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Introduccién

El departamento de Santander es el principal productor de aguacates
criollos y antillanos en Colombia. Segun datos del Ministerio de Agri-
cultura y Desarrollo Rural (MADR), este departamento alcanzé una
produccion de 30.500 toneladas en 4.850 hectareas cosechadas duran-
te 2021. Pese a liderar la produccion de estas variedades, Santander
se posiciona en el sexto lugar a nivel nacional en produccién total de
aguacate y el séptimo en area cosechada, con un rendimiento pro-
medio de ocho toneladas por hectarea, inferior al de otros departa-
mentos productores como Caldas (11 t/ha) y Valle del Cauca (10 t/ha)
(MADR, 2021).

La produccién de aguacates criollos en Santander se concentra en
los municipios de El Carmen de Chucuri, San Vicente de Chucuri y
Rionegro (MADR, 2021; MADR, 2023). En estos municipios, el cultivo de
aguacate tiene una larga tradicién y representa una de las principales
fuentes de ingresos para los productores. Los sistemas productivos se
caracterizan por areas de produccion pequenas, con predominio de
cultivos en ladera, arboles de porte alto (mayores de 20 metros) aso-
clados con cacao, y un manejo agronémico deficiente (Holguin, 2022;
MADR, 2021).

En los Gltimos anos, se ha observado una preocupante mortalidad
de las plantaciones de aguacate en estos municipios, especialmente
en El Carmen de Chucuri y areas cercanas de otros municipios como
Simacota. Esta problematica ha afectado negativamente la produc-
cién y el rendimiento del cultivo en la regién. Para 2017, El Carmen
de Chucuri fue el mayor productor de aguacate del departamento de
Santander con 1.545 hectareas sembradas, un area cosechada de 1.305
hectareas y 4.568 toneladas de produccién (MADR, 2022). Sin embargo,
para 2022, se presentd una disminucion en el area sembrada del 40 %
(960 hectéreas), en el area cosechada del 31 % (915 hectareas) y en la
produccién de la fruta del 21 % (3.660 toneladas) (MADR, 2023).



Los sintomas en las plantaciones de aguacate de esta region se ca-
racterizan por la marchitez parcial o total de la parte aérea del arbol,
amarillamiento y defoliacién de las hojas, lesiones necréticas y chan-
cros en ramas y tronco, pudricion de frutos y raices, y finalmente, la
muerte regresiva o descendente de los arboles. Ante esta situacion, la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA,
en colaboracion con la Universidad Industrial de Santander (UIS), ha
llevado a cabo proyectos de investigacion desde 2020 para identificar
el agente causal de esta mortalidad y establecer estrategias de manejo
efectivas. Las investigaciones han identificado a Lasiodiplodia spp., un
hongo fitopatégeno cosmopolita, como el agente causal de la muerte
descendente de los aguacates criollos en estas areas productivas. Este
hongo patdgeno afecta a una amplia gama de plantas y causa pérdi-
das econdmicas considerables en diferentes cultivos, del 30 % y ma-
yores en cultivos como maranén y limoén Tahiti (Coutinho et al., 2004;
Picos-Munoz et al., 2015).

En este contexto, el presente manual tiene como objetivo proporcio-
nar informacién actualizada y relevante sobre la enfermedad causada
por Lasiodiplodia spp. en el cultivo de aguacate. Se abordaran aspec-
tos como la importancia de la problematica, el reconocimiento de los
sintomas en campo, los métodos de aislamiento y diagnéstico del pa-
togeno en laboratorio, como resultado del proyecto “Fortalecimiento
de las capacidades en Ciencia, Tecnologia e Innovacién del centro de
investigacion La Suiza para el desarrollo de proyectos en fitosanidad
y agroindustria en sistemas de produccién priorizados en el departa-
mento de Santander”, financiado por el Sistema General de Regalias de
Santander (BPIN 2020000100462).

Se espera que la informacién proporcionada sea una herramienta
valiosa para personal de laboratorios y académicos en la identifica-
cién y diagnédstico del patégeno implementando diferentes métodos,
asi como para productores y asistentes técnicos en el reconocimiento
temprano de los sintomas de la enfermedad. El objetivo final es con-
tribuir al desarrollo de estrategias efectivas para el manejo de esta
enfermedad y la recuperacion de la produccion de aguacate en el de-
partamento de Santander y otras regiones productoras del pais.

Hl Capitulo l. Importancia del cultivo de aguacate
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Generalidades del cultivo
de aguacate en Colombia

El aguacate (Persea americana Mill) es un cultivo de gran importancia
mundial, apreciado por su sabor, versatilidad culinaria y valor nutricio-
nal (Instituto para la Innovacién Tecnologica en Agricultura [Intagri],
2018). Originario de México y Centroamérica (Purseglove et al., 1968),
este fruto de la familia Lauraceae se cultiva en regiones tropicales y
subtropicales, y alcanzé una producciéon global de mas de ocho millo-
nes de toneladas en 2021 (Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura [FAO], 2023). América y el Caribe li-
deran la produccién mundial con cerca del 70 %, seguidos por Africa
(14 %), Asia (12 %), Oceania (2 %) y Europa (2 %) (FAO, 2023). México,
Colombia y Perti son los principales productores, con un aporte de 28,11
y 9 % de la produccién mundial, respectivamente (FAO, 2023).
Colombia es el segundo pais productor, al participar en 2021 con
979.618 toneladas en 94.111 hectareas de la producciéon mundial (FAO,
2023). La produccion se concentra principalmente en los departamen-
tos de Antioquia (155.279 t), Caldas (108.014 t), Tolima (91.479 t), Meta
(35.485 1), Valle del Cauca (34.611 t) y Santander (30.515 t), los cuales
representan el 73 % del area cultivada. Caldas y Valle del Cauca se
destacan con los mayores rendimientos, 11 y 10 t/ha, respectivamen-
te (MADR, 2021). Las variedades comerciales cultivadas en Colombia
incluyen Hass, papelillos verdes y variedades criollas y antillanas
(MADR, 2021). El 66 % del area sembrada corresponde a variedades
verdes, criollas o antillanas, y el 34 % restante al cultivar (cv) Hass
(MADR, 2021) (figura 1). El aguacate cv. Hass se cultiva principalmente
en la zona occidente-Eje Cafetero y zona centro; los papelillos verdes en
la zona centro, occidente-Eje Cafetero y sur, y las variedades criollas y
antillanas, en los Santanderes y Costa Atlantica (MADR, 2021).



)

Antioquia, Caldas, Quindio, Risaralda y
Valle del Cauca: Hass - Papelillos (53 %)

Tolima: Papelillos - Hass (21 %)

Cundinamarca, Boyaca, Meta, Casanare
y Arauca: Papelillos verdes (10 %)

Bolivar y Cesar: Criollos antillanos (5 %)

Santander: Criollos y Antillanos (9 %)

Hass

Papelillos

Criollos y
Antillanos

[EERIERE Mapa de Colombia con las regiones productoras
de las diferentes variedades.

Fuente: Elaboracion propia
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En el mercado interno, los aguacates criollos, comunes y papelillos
verdes son preferidos por tradicién y sabor, mientras que el cv. Hass,
con un contenido de aceite del 27 %, domina el mercado internacional
por su sabor y valor nutricional, en comparacion con otras variedades
que presentan porcentajes de 10 a 12 % (Sistema de Informacion de
Gestién y Desempenio de Organizaciones de Cadenas [SIOC], 2017). A
pesar de su tradicién y mayor area de siembra, la produccion de varie-
dades para consumo interno ha sido empirica, impulsada por la tradi-
cién y con sistemas de produccién poco tecnificados, lo que ha resul-
tado en rendimientos inferiores a los obtenidos con Hass (MADR, 2021).

Generalidades del cultivo de
aguacate en el departamento
de Santander

El departamento de Santander lidera la produccién de aguacates crio-
llos y antillanos en Colombia, junto con Bolivar y Cesar en la Costa At-
lantica (MADR, 2021). A nivel nacional, ocupa el sexto lugar en produc-
cion y el séptimo en area cosechada (MADR, 2021), con 30.515 toneladas
producidas en 4.850 hectareas en 2021 (MADR, 2021). La produccién se
concentra en diez municipios, entre los cuales se destaca San Vicente
de Chucuri con 9.502,5 toneladas (633,5 ha cosechadas), seguido por
Rionegro con 4.857,89 toneladas (1.428,79 ha cosechadas), Landazuri
con 3.780 toneladas (540 ha cosechadas) y El Carmen de Chucuri con
3.615 toneladas (905 ha cosechadas) (MADR, 2023). Otros municipios
como Lebrija, El Playén, Curiti, Villanueva, Florian, Tona y Piedecuesta
también contribuyen a la produccién total del departamento, aunque
en menor medida. Cabe resaltar que a pesar de que Rionegro tiene la
mayor area sembrada y cosechada, su rendimiento (3,4 t/ha) es con-
siderablemente menor al de San Vicente de Chucuri (15 t/ha) (tabla 1).



Area sembrada | Area cosechada | Produccién | Rendimiento
(ha) (ha) (t) (t/ha)

Rionegro 1.448,79 1.428,79 4.857,89 340
£l Carmen 925,00 905,00 3.615,00 399
sdaenc\ﬁﬁ‘z'a:? 661,50 633,50 9.502,50 15,00

Landazuri 560,00 540,00 3780,00 7,00

Lebrija 200,00 190,00 1140,00 6,00

El Playén 175,00 167,00 1.336,00 8,00

Curiti 150,00 140,00 1.680,00 12,00
Villanueva 129,00 129,00 1.290,00 10,00
Florian 125,35 125,35 87745 7,01
Tona m 10 220 2,00
Piedecuesta 86,3 76,3 763 10,00

Fuente: MADR (2023)

La producciéon de variedades criollas y antillanas se concentra en
los municipios de El Carmen de Chucuri, San Vicente de Chucuri y Rio-
negro, mientras que los papelillos de piel verde se cultivan principal-
mente en los municipios de El Carmen de Chucuri, Florian, Rionegro y
Landazuri (MADR, 2021).

A pesar de su liderazgo en la produccién de aguacates criollos, el
departamento de Santander presenta rendimientos promedio bajos
(8 t/ha) y sistemas de produccién poco tecnificados. En El Carmen de
Chucuri, principal productor de aguacates criollos, el cultivo se realiza
mayoritariamente en laderas, con arboles de porte alto (mas de 20 m),
distribuidos de manera aleatoria en arreglos agroforestales en aso-
clo principalmente con cacao, con un manejo agronémico deficiente y
poca tecnificaciéon (figura 2) (Holguin et al., 2022). Los productores son
principalmente pequenos y medianos, y la comercializacién se centra
en el producto fresco (MADR, 2021).
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EEMEEA Sistema de produccion de aguacates criollos en
El Carmen de Chucuri, Santander. a. Arreglo agroforestal aguacate-cacao;
by c. Arboles de aguacates criollos con alturas superiores a 20 m.

Fotos: Claudia M. Holguin

Esta region se ha visto afectada por problemas fitosanitarios que
han llegado a ocasionar la mortalidad de las plantaciones. En El Car-
men de Chucuri y Simacota, segin censo realizado por entidades lo-
cales de El Carmen de Chucuri en 2019, se presentd mortalidad de las
plantaciones desde 2017, la cual inici6 con una marchitez parcial o
total de la parte aérea del arbol, seguida en la mayoria de los casos por
una muerte descendente o regresiva de los arboles. En investigaciones
realizadas por AGROSAVIA desde 2020 se identifico principalmente al
hongo Lasiodiplodia spp. asociado con la muerte regresiva de las plantas
de aguacate, con sintomas como canceres o chancros en ramas y tron-
cos, relacionados con secreciones o exudados blanquecinos, tizones
foliares, pudricion de fruto y posterior muerte regresiva o descendente
(Holguin et al,, 2022).



Foto: Claudia M. Holguin

Importancia de Lasiodiplodia

en aguacate
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El género Lasiodiplodia Ellis y Everh (1896), perteneciente a la familia
Botryosphaeriaceae, orden Botryosphaeriales, es un hongo distribuido
en varias regiones del mundo, presente en regiones tropicales y sub-
tropicales, y recientemente ha aumentado su distribucién en regiones
temperadas (Slippers & Wingfield, 2007; Jayawardena et al., 2019). Los
hongos de este género y de la familia Botryosphaeriaceae son comun-
mente endofitos, es decir, son microorganismos que permanecen en
tejidos sanos de las plantas sin causar dano, y se vuelven patégenos
cuando la planta hospedera se expone a condiciones de estrés o se
debilita (Slippers & Wingfield, 2007; Picos-Munoz et al., 2015; Avenot
et al., 2023).

Este género afecta un amplio rango de plantas monocotiledéneas,
dicotiledéneas y gimnospermas (Rathnayaka et al., 2023), ocasionan-
do una enfermedad conocida como “la muerte regresiva” o “muerte
descendente”, principalmente en cultivos perennes como aguacate,
mango, cacao, entre otros (Alves et al., 2008). El patégeno ocasiona sin-
tomas en las plantas como pudricién de raices, canceres o chancros
en ramas y troncos asociados a secreciones o exudados blanquecinos,
tizones foliares, pudricion de fruto y muerte regresiva o descendente
del arbol (Rodriguez-Galvez et al., 2021; Picos-Munoz et al., 2015).

Actualmente, se reconocen mas de 30 especies de Lasiodiplodia
(Koetal,, 2023). En aguacate (Persea americana L.), Lasiodiplodia theobromae
es una de las especies mas importantes en términos de impacto econo-
mico en la produccién de la fruta a nivel mundial (Alves et al., 2008). Esta
especie ha sido reportada en aguacate en Italia (Garibaldi et al., 2012),
Chile (Valencia et al,, 2019), China (Qiu et al.,, 2020), Espana (Arjona-
Girona et al, 2019), Nigeria (Onaebi et al, 2019), Kenya (Wanjiku
et al,, 2020) y Peru (Alama et al., 2006; Rodriguez-Galvez et al.,, 2021).
Predomina en regiones tropicales y subtropicales, y por esta razoén es
considerada una amenaza para el cultivo de aguacate y otros cultivos,
ya que la propagacion de este patdgeno en regiones temperadas puede
ser alta a través de material vegetal (Salvatore et al., 2020).

El impacto econémico de esta enfermedad es considerable. Las pér-
didas en la produccién pueden variar dependiendo de la severidad
de la infeccidn, la susceptibilidad de la variedad de aguacate y las
condiciones ambientales. En casos graves, la enfermedad provoca la
muerte de arboles jovenes y reduce significativamente la produccién
en arboles adultos (Ramirez-Gil, 2018). Ademas de las pérdidas direc-
tas en la produccién, la enfermedad también puede afectar la calidad
de la fruta, lo que reduce su valor comercial.



La problematica causada por las especies de Lasiodiplodia en el culti-
vo de aguacate se ha intensificado en los ultimos anos debido a diver-
sos factores, como la expansion geografica del cultivo, el aumento del
comercio internacional de plantas y frutos, y la intensificacion de los
sistemas de producciéon (Burbano-Figueroa et al., 2018). Estos factores
han facilitado la dispersion del patégeno y han creado condiciones fa-
vorables para su desarrollo.

Ademas de los factores mencionados, la variabilidad y el cambio
climatico también estan contribuyendo al incremento de especies de
Lasiodiplodia como un patégeno deimportancia en el aguacate (Puigetal,,
2021). Las altas temperaturas y los periodos de sequia prolongada, cada
vez mas frecuentes por el cambio climatico, debilitan los arboles y los
hacen mas susceptibles a la infeccion (Salvatore et al., 2020), lo que
ocaslona pérdidas extensivas en una gran area. Los hongos patogéni-
cos de la familia Botryosphaeriaceae, entre estos los pertenecientes
al género Lasiodiplodia, pueden afectar un numero amplio de plantas
lenosas a través de las lenticelas, pero infectan principalmente a tra-
vés de heridas en tejidos con podas recientes o con daflos mecanicos
causados tanto por el viento como por insectos, e invaden los vasos del
xilema (Avenot et al., 2023).

En Colombia, la especie L. theobromae ha sido reportada en el de-
partamento de Antioquia, asociada a la marchitez de las plantaciones
de aguacate cv. Hass en tejido de raices, tallos y hojas (Ramirez-Gil &
Peterson, 2019). Igualmente, en el departamento del Cauca se reporté a
Lasiodiplodia spp. asoclada a pudriciones de fruto también en aguacate
cv. Hass (Angel-Garcia et al., 2023).

En Santander, se identifico a las especies L. theobromae, y L. brasilensis
asociadas a sintomas de canceres en tronco y ramas, y dano en haces
vasculares, y en arboles de aguacates criollos se relacionaron con defo-
liacion severa y muerte descendente, en municipios productores como
El Carmen de Chucuri y Simacota (Holguin, 2022, 2024), lo que afectd
la produccion y el rendimiento de la fruta en el departamento.
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La enfermedad causada por el hongo Lasiodiplodia en el cultivo de agua-
cate se manifiesta de forma sistémica, ya que afecta a todas las par-
tes del arbol, desde las raices hasta los frutos. Los sintomas iniciales,
que pueden pasar desapercibidos, incluyen marchitez, amarillamiento
y defoliacion progresiva del arbol, hasta causar la muerte descendente
del arbol si no se controla la infeccién. En ramas y tronco, la enfer-
medad se manifiesta como lesiones necroticas y chancros, los cuales
Interrumpen el flujo de savia y nutrientes, y esto a su vez debilita la
estructura del arbol y compromete su desarrollo. En los frutos, la infec-
clén causa pudricién y caida prematura, mientras que en las raices se
observa pudricion, lo que afecta la absorcion de agua y nutrientes esen-
ciales para la planta (Rodriguez-Galvez et al., 2021; El-Ganainy, 2022).

Entre los sintomas reportados con mas frecuencia se encuentran
los canceres en ramas, lesiones necroticas que pueden exudar sustan-
clas blanquecinas y causar la muerte regresiva de la parte afectada. La
pudricién del fruto se presenta tanto en campo como en poscosecha, e
Inicia generalmente en el area del caliz y provoca su desprendimiento.
La pudricion de tallo y ramas se presenta como lesiones necroéticas que
pueden extenderse a lo largo de la estructura del arbol, con lo cual
se compromete la estabilidad y supervivencia. También puede ocu-
rrir la muerte descendente, un sintoma avanzado y devastador que se
caracteriza por la defoliacién progresiva y la muerte de ramas, y que
comienza desde la copa del arbol y avanza hacia abajo. A continua-
cién, se describen en detalle los sintomas observados en cada parte
del arbol.

Descripcion de sintomas en fruto

La pudricion de frutos de aguacate causada por Lasiodiplodia spp. se
puede presentar tanto en condiciones de campo como durante la pos-
cosecha. Los sintomas iniciales aparecen en el extremo del pedunculo,
especificamente en el area que rodea el caliz del fruto (también cono-
cido como extremo estilolar) (figura 3) (Navarro et al., 2021). El primer
signo visible es el ablandamiento del pedunculo, que causa su des-
prendimiento. Aunque es menos frecuente, la pudricion también pue-
de ocurrir en frutos inmaduros antes de la cosecha. Sin embargo, es
mas comun que se desarrolle durante la poscosecha, cuando los fru-
tos inician su proceso de maduracion debido al aumento de la tasa de
respiracion y la produccion de etileno (Valencia et al., 2019). Durante



el almacenamiento, las lesiones iniciales se expanden y adquieren una
coloracién marrén oscura a negra. En condiciones ambientales favora-
bles, se observa el desarrollo de micelio (masa de filamentos del hongo)
y picnidios (estructuras reproductivas) en el extremo del pedunculo
(Navarro et al., 2021).

EEMEE] Frutos de aguacate

con sintomas de pudricion
en el area del caliz causada
por especies del género
Lasiodiplodia.

Foto: Donald Adrian Galvis Neira

I Descripcion de sintomas en ramas

En las ramas, la infeccién por Lasiodiplodia spp. se manifiesta princi-
palmente como canceres, caracterizados por areas necréticas en la
corteza (figura 4). La corteza afectada se vuelve friable (se desmenuza
facilmente) y a menudo presenta exudados duros y blanquecinos de
perseitol, un alcohol de azucar caracteristico de los aguacates. Inter-
namente, el tejido lenoso se torna marroén rojizo (igura 5), lo que evi-
dencia el avance de la enfermedad (Avenot et al., 2023).

La infeccién inicial en la corteza permite que Lasiodiplodia spp. pe-
netre y colonice los tejidos vasculares, tanto en el xilema, responsable
del transporte de agua y nutrientes, como en el floema, encargado de
la translocacion de los fotoasimilados (productos de la fotosintesis).
Al obstruir estos tejidos, el patdgeno interrumpe el flujo vital de sus-
tancias en la planta, lo que provoca un debilitamiento progresivo y
la muerte regresiva de la rama (Valencia et al., 2019). Este proceso de
deterioro se manifiesta externamente como marchitez y secado de las
hojas, seguidos por la muerte de la rama.

Hl Capitulo lll. Reconocimiento de los sintomas en aguacate
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Sintomas ocasionados por Lasiodiplodia spp. en tejidos de Persea
americana L. a. Pudricion de ramas terminales; b. Tizon en ramitas;
c. Cancer en troncos.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira

EERER Sintomas

ocasionados por especies
del género Lasiodiplodia
en tejidos de Persea
americana L. a. Necrosis
en la corteza del tejido
externo; b. Coloracion
marron-rojiza en tejido
interno.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira




I Descripcion de sintomas en tronco

En el tronco, la infeccién se manifiesta como canceres (figura 4c), ca-
racterizados por lesiones necréticas que exudan savia, inicialmente
rojiza y luego de color blanco a beige, a medida que se seca. Al igual que
en las ramas, la corteza afectada se vuelve friable y se hunde, mos-
trando un agrietamiento longitudinal con decoloracion externa oscura
(figura 6). Internamente, el tejido de la madera se torna marron rojizo,
con decoloraciones caracteristicas en forma de cuna que se extienden
a través del xilema, el tejido conductor de agua y nutrientes (Fiorenza
et al,, 2023). Esta alteracién en la estructura y funcion del xilema com-
promete el transporte de agua y nutrientes a las partes superiores del
arbol, lo que contribuye al deterioro general de la planta.
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EEMERR Agrietamiento longitudinal con decoloracién externa oscura en tronco
de Persea americana L., ocasionado por especies del género Lasiodiplodia.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira
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Descripcion de sintoma
de muerte descendente

En casos de alta cantidad de indculo, Lasiodiplodia spp. puede colonizar
ampliamente el xilema. Esta colonizacién masiva interrumpe el flujo
de agua y nutrientes hacia las partes superiores de la planta, lo que
se manifiesta inicialmente como marchitez de las ramas y hojas que
permanecen adheridas al arbol en un primer momento (Fiorenza et al.,
2023). A medida que la infeccidn progresa, se desarrolla el sintoma
de muerte regresiva, caracterizado por la defoliacion, es decir, el des-
prendimiento de las hojas marchitas. Simultaneamente, se produce la
necrosis y muerte de ramitas y ramas, al principio en la copa del ar-
bol para después extenderse progresivamente hacia abajo. Las plantas
afectadas presentan un aspecto general de decaimiento, con ramas
secas, necrosis externa en ramitas y marchitez generalizada de hojas
e inflorescencias (figura 7) (Hernandez et al., 2023). La muerte regre-
siva es el sintoma mas grave de la enfermedad causada por especies
del género Lasiodiplodia, ya que puede comprometer la supervivencia
del arbol y causar pérdidas significativas en la produccién de aguacate.

EEMERZ Arboles de aguacate con muerte regresiva causada por
especies del género Lasiodiplodia en plantacion ubicada en Simacota
(Santander, Colombia).

Fotos: Yeirme Yaneth Jaimes y Claudia M. Holguin
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spp. de tejido de aguacate

Aislamiento de Lasiodiplodia
(Persea americana L.)

Foto: Juan Nicolas Pastrana Sanchez
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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-
ci6n de hongos fitopatogenos 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 macroscopico como microscéopico. 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 caracterizacion morfologica no se considera in-
formativa (Garcia et al,, 2021). Para facilitar la correcta identificacion
de los aislamientos obtenidos, se requiere realizar la caracterizacién
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 hermeético, 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 identificacién 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.

Fotos: Laura Valentina Laverde Arias
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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,
que 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 (division transversal) con estriaciones longitudi-
nales debido a los depdsitos 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 informaciéon de datos moleculares (Phillips et al.,
2013). Por ende, su clasificacion taxondmica a nivel de especie se debe
realizar mediante la caracterizacion 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.

Fotos: Juan Nicolas Pastrana Sanchez
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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.

IEERIERLE 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
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Un manejo integrado efectivo de cualquier problema sanitario en cul-
tivos como el aguacate depende de la deteccion y diagnostico oportu-
nos del agente causal, sea un patégeno, sea insecto-plaga (Miller et al.,
2009). Cuando se desconoce el agente causal, las pruebas de patoge-
nicidad son esenciales para determinar el organismo responsable del
dano (Bhunjun et al., 2021). Estas pruebas consisten en inocular arti-
ficialmente el tejido vegetal con el organismo sospechoso, bajo condi-
clones que favorezcan la infeccion. Para asegurar el éxito de la prueba,
es crucial estandarizar el protocolo segtin factores como densidad del
inoculo, condiciones ambientales que promuevan el establecimiento
del patogeno y procesos de esterilizacion del material vegetal a inocu-
lar (Bhunjun et al,, 2021).

En el caso de Lasiodiplodia spp., se ha estandarizado un protocolo
especifico para evaluar la capacidad de los aislamientos obtenidos pre-
viamente (segin la metodologia descrita en el capitulo VI de este ma-
nual) como potenciales agentes causales de la enfermedad en aguacate.
Esto con el objetivo de cumplir los postulados de Koch (Kwon et al,,
2017), los cuales se consideran claves y se deben cumplir en cualquier
estudio etiologico de una enfermedad. Para ello se deben seguir estos
pasos: 1) el agente causal debe estar presente en el tejido enfermo; 2)
se debe obtener el agente causal en un cultivo axénico (cultivo de una
sola especie microblana proveniente de una sola célula) ; 3) el agen-
te causal aislado debe causar la misma sintomatologia en un tejido
inoculado, y 4) el agente causal se debe reaislar del material inocu-
lado. Asi, en el capitulo V se describe la sintomatologia causada por
el potencial agente causal, y en el capitulo VI se indica el proceso de
obtencién del potencial agente causal. En este sentido, se detallan a
continuacion los diferentes procesos a considerar para llevar a cabo
esta prueba de patogenicidad, con lo cual se cumple con el tercer paso
de los postulados de Koch (Kwon et al., 2017).

Para evaluar la capacidad patogénica de los aislamientos de Lasiodiplodia
spp., se inicia con la produccion del inéculo. Cada aislamiento se siem-
bra en medio PDA y se incuba a 27 °C en oscuridad durante 5 dias.
Transcurrido este tiempo, se obtienen discos de 5 mm de diametro de



micelio con crecimiento activo, los cuales se utilizan como inéculo. Es
importante destacar que el uso de discos o plugs de medio de cultivo
con micelio fungico representa una fuente de inéculo concentrada, lo
que puede favorecer el proceso de infeccion y facilitar la evaluacién de
la patogenicidad del hongo (Bhunjun et al.,, 2021).

B Material vegetal

Para las pruebas de patogenicidad, se utilizan plantulas de aguacate
de 3 a 4 meses de desarrollo. Para obtenerlas, se cosechan frutos del
material vegetal a evaluar y se extraen las semillas, las cuales se lavan
y desinfectan. Posteriormente, las semillas se siembran en arena de
rio para inducir su germinacion (figura 12a) y, una vez germinadas, se
trasplantan a bolsas individuales con sustrato adecuado para su cre-
cimiento y desarrollo (figura 12b).

EEMEREA Produccion de material vegetal de aguacate para pruebas de
patogenicidad de Lasiodiplodia spp. a. Semillas de aguacate en
germinador de arena de rio; b. Plantulas de aguacate trasplantadas
en bolsas individuales.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira
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Inoculacion y seguimiento
de sintomas

Previo a la inoculacién, se desinfecta la superficie del tallo de la plan-
tula con etanol al 70 %. Luego, se realiza un corte de 5 mm en la
epldermis (figura 13a) y se coloca un disco de 5 mm de micelio del
aislamiento a evaluar (figuras 13b y 13c¢). El area inoculada se cubre
con un algodén estéril humedecido con agua destilada autoclavada y
se sella con cinta para evitar la desecacién y contaminacion (figuras
13d-13f).

EEMERER Proceso de evaluacion de la patogenicidad de aislamientos
del género Lasiodiplodia en aguacate. a. Corte del tallo con bisturi;

b. Corte de discos de micelio de 5 mm de diametro; c. Disposicion de disco

de micelio en herida; d. Cubrimiento de la herida con cinta para injerto;
e. Plantas inoculadas a nivel del cuello con aislamientos de raiz;
f. Plantas inoculadas en el tallo con aislamientos foliares.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira




Las plantulas inoculadas se mantienen en condiciones de vivero y
se monitorean semanalmente para detectar la aparicién de sintomas.
Un mes después de la inoculacién, se realiza una evaluacién detallada
del material vegetal para observar los sintomas internos en el tejido del
tallo. La capacidad patogénica de los aislamientos de Lasiodiplodia spp.
se confirma por la presencia de necrosis en el tejido externo, que avan-
za en ambos sentidos desde el punto de inoculacién (figura 14a), y por
la presencia de necrosis interna, caracterizada por una coloracién ma-
rrén rojiza en el tejido (figura 14b). En el caso de aislamientos no pato-
génicos, No se observa avance de la necrosis (figura 15).

l’"

FEPIERIA Material vegetal de Persea americana L. inoculado con aislamiento
del género Lasiodiplodia. a. Lesion necrdtica en el tejido externo con avance
bidireccional; b. Necrosis interna marron rojiza en el tejido vascular.

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira
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EEMERER Material vegetal de Persea americana L. indexado un mes
después de la inoculacion. a. Sin sintomas (aislamiento no patdgeno);
b. Ligera tonalidad rosa (potencial patogénico); c. Necrosis interna
marron rojiza (potencial patogénico confirmado).

Fotos: Donald Adrian Galvis Neira

Finalmente, para verificar la identidad del agente causal de los sin-
tomas observados en el material vegetal inoculado y cumplir con el
cuarto paso de los postulados, se debe proceder a reaislar al microor-
ganismo de acuerdo con el procedimiento descrito en el capitulo VI de
este manual. Con esto, se da cumplimiento a los postulados de Koch
previamente descritos.



Capitulo VI

Deteccion molecular de
especies de Lasiodiplodia
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La identificacién precisa de aislamientos del género Lasiodiplodia a nivel
de especie es crucial para comprender la epidemiologia de la enfer-
medad y establecer estrategias de manejo efectivas en el cultivo de
aguacate. Aunque la identificaciéon morfolégica puede ser util como
primer acercamiento a nivel de género, la identificacién molecular me-
diante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha
convertido en el método de referencia para definir especies dentro de
Lasiodiplodia. Esto se debe a que la identificacion morfolégica puede ser
imprecisa debido a la similitud de caracteres entre especies, como la
forma y el tamano de los conidios, que pueden variar segun las condi-
clones ambientales y del sustrato de cultivo (Slippers et al., 2004). Por
ello, desde 2004, la identificacién molecular se ha vuelto indispensable
para definir las especies de Lasiodiplodia y otros hongos de la familia

Botryosphaeriaceae. La PCR ofrece ventajas significativas en compara-

cién con los métodos morfologicos, como una detecciéon mas rapida y

sensible, lo que permite identificar al patogeno incluso en etapas tem-

pranas de la infeccién o en muestras con baja carga fungica. Ademas,
evita los procesos laboriosos y la necesidad de conocimientos taxono-
micos especializados asociados a los métodos morfologicos.

A continuacién, se describen tres regiones gendmicas recomenda-
das para determinar la especie del género Lasiodiplodia mediante PCR
convencional, con el uso de cebadores especificos:

1. ITS: region del espaciador transcrito interno del ADN ribosomal. Esta
regién es altamente variable entre especies y se ha utilizado am-
pliamente para identificar hongos fitopatégenos (White et al., 1990).
Los cebadores ITS1 e ITS4 son los mas utilizados para amplificar
esta region.

2. tef1-a: factor de elongacion 1-alfa. Este gen codifica para una proteina
esencial en el proceso de traduccién y presenta una alta tasa de evo-
lucién, aspecto que lo convierte en un marcador Util para diferenciar
especles (Carbone & Kohn, 1999). Los cebadores EF1-728F y EF1-986R
se utilizan a menudo para amplificar una porcién de este gen.

3. tub2: regidn B-tubulina: Este gen codifica para una proteina estruc-
tural importante en los hongos y también muestra una variabilidad
adecuada para identificar a nivel de especie (Glass & Donaldson,
1995). Los cebadores Bt2a y Btab son los mas utilizados para ampli-
ficar esta region.



En el contexto de la identificacion de especies de Lasiodiplodia, la
region del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal ha
sido ampliamente utilizada como marcador molecular debido a su
alta variabilidad interespecifica (White et al., 1990). Sin embargo, la
dentificacion basada Unicamente en la region ITS puede subestimar
la diversidad de especies, especialmente entre aquellas cercanamente
relacionadas o cripticas (Hyde et al., 2014). Por lo tanto, para una iden-
tificacion precisa y confiable de Lasiodiplodia spp. y otros hongos de la
familia Botryosphaeriaceae, se recomienda emplear un enfoque mul-
tilocus, utilizando datos genéticos de multiples regiones. Este enfoque
incluye la amplificacion y secuenciaciéon de la region ITS, junto con
otras regiones como el factor de elongaciéon 1-alfa (tefl-a) y la region
B-tubulina (tub2) (Hyde et al., 2014).

La combinaciéon de estos tres marcadores moleculares permite una
1dentificacién precisa y confiable de las especies de Lasiodiplodia presen-
tes en las muestras de aguacate. Esto proporciona informaciéon valiosa
para el desarrollo de estrategias de manejo fitosanitario especificas de
cada especie, lo que mejora la eficacia del control de la enfermedad.

Para la identificacién molecular de Lasiodiplodia spp., el primer paso es
obtener suficiente biomasa del hongo. Esto se logra a partir de cultivos
puros previamente crecidos en cajas de petri con agar papa dextrosa
(PDA) (figura 8b). Se toman discos de 5 mm de didmetro (plugs) del mi-
celio en crecimiento activo y se transfieren a tubos Falcon de 50 mL
con 25 mL de caldo V8. Los tubos se incuban en un agitador a 26 °Cy
100 rpm durante tres dias para promover el crecimiento del micelio.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se filtra el contenido de los tu-
bos con papel filtro para separar el micelio (biomasa) del caldo de cul-
tivo. La biomasa obtenida se usa en las siguientes etapas del proceso
de identificacion molecular, que incluyen la extraccion y amplificacion
de fragmentos especificos de ADN.
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I Extraccion de ADN

El ADN se extrae de la biomasa fungica mediante el método estandar
de extraccién con CTABal 3 % (bromuro de cetiltrimetilamonio), un de-
tergente catiénico que ayuda a romper las células y separar el ADN de
otros componentes celulares (Doyle & Doyle, 1987). Este método implica
la lisis celular y la precipitacién del ADN, seguidas de una purificacion
para eliminar inhibidores de la PCR, como polisacaridos y polifenoles.

Consideraciones de seguridad

e Realice el procedimiento en una cabina de extraccién de gases: el
fenol y el cloroformo son sustancias toxicas y volatiles. Trabajar en
la cabina minimiza la exposicién a estos quimicos.

e Utilice equipo de proteccién personal (EPP): use guantes, bata de la-
boratorio y gafas de seguridad para protegerse de los productos qui-
micos y posibles salpicaduras.

e Deseche los residuos adecuadamente: deseche las puntas de pipeta
y los tubos de microcentrifuga contaminados con fenol y clorofor-
mo en contenedores especificos para residuos peligrosos.

Materiales y reactivos

Para la extraccién de ADN se requieren los siguientes materiales y reac-
tivos: mortero y pistilo, tubos de microcentrifuga de 1,5 y 2,0 mL, mi-
cropipetas y puntas, vortex, centrifuga refrigerada, bano maria a 37 °C,
congelador a -20 °C, espectrofotémetro (NanoDrop), transiluminador
UV y equipo de electroforesis en gel de agarosa.

Los reactivos necesarios son los siguientes: bufer CTABal 3 % (3,63 g
de Tris-HCI; 1,11 g de EDTA disddico; 8,18 g de NaCl, y 3 g de CTAB disuel-
tos en 80 mL de agua destilada; ajustar pH a 8.0 con HCl y llevar a 100
mL con agua destilada), proteinasa K (20 mg/mL), 2-B-mercaptoetanal,
fenol-cloroformo (1:1), RNasa A (10 mg/mL), cloroformo, acetato de
amonlio (7,5 M), etanol frio al 70 % (-20 °C) y agua ultrapura tipo 1.



Procedimiento

Preparacion de la mezcla de extraccion: calcular el volumen total
de bufer cTaBnecesario para todas las muestras (845 puL bufer CTAB3 %
+ 40 pL de proteinasa K y 15 pL de 2-B-mercaptoetanol por muestra).
El bufer cTAB 3 % contiene Tris-HCl para mantener el pH, EDTA para
quelar iones metalicos que degradan el ADN, y NaCl para neutralizar
cargas negativas del ADN. La proteinasa K ayuda a degradar proteinas
y el 2-B-mercaptoetanol contribuye a inhibir enzimas que degradan
el ADN.

1.

Maceracion: macerar aproximadamente 50 mg de biomasa fungica
en 500 pL de mezcla de extraccion en un mortero hasta obtener una
combinacién homogénea. Este paso tiene como objetivo romper las
paredes celulares y liberar el contenido celular, incluido el ADN.

. Lisis e incubacion: recuperar la mezcla de bufer de extraccién y te-

jido macerado en un tubo de microcentrifuga de 2,0 mL. Agregar
500 pL adicionales de bufer de extraccién e incubar a 65 °C durante
una hora. La incubacién a alta temperatura favorece la accién de la
proteinasa K y la ruptura de las células, liberando el ADN.

. Extraccion: agitar el tubo en vortex por un minuto para homogenei-

zar la mezcla. Anadir 500 pL de fenol-cloroformo (1:1), una mezcla
de solventes organicos que separa el ADN de otros componentes ce-
lulares. Mezclar por inversion durante 15 minutos y centrifugar a
12.000 rpm por 20 minutos. La centrifugacion separa la mezcla en
dos fases: una acuosa superior que contiene el ADN y otra organica
inferior que contiene proteinas y lipidos.

. Tratamiento con RNasa: transferir 750 pL del sobrenadante (fase acuo-

sa) a un nuevo tubo de 2,0 mL, anadir 5 pL de RNasa (para degradar
el ARN presente en la muestra) e incubar a 37 °C por 15 minutos.

. Purificacion y precipitacion: afiadir 750 pL de cloroformo (para eli-

minar residuos de fenol), agitar por inversion durante 15 minutos y
centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos. Transferir el sobrenadante
a un tubo de 1,5 mL, anadir 250 pL de acetato de amonio (para neu-
tralizar cargas del ADN) y 500 pL de etanol frio al 70 % (para preci-
pitar el ADN). Incubar a -20 °C durante toda la noche para favorecer
la precipitacion.
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6. Lavado: centrifugar a 12.000 rpm por 30 minutos para formar un
pélet de ADN. Descartar el sobrenadante y lavar el pélet con 300 pL
de etanol frio al 70 % (para eliminar sales y otros contaminantes).
Centrifugar nuevamente a 12.000 rpm por 5 minutos.

7. Resuspension: descartar el sobrenadante, secar el pélet al aire (para
eliminar residuos de etanol) y resuspenderlo en 50 pL de agua ultra-
pura tipo I (para disolver el ADN).

8. Almacenamiento: almacenar el ADN extraido a -20 °C para su uso
posterior en PCR.

Para asegurar que la calidad y cantidad del ADN extraido sean ade-
cuadas para la PCR, se cuantifica y evalla con un espectrofotémetro. La
concentraciéon de ADN se determina al medir la absorbancia a 260 nm,
mientras que la pureza se estima mediante las relaciones de absor-
bancia 260/280 y 260/230. Una relacién 260/280 de 1,8-2,0 indica ADN
de alta pureza, libre de contaminacién por proteinas, mientras que
una relacién 260/230 de 2,0-2,2 sugiere baja contaminacién por sales
y carbohidratos. Ademas de la cuantificacion espectrofotométrica, la
calidad del ADN extraido se puede verificar mediante electroforesis
en gel de agarosa. Esta técnica permite visualizar el ADN como una
banda discreta, y la integridad del ADN se puede evaluar al observar
la nitidez y la ausencia de manchas difusas en el gel. Un ADN de alta
calidad mostrara una banda nitida y bien definida, mientras que un
ADN degradado aparecera como una mancha difusa o fragmentada.

Amplificacion de ADN por PCR

La PCR es una técnica esencial en biologia molecular que permite
la amplificacién exponencial de secuencias especificas de ADN. Este
proceso, ampliamente utilizado en el diagnéstico de enfermedades
vegetales, requiere de varios componentes clave: ADN molde (el ADN ex-
traido del organismo de interés, en este caso Lasiodiplodia spp. aislado de
muestras de aguacate), cebadores (oligonucleétidos de ADN de cadena
simple que se unen a las secuencias complementarias del ADN mol-
de, lo que delimita la region especifica a amplificar), Tag polimerasa
(enzima termoestable responsable de la sintesis de nuevas cadenas de
ADN a partir de los cebadores), dNTP (desoxinucleétidos trifosfato, las
unidades basicas que se incorporan a la nueva cadena de ADN durante



la sintesis), bufer de reaccién (solucién que proporciona el ambiente
quimico adecuado para la actividad de la Taq polimerasa, incluida la
concentracion éptima de Mg*, un cofactor esencial para la enzima)
y, en algunos casos, coadyuvantes (sustancias como DMSO 0 BSA que
pueden mejorar la especificidad y eficiencia de la reaccion).

Para identificar las especies del género Lasiodiplodia, se utilizan ceba-
dores especificos para las regiones ITS, tefl-a y tub2 (Alves et al., 2008;
Carbone & Kohn, 1999; Glass & Donaldson, 1995; White et al., 1990).
El proceso de PCR consta de ciclos repetidos de tres etapas: 1) desnatu-
ralizacién (el ADN molde se calienta a alta temperatura para separar
las dos hebras), 2) hibridacion (la temperatura se reduce para permitir
que los cebadores se unan a las secuencias complementarias del ADN
molde) y 3) extension (la temperatura se eleva a 72 °C, éptima para la
actividad de la Tag polimerasa, que extiende los cebadores y sinteti-
za nuevas cadenas de ADN complementarias a las hebras molde). La
repeticion de estos ciclos (25-35 veces) amplifica exponencialmente la
region de ADN objetivo, y esto genera millones de copias que pueden
ser visualizadas y analizadas mediante electroforesis en gel de agaro-
sa. Para identificar especies del género Lasiodiplodia, la amplificacion
y secuenciacion de las regiones ITS, tefl-o y tub2 permite comparar
las secuencias obtenidas con bases de datos de referencia, como Gen-
Bank, para determinar la especie del hongo presente en la muestra
(Slippers et al., 2004). Esta informacion es fundamental para compren-
der la diversidad y distribucion de las especies de Lasiodiplodia asocia-
das al cultivo de aguacate, asi como para desarrollar estrategias de
manejo especificas y efectivas.

Para la amplificacién por PCR de estas regiones en Lasiodiplodia spp.,
se utilizan los siguientes cebadores: ITS1 e ITS4 (White et al.,, 1990)
para la region ITS; EF1-688F y EF1-1251R (Alves et al, 2008) para la
region factor de elongacién (tefl-a), y Bt2a y Bt2b (Glass & Donaldson,
1995) para la regiéon B-tubulina (ver tabla 2 para las secuencias com-
pletas de los cebadores). La combinacién de estos marcadores mole-
culares permite una caracterizacion mas completa y robusta de las
especies de Lasiodiplodia, lo que facilita su delimitacién y contribuye al
desarrollo de estrategias de manejo mas efectivas para el control de la
enfermedad en el cultivo de aguacate.
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Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de regiones de ADN a través
de PCR para identificar especies del género Lasiodiplodia

ITS-1 Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. (1990)
ITS-4 Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990)
Bt2a Forward | GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC | ©1ass 8((1[9)82)a|dson
Bt2b Reverse | ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC | Olass &(ng)a'dson
EF1-688F | Forward | CGGTCACTTGATCTACAAGTGC Alves et al. (2008)
EF1-1251R Reverse CCTCCAACTCACCAGTACCG Alves et al. (2008)

Fuente: Elaboracion propia

Consideraciones de seguridad
y prevencion de contaminacién cruzada

Realice todas las etapas de la PCR en un area designada y limpia,
ldealmente una sala dedicada a PCR.

Utilice guantes limpios y cambielos entre cada muestra para evitar
la contaminacién cruzada.

Utilice puntas de pipeta con filtro para evitar la contaminacién por
aerosoles.

Prepare las mezclas de reaccién en una campana de flujo laminar o
en un area limpia designada para PCR.

Descontamine las superficies de trabajo y los equipos con una solu-
cién de etanol al 70 % o hipoclorito de sodio al 10 % antes y después
de cada uso.

Preparacion de reactivos y muestras para la PCR

Agitar con vértex y centrifugar brevemente tubos de cebadores, bu-
fer, MgCl, y dNTP antes de usarlos.

No agitar la Tag polimerasa con vortex y mantenerla siempre en
hielo.



Mezclar el ADN gendmico antes de usarlo, mediante suaves golpes
al tubo con el dedo.

Calentar y mezclar los cebadores con vortex antes de usarlos para
evitar la formacion de dimeros de cebadores.

Procedimiento

1.

Preparacion de la mezcla maestra: para cada regién génica (ITS, tefl-a
y tub?2), prepare una mezcla maestra que contenga todos los reac-
tivos excepto el ADN molde. Calcule el volumen necesario de cada
reactivo para el numero total de muestras mas un control negativo
(sin ADN).

. Preparacion de los tubos de PCR: en tubos de PCR de 0,2 mL, coloque

24 pL de la mezcla maestra correspondiente a la regién génica a
amplificar.

. Adicién del ADN molde: annada 1 pL de ADN gendmico a cada tubo.

En el tubo de control negativo, anada 1 puL de agua ultrapura tipo I.
Mezcle suavemente por pipeteo.

. Amplificacion por PCR: coloque los tubos de PCR en el termociclador

y ejecute el programa de temperaturas y tiempos especificos para
cada regién génica (tabla 3).

. Verificacion del éxito de la PCR: tome una alicuota de 4 pL de cada

producto de PCR y analicela mediante electroforesis en gel de agaro-
saal1,001,2 % (p/v), utilizando TBE 1X como bufer de electroforesis
y tenido con GelRed. Visualice los fragmentos de ADN amplificados
en un transiluminador UV. Para los tres genes (ITS, tefl-a y tub2),
los fragmentos amplificados deben tener un tamano aproximado de
500 a 600 pares de bases (figura 16).
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Tabla 3. Condiciones para la amplificacion de los tres genes (ITS, tub2 y tefl-q)
para la identificacion de Lasiodiplodia spp.

B ke AR TN S G e
Desnaturaliza- 95°C 2min 94 °C 5min 94 °C 4 min
cién inicial 95 °C 1min 95 °C 50s 94 °C 30 min
55°C 455 55°C 50s 55°C 30s
35 ciclos/Tm
72°C 1.30 min 72°C 50s 72°C 455
EX‘;?::I'W 72°C 5 min 72°C 10 min 72°C 5 min

Fuente: Elaboracion propia

4 5 8 200 C-

EERERE Amplificacion de los genes visualizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,2 %. a. ITS; b. tefl-q; c. tub2.
Nota: El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb.
Los demas carriles corresponden a diferentes muestras de ADN.
C-: control negativo.

Fotos: Elizabeth Quintero Rueda

Adicionalmente, la secuenciacién Sanger de los productos de PCR
permite la identificacién a nivel de especie mediante la compara-
cion de las secuencias resultantes de las diferentes regiones del ge-
noma, ITS, tefl-o y tub2, con secuencias de referencia en bases de
datos como GenBank (National Center for Biotechnology Information
[NCBI], 2022). Esto permite la identificacion precisa de especies del
género Lasiodiplodia.



Analisis de datos e identificacion
de especies

Tras la amplificacion por PCR de las regiones ITS, tefl-a y tub2, los pro-
ductos obtenidos son secuenciados mediante el método Sanger, que
produce secuencias de nucleétidos a partir de los fragmentos ampli-
ficados. Estas secuencias, tanto en sentido forward como en reverse, se
visualizan y editan en programas como Sequencher o Chromas, para
generar secuencias consenso de alta calidad, eliminar posibles errores
de secuenciacién y generar una secuencla representativa para cada
muestra (Sanger et al.,, 1977).

La identificacién de las especies de Lasiodiplodia se basa en la com-
paracion de estas secuencias consenso con secuencias de referencia
depositadas en bases de datos publicas, como GenBank (NCBI, 2022).
La herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es util en
este proceso, ya que permite encontrar las secuencias méas similares
a la secuencia problema en las bases de datos publicas como GenBank
(Altschul et al., 1990). Un valor de e-value bajo (negativo o cercano a
cero) suglere una alta similitud y, por lo tanto, respalda la identifica-
cién de la especie problema. Sin embargo, la identificacién basada tni-
camente en BLAST puede ser insuficiente en algunos casos, sobre todo
en especles cercanamente relacionadas o en complejos de especies
cripticas, donde las diferencias genéticas pueden ser minimas (Hyde
et al,, 2014). Ademas, la calidad y representatividad de las secuencias
depositadas en las bases de datos pueden variar, lo que puede llevar a
identificaciones erréneas. Por lo tanto, se recomienda complementar
el analisis BLAST con uno filogenético, para determinar las relaciones
evolutivas entre las especies de Lasiodiplodia y la posicion de las mues-
tras problema dentro del género. Para ello, se alinean las secuencias
obtenidas con secuencias de referencia de otras especies, utilizando
algoritmos como ClustalW o Muscle (Edgar, 2004; Thompson et al,,
1994), y se construye un arbol filogenético.

Existen diferentes métodos para construir arboles filogenéticos,
cada uno con sus propias ventajas y desventajas, los cuales se descri-
ben a continuacion.
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Métodos de construccion
de arboles filogenéticos

Maxima verosimilitud (ML): busca el arbol que maximiza la probabili-
dad de observar los datos de secuencia, dado un modelo evolutivo es-
pecifico. Programas como RAXML y IQ-Tree son ampliamente usados
para implementar este método (Nguyen et al., 2015; Stamatakis, 2014).

Inferencia bayesiana (BI): estima la probabilidad posterior de diferen-
tes arboles filogenéticos, segun datos de secuencia y modelo evoluti-
vo previo. Programas como MrBayes y Beast son populares para rea-
lizar analisis bayesianos (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Suchard
et al, 2018).

Maxima parsimonia (MP): busca el arbol que requiere el menor nu-
mero de cambios evolutivos para explicar los datos de secuencia.
Aunque es conceptualmente simple, puede ser computacionalmen-
te intensivo para grandes conjuntos de datos.

Métodos de distancia: calculan distancias evolutivas entre las se-
cuenclas y construyen el arbol con base en estas distancias. Son
meétodos mas rapidos y sencillos que ML y BI, pero pueden ser me-
nos precisos en algunas situaciones.

Métodos coalescentes: modelan la historia evolutiva de cada gen indi-
vidualmente, al incorporar procesos como la coalescencia, que
describe la fusiéon de linajes genéticos hacia ancestros comunes a
medida que se retrocede en el tiempo. Posteriormente, integran la
informacion de los diferentes genes para inferir el arbol filogené-
tico de las especies. Aunque mas complejo, este enfoque permite
conslderar historias evolutivas distintas para cada gen, al propor-
clonar una estimacién mas precisa de las relaciones entre especies,
especialmente en casos de introgresion (movimiento de genes entre
especies) o transferencia horizontal de genes (Ogilvie et al., 2017).
El programa StarBEAST2 es una herramienta que implementa este
enfoque en la reconstruccion filogenética (Ogilvie et al., 2017).



Resultado del analisis filogenético

Se evaluo la resolucién filogenética de tres regiones de ADN (ITS, tefl-a
y tub?2) para identificar especies de Lasiodiplodia asociadas a la muerte
descendente del aguacate en El Carmen de Chucuri (ECC), Santander.
Las secuencias obtenidas se alinearon con secuencias homologas de
GenBank utilizando Muscle (Edgar, 2004) y se curaron con Gblocks
(Castresana, 2000). Se realizaron analisis filogenéticos individuales
para cada gen y un analisis que concatena las tres regiones con el
paquete concatipede en R (https://tardipede.github.io/concatipede/). La
reconstruccion filogenética se realizé mediante maxima verosimilitud
en 1Q-Tree (Nguyen et al., 2015) con 1.000 réplicas de Bootstrap. Los
arboles se visualizaron con ggtree en R (Yu et al,, 2017).

Los analisis filogenéticos individuales mostraron incongruencias en
laidentificacién delos aislados ECCy una falta deidentificacion de clados
monofiléticos en algunos grupos de especies, lo que evidencia la necesi-
dad de un enfoque multilocus (varios genes) para la delimitacién preci-
sa de especies de Lasiodiplodia (figura 16). En el arbol basado en la region
tub?2 (figura 17a), ambos aislados ECC se agruparon en un clado polifilé-
tico con L. theobromae, L. lacensis y L. brasiliensts, con un soporte de 72 %.
En el arbol basado en la region tefl-a (figura 17b), el aislado ECC Fol07
se agrup6 con L. brasiliensis y L. viticola con un soporte de 98 %, mien-
tras que ECC Fol03 se agrup6 con L. theobromae con un soporte menor
de 70 %. Finalmente, en el arbol basado en la region ITS (figura 17¢),
ambos aislados se agruparon con L. brasiliensis y L. theobromae con un
soporte de 96 %. Estos resultados indican que la identificacion de espe-
cles de Lasiodiplodia basada en un solo gen puede ser ambigua debido a
la falta de resolucién y a la presencia de grupos parafiléticos.
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El analisis concatenado con los tres genes (ITS, tef1-a, y tub?2) (figura 18)
incremento6 la resolucion filogenética, y permitid una identificaciéon
mas precisa de los aislados ECC. En este analisis, ECC Fol03 se agrupo
con L. theobromae con un soporte de 99 %, mientras que ECC Fol07 se
agrupo con L. brasiliensis con un soporte de 95 %. Este enfoque multi-
locus permite una mejor delimitacién de las especies al combinar la
informaciéon de multiples genes y minimizar las incongruencias obser-
vadas en los analisis individuales.

Concatenado BT EF ITS ogr— Lasiodiplodia caatinguensis IBL40

Lasiodiplodia caatinguensis IBL381

Lasiodiplodia macroconidia GuoLD01752
Lasiodiplodia chonburiensis MFLUCC 16-0376
Lasiodiplodia curvata LD01755

Lasiodiplodia newvalleyensis EGY20113

Lasiodiplodia mahajangana CMW27818

100| Lasiodiplodia viticola UCD2604MO
Lasiodiplodia viticola UCD2553AR
Lasiodiplodia missouriana UCD2199MO

Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610

Lasiodiplodia theobromae IBL405
73| Lasiodiplodia theobromae CMM3654
99|' ECC Fol03
70l Lasiodiplodia theobromae EGY3036
Lasiodiplodia theobromae EGY2035
100 Lasiodiplodia brasiliense IBL348
I73][95[L [ asiodiplodia brasiliense IBL415
ECC Folo7
Lasiodiplodia laosensis GuoLD01963

100| Lasiodiplodia subglobosa CMMA4046
i‘_ ! Lasiodiplodia subglobosa CMM3872

Lasiodiplodia macrospora CMM3833

85

95

96| Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM3887
100|' Lasiodiplodia pseudotheobromae IBL201
sr Lasiodiplodia chinensis CGMCC 3.18067

Lasiodiplodia tropica GuoLD01846
94| Lasiodiplodia parva CBS 494.78
72[! Lasiodiplodia parva CBS 456.78
96| Lasiodiplodia paraphysoides QD8
Lasiodiplodia paraphysoides QD7
86| Lasiodiplodia euphorbiaceicola CMW36231
Lasiodiplodia euphorbicola CMM3609

Lasiodiplodia pyriformis CBS 121770

---------------------------------------- Botryosphaeria stevensii CMW7060

SEMEREY Arbol filogenético concatenado de las regiones ITS,
tef1-ay tub2 que muestra las relaciones filogenéticas entre especies
de Lasiodiplodia asociadas a la muerte descendente del aguacate.

Nota: Los nUmeros en los nodos representan los valores de Bootstrap

(solo se muestran valores por encima de 70). La linea punteada indica

que el tamano de la rama es mucho mayor debido a la gran distancia
genética y se acortd manualmente para facilitar la visualizacion.

Fuente: Elaboracion propia

Il Capitulo VI. Deteccién molecular de especies de Lasiodiplodia
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Capitulo VII

Caracterizacion integral de
especies de Lasiodiplodia

Foto: Claudia M. Holguin
)



B Reconocimientoy métodos de diagnostico de la muerte descendente ocasionada por Lasiodiplodia spp. en cultivos de aguacate

0
@

El analisis filogenético, basado en la comparacion de secuencias de
ADN, se ha consolidado como una herramienta indispensable en la
1dentificacién y clasificacion de especies de Lasiodiplodia, un hongo fito-
patégeno con un amplio rango de hospederos y una notable diversi-
dad genética. La identificacion precisa de las especies de Lasiodiplodia
es crucial debido a su impacto econémico en cultivos de importancia
agricola (como el aguacate), donde ciertas especies pueden causar en-
fermedades devastadoras como la pudricion de la fruta y la muerte
regresiva de ramas.

La identificaciéon morfolégica tradicional de Lasiodiplodia spp. a me-
nudo se ve obstaculizada por la plasticidad fenotipica y la convergencia
evolutiva de caracteres, lo que lleva a ambigliedad y errores de iden-
tificacion. El analisis filogenético molecular, por otro lado, proporcio-
na una base objetiva y robusta para delimitar especies, lo que revela
relaciones evolutivas precisas y permite identificar especies cripticas
(Hyde et al.,, 2014).

El analisis filogenético no solo permite la identificacion precisa de
especies, sino que también proporciona informacién valiosa sobre la
diversidad genética, la distribucion geografica y la historia evolutiva
de especies del género Lasiodiplodia (Mehl et al., 2017). Esta informa-
cién es fundamental para comprender la epidemiologia de las enfer-
medades causadas por este hongo, incluidas las rutas de dispersion,
los mecanismos de adaptacion a diferentes hospederos y ambientes, y
la evolucion de la patogenicidad (Slippers et al., 2004).

Lainferencia filogenética de especies de Lasiodiplodia puede realizarse
con uno o varlios genes. Aunque el marcador ITS (region del espaciador



transcrito interno del ADN ribosomal) ha sido ampliamente utilizado
para la identificacién de hongos, incluido Lasiodiplodia spp., estudios
recientes han demostrado que el uso de multiples genes, como ITS,
tefl-a (factor de elongacion de la traduccion 1-a) y tub2 (B-tubulina),
mejora significativamente la resoluciéon filogenética y la precision en
la reconstruccién de las relaciones evolutivas (Quaedvlieg et al., 2013).
La combinacion de multiples genes, cada uno con diferentes tasas de
evolucion y presiones selectivas, proporciona una vision mas completa
y precisa de la filogenia de especies de Lasiodiplodia. Adicionalmente, la
caracterizacion de la patogenicidad y la morfologia de los aislamientos
de Lasiodiplodia spp. complementa el analisis filogenético y proporciona
informacién adicional para identificar y diferenciar especies. Los en-
sayos de patogenicidad, basados en los postulados de Koch, permiten
evaluar la capacidad de un aislamiento para causar enfermedad en un
hospedero especifico, mientras que la descripcién morfolégica de las
colonias, conidiéforos y conidios puede revelar caracteristicas distinti-
vas entre algunas especies (Phillips et al., 2013).

La integracion de datos moleculares, morfolégicos y de patogenici-
dad permite una identificacién completa y precisa de las especies de
Lasiodiplodia. La comprension integral de la diversidad, distribucién e
Impacto de este hongo es esencial para el desarrollo de estrategias
efectivas de manejo integrado de enfermedades, incluida la seleccién
de variedades resistentes, la implementacion de practicas culturales
adecuadas y el uso racional de fungicidas.

Hl Capitulo VIl Caracterizacion integral de especies de Lasiodiplodia
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Conclusiones y recomendaciones

La muerte descendente del aguacate, causada por especies de
Lasiodiplodia, es una enfermedad que afecta la produccion de
este cultivo en Santander. Este manual proporciona informacién
actualizada sobre la enfermedad, incluidos la sintomatologia,
el aislamiento del patégeno y su identificacién molecular. Se ha
resaltado la importancia del diagnéstico preciso del agente causal
para el manejo efectivo de la enfermedad.

El manual describe el proceso de aislamiento de Lasiodiplodia spp.
a partir de tejido vegetal de aguacate, con la colecta de muestras,
el proceso de aislamiento y la descripcién macro- y microscopica
del hongo. También se detalla el procedimiento para la prueba de
patogenicidad, que permite confirmarla capacidad delos aislamientos
de causar la enfermedad. Se describe la técnica de PCR para la
identificacién molecular de Lasiodiplodia spp., incluidas la extraccién
de ADN, la amplificacion de tres regiones génicas (ITS, tefl-ay tub2) y
el analisis de secuencias. En este contexto, se destaca la importancia
de utilizar un enfoque multilocus para la identificacién precisa de las
especies, ya que el analisis de un solo gen puede ser ambiguo.

Conbase en lainformacion presentada, seidentificaron las especies
L. theobromae y. L. brasiliensis como los agentes causales de la enfer-
medad de la muerte regresiva o descendente de aguacate en aguacates




criollos en los municipios El Carmen de Chucuri y Simacota de
Santander. Es importante determinar la prevalencia de dichos
patdgenos en estos y otros municipios productores de aguacate
en Santander y Colombia, asi como determinar los aislamientos
de estas especies mas virulentos y posibles vectores asociados
como escarabajos ambrosiales, con el fin de prevenir su dispersiéon
y desarrollar estrategias de manejo mas eficientes.

Se recomienda a los productores de aguacate estar atentos a
los sintomas de la enfermedad y tomar medidas preventivas para
evitar su propagacion. En caso de sospecha de la patologia, se
debe consultar a un profesional fitosanitario para un diagnostico
preciso e implementar estrategias de manejo adecuadas.

Finalmente, se recomienda la difusién de este manual entre
técnicos y cientificos de aguacate para promover el conocimiento
y la prevencién de la enfermedad. Es importante continuar
con la investigacion sobre la muerte descendente del aguacate
para desarrollar estrategias de manejo mas efectivas, asi
como promover la capacitaciéon de productores y técnicos en el
reconocimientoymanejodelapatologia. También esfundamental
establecer un sistema de vigilancia fitosanitaria para monitorear
su presencia y distribucién en las zonas productoras de aguacate.
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I Glosario

ADN: acido desoxirribonucleico, un acido nucleico que contiene la informacién genéti-
ca de un organismo vivo.

Cancer: lesién necroética hundida en la corteza de ramas o tronco, a menudo asociada
con la exudacién de sustancias.

Chancro: lesion necroética en la corteza de ramas o tronco, caracterizada por agrieta-
miento y decoloracién.

Clorosis: amarillamiento de las hojas debido a la falta de clorofila, un pigmento esen-
cial para la fotosintesis.

Conidioforo: estructura microscédpica especializada que produce y sostiene conidios
(esporas asexuales).

Conidio: espora asexual producida por hongos, que sirve para su reproduccién y
dispersion.
Cultivo axénico: cultivo puro de un solo organismo (hongo, bacteria, etc.), sin la pre-

sencia de otros microorganismos contaminantes.

Defoliacion: caida prematura de las hojas de una planta, a menudo como sintoma de
enfermedad o estrés.

Endofito: microorganismo que vive dentro de los tejidos de una planta sin causarle
dano aparente, e incluso puede establecer una relacién mutualista con la planta.

Especies cripticas: especies morfolégicamente similares que solo pueden ser separa-
das con analisis de secuencias de ADN.

Exudado: sustancia liquida que rezuma de una planta a través de heridas o lenticelas,
pudiendo ser savia, resina, latex u otras secreciones.

Fitopatégeno: microorganismo (hongo, bacteria, virus, etc)) que causa enfermedad
en las plantas.

Friable: textura de un tejido vegetal que se desmenuza facilmente al tacto, a menudo
asociada con descomposicion o enfermedad.

Hialino: transparente o incoloro, término utilizado para describir estructuras micros-
copicas de hongos.

Inoculo: material que contiene el patdgeno (esporas, micelio, etc.) y que se utiliza para
inocular artificialmente una planta con el fin de estudiar la enfermedad o evaluar
la resistencia.

Lenticelas: pequefios poros en corteza de ramas y troncos que permiten el intercam-
bio gaseoso entre los tejidos internos de la planta y el ambiente.



Lesion necrdtica: area de tejido muerto en una planta, generalmente de color marréon
0 negro, causada por dano fisico, quimico o biologico.

Micelio: masa de filamentos ramificados (hifas) que constituye el cuerpo vegetativo de
un hongo, responsable de la absorcién de nutrientes y el crecimiento.

Marchitez: pérdida de rigidez y turgencia de los tejidos vegetales debido a la falta de
agua, a menudo como sintoma de enfermedad o estrés hidrico.

Muerte descendente: patrén de muerte progresiva de ramas y hojas que comienza
desde la parte superior del arbol y avanza hacia abajo, a menudo asociado con en-
fermedades vasculares.

Necrosis: muerte de tejido vegetal, generalmente como resultado de una lesién o
enfermedad.

Patogenicidad: capacidad de un microorganismo de causar enfermedad en un hos-
pedero susceptible.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa, técnica de biologia molecular utilizada para
amplificar regiones especificas de ADN, lo que permite la deteccién e identificacion
de patogenos.

Peciolo: estructura de la planta que conecta la lamina de la hoja con el tallo.
Peduinculo: estructura de la planta que sostiene una flor, un fruto o una inflorescencia.

Perseitol: alcohol de aztcar producido naturalmente por el aguacate, que puede exu-
dar en forma de cristales blancos en lesiones causadas por Lasiodiplodia.

Picnidio: estructura reproductiva asexual de algunos hongos, que produce y libera
conidios.

Saprofito: organismo que se alimenta de materia orgénica muerta o en descomposi-
cién, y que desempenia un papel importante en el ciclo de nutrientes.

Sintoma: manifestacién visible de una enfermedad en una planta, como cambios en
color, forma o funcién de los tejidos.

Vasos del xilema: células conductoras especializadas del xilema, responsables del
transporte de agua y nutrientes desde las raices hasta las hojas.

Virulencia: grado o intensidad de patogenicidad de un microorganismo, es decir, su
capacidad para causar dano o enfermedad en un hospedero.

Xilema: tejido vascular de las plantas responsable del transporte de agua y nutrientes
desde las raices hasta las hojas.
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E€ste manual ofrece una guia completa para el reconocimiento
y diagnodstico de la muerte descendente en aguacate, una
enfermedad limitante para este cultivo en Santander, Colombia,
causada por el hongo Lasiodiplodia spp. Un diagnéstico preciso
es crucial para el manejo efectivo de esta enfermedad, y este
documento proporciona las herramientas para lograrlo.

Aqui se detalla el proceso de aislamiento del hongo, desde la
recolecciéon de muestras de tejido vegetal hasta la descripcion
macro y microscopica del patégeno. También se incluye el pro-
cedimiento para realizar pruebas de patogenicidad, confirman-
do la capacidad del hongo para causar la enfermedad.

Ademads, se describe la técnica de pPcrR para la identificacion
molecular de Lasiodiplodia spp. Este proceso implica la extrac-
cion de Abn, la amplificacién de tres regiones génicas (ITS,
tefl-a y tub2) y un andlisis de secuencias multilocus para una
identificaciéon precisa de la especie.

La difusion de esta informacién entre técnicos y cientificos es
fundamental para promover el conocimiento y la prevencién de
la muerte descendente en aguacate en Santander y otros
departamentos productores de la fruta en Colombia.
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