir la formacion
de macroconidias y microconidias, y agua destilada
estéril para la produccion de clamidosporas (Fisher et
al., 1982 y Nelson et al., 1983), y se utilizaron las
claves de Toussoun and Nelson (1976); Nelson,
Toussoun and Cook (1981) y Nelson, Toussoun and
Marasas (1983). Sin embargo, para Lasiodiplodia, se
utilizé la clave de Sutton (1980), las colonias fueron
sembradas en medio de cultivo PDAO con bajo
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contenido de dextrosa (0.5%), con la finalidad de
inducir la formacion de picnidias. Asi mismo se
inoculd porciones pequefias de agar conteniendo al
hongo sobre pequefios trozos de tallos de palto, y
colocadas en cdmara humeda, para facilitar la
formacion de picnidias y picnidiosporas.

2.2 Prueba de patogenicidad

Para esta prueba se trabajo con los hongos
fitopatogenos de mayor frecuencia L. theobromaey F.
verticillioides, para lo cual se utilizaron dos
metodologias: (M1) Se utilizaron plantones de palto
(raza Mexicana) de dos meses de edad, obtenidos a
partir de semilla tratada con Carbendazim al 0.1 % y
colocadas en bolsas de polietileno conteniendo suelo
previamente desinfestado con Basamid a una
concentraciéon de 40 g/m’. Se produjo heridas a las
raices con la ayuda de un cuchillo desinfestado, el
cual se introdujo en forma continua y profunda
haciendo un circulo a 10 cm alrededor del cuello de la
planta. Luego se adicion6 el indculo preparado de
cada uno de los hongos (dos placas conteniendo
micelio finamente cortado en 20 ml de agua destilada
estéril). (M2) Se utilizaron semillas pre-germinadas
de palto (raza Mexicana), previamente tratadas con
Carbendazim al 0.1 % y la inoculaciéon con los
patdgenos se realizé sumergiendo las semillas en una
suspension acuosa de cada hongo a una concentracion
de 2x10 conidias/ml (Lasidioplodia y Fusarium),
por 24 horas y finalmente fueron colocadas en bolsas
de polietileno conteniendo musgo previamente
desinfestado, y se mantuvo por dos meses bajo
condiciones de invernadero.

Dos meses después de la inoculacion, se realizo el
respectivo reaislamiento en medio PDAO, a partir de
porciones de raices y cuello de las plantas inoculadas,
y la evaluacion de los sintomas se realizd en forma
visual mediante la observacion de los principales
sintomas, causados por el patdgeno inoculado.

RESULTADOS YDISCUSION

3.1.- Aislamiento e identificacion de hongos

No se observaron sintomas externos caracteristicos
en las semillas al momento del muestreo, solo se
observaron decoloraciones y manchas de color
marron del tejido en el cotiledon y en algunos casos en
el embrion. Los hongos aislados e identificados, a
nivel de género, de las semillas de palto fueron los
siguientes (Figura 1): Penicillium sp., Fusarium sp.,
Aspergillus sp., Lasiodiplodia sp., Cladosporium sp.,
Geotrichum sp., Rhizopus sp.
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Penicillium sp., Fusarium sp., Aspergillus sp.,
Lasiodiplodia sp., Cladosporium sp., Geotrichum sp.,
Rhizopus sp.

Figura 1: Aislamientos de los distintos hongos
identificados en las semillas de palto usadas para patron:
1, Penicillium (colonia color verde); 2, Penicillium y
Aspergillus; 3, Penicillium y Lasiodiplodia (colonia
color negro); 4, Penicillium; S, Fusarium (colonia color
lila) y Penicillium; 6, Penicillium; 7, Fusarium y
Penicillium; 8, Fusarium y Penicillium; 9, Penicillium;
10, Penicilliumy Rhizopus; 11, Penicillium; 12, Libre de
hongos.

Para los hongos que se han aislado e identificado
(Penicillium sp., Fusarium sp., Aspergillus sp.,
Lasiodiplodia sp., Cladosporium sp., Geotrichum sp.
y Rhizopus sp.) no existen reportes de que sean
patogénicos para las semillas de palto en nuestro pais.
Segun reportes Lasiodiplodia y Fusarium son
considerados patogenos de importancia de muchos
cultivos causando dafios a nivel raices, tallos, frutos
(Joffe, et al., 1973; Cedefio et al., 1995) y de semilla
(Coutinho et al., 2000; Nagerabi y Elshafie, 2001;
Lager y Johnsson, 2002; Ouf, 1993), que podrian ser
problema en vivero y posteriormente en campo
definitivo, a comparacion de los otros géneros, es por
ello que se considerd a los dos géneros para realizar la
prueba de patogenicidad.

Para especiar Lasiodiplodia se tomaron en cuenta las
siguientes caracteristicas: las conidias contenidas
dentro de una picnidia (PDA), conidias maduras de
28 um de largo x 14 um de ancho en promedio,
presentan una septa en el medio, pigmentacion
marrén oscuro y estriaciones longitudinales, y
conidias inmaduras hialinas sin septa (Figura 2A, B,
Cy D). Sin embargo, para especiar Fusarium se
tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas:
Colordelacolonia (PDA) fue se violeta arojo, tasa de
crecimiento (PDA) de 4 cm de diametro a los 4 dias,
clamidosporas ausentes (agua destilada estéril),
esporodoquios (CLA) de coloracion crema,
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microconidias (CLA) sin septas, abundantes y en
cadenas, macroconidias (CLA) de 48um en promedio
yde 3-6 septas, conididéforos (CLA) largos y
monofialidicos(Figura 2E, F, Gy H).

Segun la clave de Sutton (1980), el género
Lasiodiplodia aislado de las semillas de palto usadas
para patron pertenece a la especie Lasiodiplodia
theobromae por presentar las siguientes
caracteristicas: Micelio superficial, ramificado,
sepatado y marron oscuro. Picnidias oscuras,
ostioladas, en su interior se visualizan parafisas
hialinas, cilindricas y sepatadas, y celulas
conidiogenas holoblasticas, determinada, discreta,
cilindrica, hialina, lisa, estas se forman a partir de la
capa de celulas mas internas de la pared picnidial y
forman una sola conidia. Las conidias iniciamente
unicelulares hialinas, posteriormente se vuelven
bicelulares con las caracteristicas mencionadas lineas
arriba.

Mientras que, el género Fusarium segin las
caracteristicas como: Microconidias abundantes,
formadas en fialides simples y en cadenas;
macroconidias de pared delgada y generalmente de
forma falcada; cultivos de color violeta, y de acuerdo
a la clave de Booth (1971) se determino que el
Fusarium aislado pertenece a la seccion Liseola. Asi
mismo, menciona que caracteristicas como: tasa de
crecimiento mayor de 3.5 cm de diametro después de
cuatro dias, microconidias abundantes formando
cadenas y cultivo de color violeta pertenecen a la
especie Fusarium moniliforme. Asi mismo, Toussoun
& Nelson (1976), mencionan que caracteristicas
como la presencia de microconidias de forma oval y
ausencia de clamisdosporas pertenecen a la especie
Fusarium moniliformey Fusarium rigidiusculum
Booth (1971), Nelson, Toussoun & Cook (1981),
mencionan que caracteristicas como: microconidias
de forma eliptica, macroconidias con 6 septas (nunca
con 7 septas), cultivo de color violeta y
clamisdosporas ausentes, pertenecen a la especie
Fusarium moniliforme. Lesley & Summerell (2006),
describen las mismas caracteristicas que fueron
mencionadas por Booth (1971), Toussoun & Nelson
(1976), y Nelson, Toussoun & Cook (1981), s6lo que
mencionan a la especie F. moniliforme como F.
verticillioides.

Con respecto al nombre de este taxon, huvo mucha
controversia con algunos taxonomos, es asi que
agunos lo llaman como F. moniliforme y otros F.
verticillioides. Sin embargo, el nombre F
verticillioides tiene la prioridad y actualmente es
aceptada, y este es el nombre que deberia ser usado
para esta especie (Seifert et al., 2003). Es asi que el

género Fusarium aislado de las semillas de palto
usadas para patron pertenece a la seccion Liseola y
corresponde a la especie Fusarium verticillioides.

Nagerabi y Elshafie (2001) mencionan que las
especies F. verticillioides y L. theobromae (Figura 2)
son reportados como patogenos de semillas de varios
cultivos econdmicamente importantes. Asi mismo, se
ha reportado que Fusarium verticillioides es
prevalente en frutos de palto en Israel (Joffe, 1972).

Figura 2: Caracteristicas culturales y morfolégicas de
Lasiodiplodia theobromaey Fusarium verticillioides. A. Colonia, B.
Picnidias formadas sobre corteza de tallos de palto, C.Picnidiay D.
Conidias maduras de Lasiodiplodia theobromae. E. Colonia, F.
Coloracién de esporodoquios en medio CLA, G. Macroconidias y
H. Conidiéforo y microconidias en cadenas de Fusarium
verticillioides.

3.2.- Frecuencia y porcentaje de semillas
infectadas por hongos fitopatogenos.

Penicillium fue el mas frecuente y el de mayor
porcentaje de semillas infectadas con 50.50 %y 41.50
% en cotiledén y embridn respectivamente, seguido
de Fusarium, Lasiodiplodia, Geotrichum,
Aspergillus, Rhizopus y Cladosporium (Tabla 1y 2).
La presencia de Penicillium, puede deberse a que los
productores de semillas no realizan ninguin
tratamiento fitosanitario; lo cual hace pensar que la
contaminacidon, se pudo haber producido durante la
obtencidn de semillas, recoleccion, almacenamiento
y transporte de las semillas de palto. Mientras que,
Fusarium y Lasiodiplodia que son considerados los
hongos fitopatdgenos de importancia, se presentaron
en baja frecuencia y en el menor porcentaje de
semillas, donde Fusarium so6lo se encontr6 en 1.50 y
2.50 %, y Lasiodiplodia en 0.5 y 1.00 % en el
cotiledén y embrion de semillas respectivamente. Los
sintomas encontrados en cotiledon y embrion de las
semillas de palto como decoloracion del tejido y
manchas irregulares de color marrén oscuro
concuerdan con lo reportado por Oliveira e al. (1996)
y Reddy et al. (1997), quienes indican que los estados
iniciales de infeccion de las semillas ocasionados por
Fusarium y Lasiodiplodia muestran manchas de
color marrén claro en el endospermo y en estados
avanzados de infeccién el embrion y endospermo se
tornan de color negro (Oliveira et al., 1996); ademas,
estudios histoldgicos han demostrado la presencia de
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estos patdgenos en el pericarpio, embrion y
endospermo de la semilla (Reddy ez al., 1997). Estos
patogenos son dificiles de controlar una vez que se
han establecido en la planta, por lo que una semilla
enferma dara lugar a una planta enferma, ésto es
desfavorable para la propagacion de patrones en los
viveros, ademas de ocurrir la infeccion en las plantas
patrones la diseminacidén e incremento de
Lasiodiplodia y Fusarium estarian ocurriendo en
forma constante a los lugares donde se instale una
nueva plantacion de palto.

Tablal: Frecuencia de los hongos aislados del
cotiledon y embridon a partir de semillas de palto
usadas para la obtencion de patron.

HONGOS FRECUENCIA
AISLADOS COTILEDON EMBRION
Lasiodiplodia 4 8
Fusarium 11 16
Penicillium 205 151
Aspergillus 2 1
Rhizopus 1 0
Geotrichum 6 4
Cladosporium 1 0
Levaduras 6 9

Tabla2: Porcentaje de semillas afectadas con los
distintos hongos aislados del cotiledéon y embrion a
partir de semillas de palto usadas para la obtencion de
patron.

% DE SEMILLAS

HONGOS AISLADOS INFECTADAS
COTILEDON EMBRION

Fusarium 1.5 2.5
Lasiodiplodia 0.5 1.0
Levaduras 1.0 1.5
Penicillium 50.5 41.5
Geotrichum 1.0 0.5
Cladosporium 0.5 0.0
Penicillium + Levaduras 1.0 1.5
Penicillium +Fusarium +Levadura 1.0 0.0
Penicillium + Fusarium 2.5 3.0
Penicillium + Geotrichum 2.0 1.5
Penicillium + Aspergillus 1.0 0.0
Penicillium + Rhizopus 0.5 0.0
Fusarium + Levaduras 0.0 0.5
Penicillium + Lasiodiplodia +

Levadura 0.0 0.5
Levadura + Aspergillus 0.0 0.5
Libres de hongos 37.0 45.5
TOTAL 100% 100%
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Las posibles rutas de infeccion de los patogenos y/o
contaminantes que se encontrarén en las semillas de
palto, podria deberse a la forma como procesan las
semillas en la localidad de Luricocha (Ayacucho) y, a
las practicas culturales cominmente proporcionadas
a las plantas de palto en campo. Las posibles formas
de infeccion se daria durante 6 a través de: la
floracidén, heridas en el pedinculo, cosecha (cortes
producidos en el pedunculo), frutos caidos y/o
cosechados en contacto directo con el suelo, lavado de
semillas (después del despulpado), secado, heridas
producidas durante la germinacion (almacigo) y al
momento del injerto (Figura 3)

Figura 3. Esquema de las posibles rutas de infeccion
de los patogenos y/o contaminantes de las semillas de
palto en Luricocha (Ayacucho). 1. Durante la
floracion; 2. A través de heridas en el pedunculo
(frutos y/o flores); 3. Durante la cosecha (cortes
producidos en el pedunculo); 4. Frutos caidos y/o
cosechados en contacto directo con el suelo; 5.
Durante el lavado de semillas después del
despulpado (agua de rié contaminada); 6. Durante el
secado de semillas en contacto directo con el suelo; 7.
Heridas producidas durante la germinacidn
(almacigo); 8. Heridas al momento del injerto.
(Fuente: Elaboracion propia)

3.3.- Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad permitié confirmar que
realmente los causantes de las lesiones en las semillas
de palto, usadas para la obtencion de patron, fueron
los hongos fitopatdogenos L. theobromae y F.
verticillioides. Los aislamientos al ser inoculados
produjo sintomas caracteristicos de Lasiodiplodia
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(corteza con lesiones decoloradas (necrosis) que se
desprende con facilidad y Fusarium (decoloracion
interior marrén oscuro) (Joffe, 1972; Cedefio et al.,
1995); por otro lado, al efectuar el reaislamiento de
los patogenos coincidid con las caracteristicas
culturales y microscopicas del hongo inoculado
(Fusarium 6 Lasiodiplodia) en palto. Entre las dos
metodologias probadas en la M2 mostraron sintomas
primarios mas notorios, debido posiblemente a la
edad de la plantula, lo cual presenta una mayor
susceptibilidad a las enfermedades en comparacion a
la M1 (Figura 4). Finalmente, se debe considerar que
los resultados pueden variar de acuerdo a las
condiciones medioambientales en las cuales se

desarrolla el experimento y dentro de éstos
principalmente la temperatura.

Figura 4. Sintomas de la prueba de patogenicidad en plantas de 2
meses de edad inoculadas con: F, Fusarium; L, Lasiodiplodia; F+L,
Fusariumy Lasiodiplodia; C, control

IV.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, bajo las
condiciones en las que se realizo el experimento, se
puede concluir que los hongos: Penicillium sp.,
Fusarium sp., Aspergillus sp., Lasiodiplodia sp.,
Cladosporium sp., Geotrichum sp., Rhizopus sp.
fueron aislados e identificados del embrion y
cotiledon de semillas de palto, usadas para la
obtencion de patron, procedentes del distrito de
Luricocha (Ayacucho). Asi mismo, Penicillium,
Fusarium y Lasiodiplodia fueron los patdogenos mas
frecuentes y los que se presentaron en mayor
porcentaje en las semillas de palto, en orden de mayor
a menor. Lasiodiplodia theobromae y Fusarium
verticillioides fueron las especies identificadas a
partir de las semillas de palto.
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