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Resumen General

El presente trabajo se planted con el objetivo de colectar, aislar, caracterizar morfoldgica y
molecularmente, asi como determinar la severidad y virulencia de especies del género
Ganoderma, asociadas a la pudricion de tranco y raices de Persea americana Miller, variedad
drymifolia (Schltdl. Y Cham.) S.F. Blake, en municipios y localidades del estado de
Michoacén en la zona conocida como “Franja Aguacatera”. Se realizaron diversas recolectas
en la zonas con mayor superficie plantada y se obtuvieron un total de 30 aislados con
esporomas de cada recolecta respectivamente. La caracterizacion morfoldgica se realizd con
base en sus caracteristicas culturales en medio nutritivo PDA y sus caracteres morfoldgicos
tanto macro como microscopicos descritos para el género. Para la identificacion molecular se
realizd la extraccion de ADN de acuerdo al protocolo descrito por Cenis (1992) y Osuji et al.
(2015). Posteriormente se llevo a cabo la PCR con base en los iniciadores que codifican para
ITS1 e ITS4, factor de elongacion (EF-1a) y RPB2, los fragmentos obtenidos se purificaron y
secuenciaran en Macrogen Inc. Estas secuencias se compararon en homologia por medio de
analisis BLAST, el total de las secuencias se aline6 en MEGA 6.0 para la busqueda del mejor
modelo evolutivo, distancias genéticas y la construccion de cladogramas con base en la
maxima parsimonia y maxima verisimilitud. Posteriormente se evalu6 la patogenicidad de las
cepas para determinar la interaccion fitopatdogeno-hospedero, con pruebas realizadas en
plantas de aguacate provenientes de un mismo arbol, éstas se sembraron en un sustrato estéril
a base de 2:1 suelo tipo andosol/arena, después de dos meses se inocularon con micelio de las
cepas de Ganoderma spp. Se evalud la virulencia de acuerdo al tiempo que tardaron en
presentar el primer sintoma, asi como la severidad por los dafios que produjeron en raiz y
apice caulinar en comparacion a los testigos. Con los andlisis morfologicos y moleculares se
concluye que las 30 cepas pertenecen a Ganoderma. La evaluacion patogénica determind que
todas las cepas fueron patdgenas, presentaron una virulencia que oscilé de 16 a 80 dias. El
total de las cepas fue capaz de generar pudricion blanca radical de tallo, corona y de los
cotiledones de la semilla. Asi como amarillamiento de las hojas, marchitez y defoliacion en el
80 % de los tratamientos y destruccion del sistema radical y del tejido conductor, este ultimo
como el sintoma mads severo, en algunos casos se obtuvo crecimiento de cuerpos fructiferos de
los hongos, los cuales coinciden con los observados en campo.

Palabras clave: Secuenciacion, morfologia, virulencia.



General Summary

The present work was proposed with the objective of collecting, isolating, characterizing
morphologically and molecularly, as well as determining the severity and virulence of species
of the genus, associated with the foot rot and roots of Persea americana Miller, variety
drymifolia (Schltdl. And Cham.) SF Blake, in some municipalities and localities of the state of
Michoacan in the area known as “Franja Aguacatera”. Various collections were made in the
areas with the largest planted area and a total of 30 isolates with sporomas of each one were
obtained respectively. The morphological characterization was carried out based on its cultural
characteristics in PDA nutrient medium and its morphological characters, both macro and
microscopic, described for the genus. For molecular identification, DNA extraction was
performed according to the protocol described by Cenis (1992) and Osuji et al., (2015).
Subsequently, a PCR was carried out based on the primers that code for ITS (1 and 4)
elongation factor (EF-1a) and RPB2, the fragments obtained were purified and sequenced in
Macrogen Inc. These sequences were compared in homology by means of BLAST analysis,
the total of the sequences will be aligned in MEGA 6.0 for the search for the best evolutionary
model, genetic distances and the construction of cladograms based on maximum parsimony
and maximum likelihood Later the pathogenicity of these strains was evaluated to determine
the interaction strain-host with tests carried out on avocado plants from the same tree, these
were sown in a sterile substrate based on sand and after two months they were inoculated with
mycelium of the strains of Ganoderma spp. Virulence was evaluated according to the time it
took to present the first symptom, as well as the severity of the damage caused to the root and
apex compared to the controls. Morphological and molecular analyzes concluded that the 30
strains belong to Ganoderma. The pathogenic evaluation was conclusive and determined that
all the strains were pathogenic, presented a virulence that ranged from 35 to 80 days. All the
strains were capable of producing radical white rot of stem, crown and cotyledons of the seed.
As well as yellowing of the leaves, wilting and defoliation in 80% of the treatments and
destruction of the root system and the conductor tissue, this as the most severe symptom, in
some cases growth of fruiting bodies of the fungi was obtained, which coincide with those

observed in the field.

Keywords: Sequencing, morphology, virulence.
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I. INTRODUCCION GENERAL

El fruto de aguacate actualmente es uno de los alimentos de moda en el mundo (Welle, 2019),
Meéxico es el principal proveedor, contribuye con mas del 85 % de la produccion total. Para
satisfacer la demanda global, las areas de plantacion de este cultivo han incrementado
exponencialmente en el pais. Las superficie con mayor drea plantada se encuentra en el estado
de Michoacan, con alrededor de 166,604 ha reportadas (FOSIAP, 2019). Esto dado al cambio
de la cubierta forestal en los bosques de pinos y encinos de las zonas afectadas y el proceso de
conversion de bosques naturales a huertos de aguacate. Los huertos de aguacate de propiedad
privada se encuentran en tierras que fueron bosque anteriormente, el cual se ha visto afectado
principalmente por el cambio de uso de suelo, debido a una serie de factores en la
normatividad de politicas y normas forestales Mexicanas, y el aumento en la demanda del
comercio de dicho frutal (Barsimantova y Antezanab, 2011), ha generado un proceso de
desplazamiento y pérdida de especies no solo vegetales sino de otros organismos oriundos del
ecosistema, como lo son los hongos que han modificado sus ciclos y héabitos alimenticios, uno
de ellos es el género Ganoderma, que es originario de bosques de pino-encino, su principal
papel en la naturaleza es como degradador de madera y materia organica (Encina ef al., 2012).
A pesar de que Michoacan es lider en produccion de aguacate, el cultivo se enfrenta a factores
que limitan su produccion, estos pueden ser biogenicos (causados por microorganismos como
hongos (antracnosis), bacterias (pudriciones) y nematodos; por razones practicas se incluyen
entre estos a los virus y viroides (mancha de sol), cuya identificacion como seres vivos es
discutible; o abiogénicos que influyen directamente sobre la produccion, esto genera un
impacto directo sobre la calidad y cantidad de los frutos. Entre estos factores se encuentran: la
fluctuacién de temperaturas que van desde bajas a muy altas, fendmenos meteorologicos:
como exceso de lluvia, heladas, granizadas, y el tipo de suelo: salinidad y acidez, estos
factores se encuentran entre los mas determinantes para el desarrollo de la planta. (Téliz y

Mora 2015; Whiley et al., 2007; Mejia, 2011).

En la zona productora del estado de Michoacan conocida como “la franja aguacatera”, se
calcula que las enfermedades presentes en el cultivo afectan en mas de una tercera parte de la
produccion. Las pérdidas econdmicas se estiman en miles de pesos para los productores y la
cifra aumenta afio con afio, se tienen reportes de fitopatdgenos que destruyen el sistema

radicular, principalmente Phytophthora cinnamomi Rands, que causa la enfermedad de



pudricion de la raiz en las plantas de Persea americana y es el fitopatdogeno econdémicamente
mas importante del aguacate en todo el mundo. Este fitopatdgeno ataca arboles de todas las
edades y destruye a las raices pequenas, que se vuelven negras y quebradizas y finalmente
mueren, es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo, se tienen registros no solo
en México sino en otros paises donde se ha establecido el cultivo; como Australia, Sudafrica y

Estados Unidos, por mencionar algunos (Pegg et al., 2002; Lara, 2008; T¢éliz y Mora, 2015).

La importancia de los fitopatdgenos que afectan a los cultivos estd determinada por la
distribucion y severidad de los dafos que ocasionan. Las enfermedades en el cultivo de
aguacate estan presentes en fruto, follaje, tronco y raiz. Las més destructivas para los arboles
son las localizadas en el cuello y raices, los causantes de estas infecciones principalmente son:
Roselina necatrix, Fusarium spp., Armillaria mellea y Ganoderma spp.; estos ultimos
causantes de pudricion blanca del tejido lefioso y pueden llegar a ser tan severos que producen
la muerte del arbol con un conjunto de sintomas bien diferenciados (Campos, 2003; Forest

Pest Fact Sheet, 2014; Téliz y Mora, 2015; Loyd et al., 2018).

Los sintomas ocasionados por Ganoderma spp., son: defoliaciones, amarillamiento de las
hojas, muerte descendente de ramas, pérdida de vigor, pudricién blanca del duramen y
principalmente de la albura, por lo cual se presentan canceres de diversas dimensiones en la
base del tallo y pudricidn de las raices (Schwarze y Ferner, 2003). Los signos que se observan
con mayor frecuencia en los arboles infectados son los esporoforos ya sea en arboles atn vivos
o muertos y en los tocones y abundante micelio blanco o con diferentes tonalidades de café

(Ryvarden, 2000; Swiecki y Bernhardt, 2006).

La clasificacion taxondmica que se ha empleado para la identificacion de Ganoderma es
mediante caracteristicas morfologicas tanto macro como microscopicas. En la actualidad
también se realiza con la ayuda de técnicas moleculares y otros caracteres de origen biologico
(Ryvarden y Johansen, 1980; Corner, 1983; Gottlieb y Wright, 1999; Ryvarden, 2004, Torres
y Guzman, 2012).

Frecuentemente se utilizan marcadores moleculares para la caracterizacion e identificacion de
especies de Ganoderma, con la ayuda de secuencias de ADN, lo que ha generado caracteres

bien definidos e independientes de la morfologia del individuo. Sin embargo, estas



herramientas se utilizan en combinacién para identificar especies que anteriormente fueron

renombradas o mal identificadas.

Las técnicas moleculares basadas en ADN son las herramientas que mas han ayudado para la
identificacion correcta de la gran diversidad genética y filogenética de especies de
Ganoderma, han definido y separado grupos entre especies. Hasta el momento no existen
reportes sobre la presencia, la expresion y los dafios de la enfermedad en las plantas de Persea
americana Miller var. drymifolia, con base en lo anterior se plantearon hipdtesis y objetivos

para el presente trabajo de investigacion:
Hipotesis

Existe diversidad de especies del género Ganoderma asociadas a la pudricion blanca de raices
y madera en aguacate (Persea americana Mill var. drymifolia) e inducen sintomas aéreos y la

muerte de la planta.
Objetivo General

Determinar morfoldgica y molecularmente especies del género Ganoderma asociadas a Persea

americana Miller var. drymifolia.
Objetivos especificos:

1. Identificar morfologicamente aislados y esporomas de Ganoderma de diferentes sitios de
recoleccion asociados a arboles de Persea americana Miller, variedad drymifolia (Schltdl. Y

Cham.) S.F. Blake

2. Evaluar la patogenicidad de las cepas obtenidas de Ganoderma spp., para determinar su

virulencia y severidad en plantas sanas de Persea americana Miller variedad drymifolia.

3. Identificar molecularmente esporomas de Ganoderma spp., asociados a raices y troncos de
Persea americana Miller, variedad drymifolia (Schltdl. y Cham.) S.F. Blake mediante técnicas

moleculares
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CAPITULO I

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE ESPECIES DE Ganoderma ASOCIADAS
A Persea americana Miller, var drymifolia (Schitdl. Y Cham.) S.F. Blake

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se plante6 el objetivo de identificar morfolégicamente
aislados y esporomas de Ganoderma obtenidos de diferentes sitios de recoleccion asociados a
arboles de Persea americana Miller, variedad drymifolia (Schltdl. y Cham.) S.F. Blake. Se
realizaron muestreos y se seleccionaron recolectas de raiz, tronco y esporomas en arboles con
sintomas de marchitez en la parte area y en raices con pudricion suave y blanca, en localidades
pertenecientes a la franja aguacatera del estado de Michoacan, las muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la
UMSNH, donde se obtuvieron 30 aislados que se almacenaron en semillas de sorgo estériles.
Se realiz6 una caracterizacion cultural y morfoldgica, se evalud el tipo de micelio y coloracion
y se determinaron las caracteristicas microscopicas; en los esporomas se hicieron cortes para
observar el tipo de micelio, coloracién y forma de las esporas. En la caracterizacion cultural
todas las cepas presentaron micelio algodonoso, conforme envejece se torna corchoso, con
variacion en el color; de blanco 23 %, amarillas 26 %, crema 40 % y 13 % color café.
Microscopicamente se observo micelio modificado, presencia de fibulas. Los esporomas que
se recolectaron de campo adheridos a los arboles de aguacate enfermos presentan pileo
suberoso a lefioso de color amarillo, rojo, café, gris, rojizo, sésiles o con estipite, de 10 a 50
cm de longitud con esporas ornamentadas (ovoides, acerradas, dentadas) coloreadas de caf¢ a
marron-rojizo. Estas caracteristicas son similares a las descritas para el género Ganoderma. Se
identificaron cuatro especies; Ganoderma curtisii, Ganoderma applanatum, Ganoderma
lobatum y Ganoderma resinaceum.

Palabras clave: Esporoma, fitopatdgeno, cepa, basidiospora, hifas.



SUMMARY

In this research work, the objective was to collect, isolate and morphologically characterize
species of the genus Ganoderma, associated with avocado cultivation in the state of
Michoacan. Various samplings were carried out, root, trunk and sporophorous collections
were selected in trees with wilting symptoms in localities belonging to the avocado fringe of
the state of Michoacan, the samples were taken to the phytopathology laboratory of the
"Presidente Juarez" Faculty of Agrobiology of UMSNH, where 30 isolates were obtained and
stored in sterile sorghum seeds. A cultural characterization was carried out in PDA culture
medium, evaluating the type of mycelium, coloration and morphology, determining
microscopic characteristics; from the sporomas, cuts were made to observe the type of
mycelium, coloration and shape of the spores. In the cultural characterization, all the strains
presented cottony mycelium, as it ages it becomes corky, sometimes white with light brown
and / or yellow and reddish tones, with streaks. Microscopically modified mycelium was
observed, presence of fibulae. Field-collected sporophores attached to diseased avocado trees
present suberous to woody crown of yellow, red, brown, gray, reddish, sessile or stipe, 10 to
50 cm long with ornate spores (ovoid, close , toothed) colored (brown to reddish-brown).
Similar characteristics to those described for the genus Ganoderma. 1dentifying six species;
Ganoderma curtisii  Ganoderma applanatum, Ganoderma lobatum, and Ganoderma

resinceum.

Keywords: Esporoma, fitopatogeno, cepa, basidiospora, hifas.



I. Introduccion
El género Ganoderma comprende un grupo de hongos que pertenecen a los macromicetos,
género importante dentro de la familia Polyporaceae, es un grupo grande, mantiene una
distribucion cosmopolita con alrededor de 220 especies, algunas como saprotrofitos,
hospederos de madera, tanto muerta como de arboles vivos, estas especies se encuentran
principalmente asociadas a raices, se desarrollan como parasitos y fitopatdogenos importantes,
causan una muy distintiva pudricion blanca en tejidos lefiosos, estas propiedades ligninoliticas
fueron determinantes para su clasificacion dentro de especies en el grupo de hongos de
pudricion blanca (Moncalvo y Ryvarden 1997; Ryvarden 2004; Salmon et al., 2014). Es un
grupo diverso, estd distribuido a lo largo y ancho de los continentes, ha sido objeto de
multiples investigaciones, por el importante papel que desempefia dentro de varios campos de
las areas cientificas, con notable interés econdmico, en la agricultura, silvicultura y la

medicina (Mossebo et al., 2014).

La clasificacion taxondmica a la que fueron sometidos los miembros de esta familia se llevé a
cabo basada principalmente en la morfologia, de acuerdo a las caracteristicas presentes y
perceptibles observadas, como la conformacién de la superficie del pileo, ya sea de tipo
laqueado, con tonos lustrosos y brillantes o simplemente de aspecto mate u opaco, la
configuracion del sistema hifal y la superficie del pileo. Otro caracter taxonomico
sobresaliente es la disposicion de sus basidiosporas, la forma, ornamentacion y la presencia de
un patrén que también se apega a la estructura, (Furtado, 1962, 1965, 1981; Steyaert, 1972,
1980; Ryvarden y Johansen, 1980; Corner, 1983; Gottlieb y Wright, 1999; Ryvarden, 2004,
Torres y Guzman, 2012). A pesar de los extensos estudios a nivel genérico e infragenérico,
actualmente solo cinco géneros son aceptados, Amauroderma, Ganoderma, Haddowia,
Humphreya y Tomophagus (Moncalvo et al., 1995; Moncalvo y Ryvarden 1997; Ryvarden,
2004; Kirk et al., 2008, Tham et al., 2012).

Caracteristicas morfologicas del género Ganoderma
Micelio

El micelio presenta una fase vegetativa formada por micelio macroscopico. Los

basidiomicetos pasan por tres fases de desarrollo que corresponden a tres formas de micelio:



primario, secundario y terciario. El primero es el micelio que se origina de la germinacion de
una basidiospora, estd formado por hifas septadas, monocarionticas y haploides. El micelio
secundario se deriva del primario, y en éste las hifas son dicarionticas. Se forman estructuras
en forma de grapa (fibulas) para mantener la condicion dicariontica, migran los nucleos de un
septo a otro; en esta fase las hifas forman un pseudotejido llamado plecténquima, que es
pseudotejido del esporama. El micelio terciario corresponde a la parte fértil del cuerpo
fructifero, se encuentra dispuesto en un extracto definido, el himenio, en el cual se forman los
basidios y las basidiosporas. El esporoma se encuentra constituido por un pie (estipite, en
algunos casos) que sostiene una estructura en forma de cupula, el sombrero (pileo), en cuya
parte inferior se encuentra el himenio, formado por ldminas tubos o poros. Cuando el
esporoma es joven el himenio se encuentra protegido por una tela muy delgada, llamada velo
parcial, que al romperse deja una estructura sobre el estipite llamado anillo; en algunos hongos
toda esta estructura se encuentra envuelta en un velo universal, el cual al romperse forma unas

escamas sobre el pileo (Trigos-Landa, 2000).
Esporomas

Los esporomas se reconocen por su posicion en la base o en los primeros metros de altura del
tronco y su gran tamafio, su forma de repisa con el pileo costroso, frecuentemente laqueado, y
su color café a rojizo. Todas las especies tienen un sistema hifal trimitico que consiste en la
presencia de hifas generativas, esqueléticas y conectivas. En México se reconocen con cierta
certeza a las especies: Ganoderma applanatum, G. australe, G. colossus, G. curtisii, G.
formcatum, G. lobatum, G. lucidum, G. oregonense, G. resinaceum y G. tsugae, las especies
que mas se han descrito son: G. applanatum, G. australe, G. curtisii, G. lobatum, G. lucidum,
G. resinaceum y G. tsugae; sin embargo, se acepta que el complejo Ganoderma resinaceum,

G. curtisii, G. lucidum requiere de un andlisis mas detallado en su clasificacion (Cibrian et al.,

2007).

El pileo con una capa laqueada y brillante, de color amarillento, anaranjado, café rojizo a
rojizo, cuando joven y maduro; con tonos mas oscuros cuando viejos, con una costra dura,
gruesa y opaca, no laqueada en algunas especies, pero si en otras, ni brillante, de color gris,
café, café¢ grisdceo, café oscuro a negro. Esporomas sésil, sin estipite o pie, subestipitado a

estipitado (Cibrian et al., 2007).



Ganoderma colossum presenta esporomas anuales, ligero en peso; pileo con una cuticula muy
delgada que se desprende facilmente con la ufia, de color amarillento a café amarillento,
contexto blanquecino a color crema, esponjoso, de mas de 5 cm de grosor; esporas de mas de

15 pm de largo (Cibrién et al., 2007).

Ganoderma resinaceum, presenta esporomas perennes, pileo con una cuticula gruesa,
laqueada a resinosa, de color rojiza a café rojiza; contexto café grisaceo a café, duro y

corchoso, hasta 5 cm de grosor; esporas de 10-13 um de largo (Cibrian et al., 2007).

Ganoderma tsugae, forma esporomas subestipitados a sésiles, crece solo en coniferas, pileo
con cuticula fuertemente barnizada y laqueada, de color café rojizo; contexto de color crema a
café palido, blando y ligeramente esponjoso, hasta 5 cm de grosor; esporas de 13-15 um de

largo (Cibrian et al., 2007).

Ganoderma lucidum, con esporomas central a lateralmente estipitado, pileo y estipite con una
cuticula barnizada o lacada, de color crema a marrén rojizo y marrén oscuro cuando es viejo,

esporas de 9 a 12 um de longitud (Cibrian et al., 2007).

Ganoderma curtisii, forma esporomas lateralmente estipitados, pileo y estipite con una
cuticula delgada, barnizada y laqueada, que se desprende facilmente con la ufia, de color
amarillento a café amarillento y café rojizo; contexto de color crema a café; esporas de 10-14

um de largo (Cibrian ef al., 2007).

Ganoderma lobatum, desarrolla esporomas sésiles a subestipitados, pileo con una cuticula
delgada, de color café a café oscuro, se rompe facilmente con la uiia; contexto de color café

oscuro, fibroso; esporas de 10-12 um de largo (Cibrian et al., 2007).

Ganoderma applanatum, presenta esporomas aplanados, rara vez ungulado, pileo con una
cuticula costrosa, de color gris, café o negro, con el margen blanco, contexto de color café

oscuro, corchoso o lefioso; esporas de 9-12 um de largo (Cibrian et al., 2007).

Ganoderma australe, su esporoma es aplanado a ungulado, pileo con una cuticula de hasta 3
mm de grosor, se agrieta con la edad, de color cacao o chocolate a café oscuro; contexto de
color café¢ con porciones blanquecinas, corchoso a lefioso; esporas de 7-12 pm de largo

(Cibrian et al., 2007). De acuerdo a lo anterior el objetivo de esta investigacion fue:



e Identificar morfoldgicamente aislados y esporomas de Ganoderma obtenidos de los
diferentes sitios de recoleccion asociados a arboles de Persea americana Miller,

variedad drymifolia (Schitdl. Y Cham.) S.F. Blake



I1. Materiales y Métodos
Area de estudio

Los muestreos de raices de arboles infectados se llevaron a cabo en municipios pertenecientes
a la franja aguacatera del estado de Michoacan, localizada en la provincia fisiografica del
sistema volcéanico transversal entre los paralelos 18° 45° y 20° 6’ de Latitud Norte y los
meridianos 101° 47° y 103° 13’ de Longitud Oeste. En esta region aguacatera sobresalen por
su produccion 22 municipios, en los cuales existen 94,045.28 ha cultivadas con aguacate. El
rango de alturas donde se ubican las plantaciones con este frutal oscila entre 1100 a 2900
msnm, aunque la mayor superficie se ubica entre 1600 a 2100 msnm. Gran parte del cultivo se
encuentra establecido en suelos de tipo andosol (89.81 %), se presentan 14 climas; en diez de
ellos se encuentra establecido el cultivo. Las temperaturas medias anuales donde se ubican las
plantaciones de aguacate oscilan de 16 °C hasta 24 °C y la precipitacion pluvial en esta zona
fluctia de 600 a 1500 mm anuales. La humedad relativa predominante donde se encuentra

establecido este cultivo es del 90 % (Gutiérrez et al., 2010).
Ubicacion del area experimental

El presente trabajo se desarroll6 en campo y en el Laboratorio e Invernadero de Fitopatologia
de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San

Nicolés de Hidalgo, en Uruapan, Michoacén.
Material biologico

De los sitios de muestreo se recolectaron esporomas adheridos al tronco, tallo y raices de s
plantas de aguacate con sintomas de la enfermedad (amarillamiento, defoliaciones, derribo de
arboles, ausencia de raices alimenticias), raices de didmetro mayor cuando eran suaves y se
descortezan facilmente y presentaban una coloracion blanca por la presencia del micelio del
hongo, cada una de las muestras fueron colocadas en bolsas Ziploc® resellables y se
etiquetaron de acuerdo al orden de la recolecta, se indicé la fecha y los datos generales del
huerto. Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Agrobiologia “Presidente Judrez” UMSNH y se almacenaron a 4 °C para su posterior

procesamiento.



El aislamiento a partir de material vegetal (raiz, tronco y esporomas) se hizo mediante el
protocolo de Agrios (2005), que incluye lavado y desinfeccion de los fragmentos de raices,
tronco y esporomas y se cultivaron en cajas Petri con medio de cultivo PDA, para la
conservacion de los aislados se empled el medio de cultivo Malta-Agar, ambos se les adiciond
0.20 ml/litro de 4cido lactico para evitar contaminacidon por otros agentes, y obtener los

aislados puros del fitopatdgeno. Finalmente, los cultivos se incubaron a 22 °C en oscuridad.
Purificacion y multiplicacion

De los aislamientos de Ganoderma spp., se hicieron nuevos cultivos en PDA y Malta-agar
adicionados con acido lactico a la cantidad ya mencionada, se tomaron puntas de hifa con
ayuda de un estereoscopio y de un bisturi previamente esterilizado, se transfirieron a cajas
Petri con medio de cultivo PDA, para tener unicamente al fitopatégeno de interés. Se

almacenaron a 4 °C para su conservacion hasta determinar sus caracteristicas de conservacion.
Elaboracion de medios de cultivo

Se elaboraron volumenes de 1000 mL para el medio PDA y 500 mL para el medio PDA

Malta-agar de. Los medios se esterilizaron.
PDA

Se colocaron 200 g de cuadritos de aproximadamente 3 mm de papas frescas en agua destilada
y se colocaron en el fuego hasta que las papas estuvieron suaves al tacto. La infusién obtenida
se filtro a través de una manta de cielo, el volumen final se aforé a 1000 mL y se agregaron 10
g de dextrosa y 18 g de agar y se esterilizd en autoclave a 121 °C y 15 Ib de presion por 20

minutos.
Medio de cultivo PDA Malta-agar

S colocaron 125 g de cuadritos de aproximadamente 3 mm de papas frescas en agua destilada
y se pusieron a hervir hasta que las papas estuvieron suaves al tacto. La infusion obtenida se
filtr6 a través de una gasa, el volumen final se aforo a 500 mL y se agregaron 5 g de dextrosa'y

10 g de Malta-agar, y se esterilizd como se menciond anteriormente.

11



En ambos medios, una vez alcanzada la temperatura adecuada para su manejo, se vaciaron en
cajas Petri Klinikus® de 100 x 15 mm y 60 x 15 mm en campana de flujo laminar y se
expusieron a luz UV hasta que solidificaron, se guardaron en bolsas de plastico etiquetadas
con fecha de elaboracion y tipo de medio nutritivo, se almacenaron en refrigeracion a

temperatura de 4 °C hasta su uso.
Identificacion de especies de Ganoderma a partir de esporomas

Los esporomas recolectados en campo se limpiaron, fotografiaron y se hizo un herbario, cada
esporoma se etiquetd de acuerdo a la informacion del sitio de origen como: coordenadas de
geo posicionamiento, nombre del huerto, numero de recolecta y municipio o localidad. Los
esporomas se recolectaron durante todo el afio 2019, en los mismos sitios donde se
recolectaron las muestras de raiz, tallo y corona. Para su conservacion se pusieron a secar en la
estufa, se observaron diariamente para que no se causaran dafados por el calor, se etiquetaron
segun su procedencia y se colocaron en el herbario, todo esto de acuerdo al protocolo descrito

por Fuentes et al. (1997), para posteriormente realizar su identificacion taxondémica.

Para el estudio morfologico de los ejemplares se siguieron los métodos propuestos por Furtado
(1965), Largent et al. (1977), Bazzalo y Wrigth (1982), Gottlieb y Wright (1999a, b),
Ryvarden (2000) y Torres-Torres et al. (2012). Los principales caracteres macroscopicos
estudiados fueron dureza y grosor de la cuticula del pileo, tipo de contexto (homogéneo,
relativamente homogéneo o duplex), presencia de incrustaciones o bandas resinosas y la forma
y tamafio de los esporomas. La descripcion de los colores de los esporomas se realizé de
acuerdo a Kornerup y Wanscher (1978). Se hicieron preparaciones en solucion KOH al 5 % y
lactofenol blanco para la caracterizacion de estructuras microscopicas. Estas fueron forma de
las basidiosporas, forma, tamafio e incrustaciones de los elementos de la cuticula; didmetro de
los poros y la presencia de clamidosporas. Los nombres de las especies y autores estan
basados en la base de datos Index Fungorum (IFP, 2014), Figura 1. Con los especimenes
recolectados y como ya se menciono se hizo un herbario en el laboratorio de Fitopatologia de
la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” y se pretende que una parte de las muestras
sea depositada en el herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto

Politécnico Nacional (IPN).
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Analisis de las basiodiosporas

El analisis microscopico de las basidiosporas se realizdo de acuerdo a Cao et al. (2012). Las
muestras se examinaron con aumento hasta 100x en un microscopio Nikon Eclipse HS50L con
contraste de fase de iluminacion y se registro en fotomicrografias el tamafio de las esporas, los

diametros de las hifas se obtuvieron con el programa G-Capture Pro-7.

Figura 1. Caracteristicas morfolédgicas para la identificacion de esporomas; A) Esporomas,

tamafo de los poros B) hifas esqueléticas, C) basidiospora.



I11. Resultados y Discusion
Zonas de muestreo

Se realizaron 30 muestreos en diferentes localidades ubicadas en la franja aguacatera de

Michoacan, las caracteristicas de las localidades se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Localizacion geografica de 30 sitios de muestreo en localidades pertenecientes a la

franja aguacatera del estado de Michoacan.

Comunidad Municipio Altitud Precipitacion Coordenadas
San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Cori W101°95°
Tancitaro Tancitaro 3 800 1008 N19°20'13"
W102°21'45"
San Angel Ziracuaretiro 1609 1121 N19°26'52"
Zurumicapio W101°53719"
San Miguel Patzcuaro 2140 1040 N19°38'00"
Charahuen W 101°38'00"
Santa Ana Uruapan 2505 1600 N19°32°00
Zirosto W102°19°
Tingambato Tingambato 1980 1100 N 19°0’
Ww101° 0’
Santa Rosa Uruapan 1580 1060 N19°38’
W102° 0’
Tacambaro Tacambaro 1980 1100 N 19°0’

W 101° 0’




Sintomas observados en campo

Los sintomas observados en arboles fueron presencia de pudricién suave en el tronco a la
altura del cuello, ausencia de raices alimenticias, abundante micelio tanto en raices de mayor
grosor como en el tronco de los arboles infectados, en época de lluvias se observaron
esporomas adheridos al tronco o bien dentro de la zona de goteo que es donde se encuentran

las raices, Figura 2.

Figura 2. Sintomas de Ganoderma spp en arboles de aguacate. A) Caida de arboles de

aguacate afectados por la pudricion radicular; B) signos de pudricion blanca de raiz
y micelio; C) defoliacion generalizada y frutos pequeiios de mala calidad; D)

esporomas adheridos al tronco.

En las raices de sostén se detectd la presencia de micelio blanco y algodonoso, con hiperplasia
del tejido vegetal, amarillamiento foliar, hojas pequefias, defoliacion generalizada, frutos
abundantes pero pequefios y quemados por el sol debido a la falta de follaje y derribo de

arboles a causa del debilitamiento del sistemas radicular.
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Aislamiento y purificacion de Ganoderma spp.

De las recolectas en campo se obtuvieron un total de 30 cepas puras, a las cuales se les asigno
la siguiente clave de cepario, de acuerdo a la zona donde se colectaron: G2, G7, G10, G12,
G13, Gl15, Gl16, G18, G19, G20, G21, G22, G25, G26, G28, G40, G41, G43, G44, G45, G46,
G50, G55, G56, G58, G60, G61, G62, G64 'y G65, como se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas y ubicacion de los sitios de recoleccion de acuerdo a la cepa aislada.

cepa Sitios de Municipio Altitud (m) Precipitacion Coordenadas
recolecta
(mm)
G2 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Coru
W101°95°
G7 Toreo Uruapan 1580 1060 N19°38°
W102°0°
G10 Tingambato Tingambato 1980 1100 N19°0’
W101°0’
G12 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N 19° 46’
Coru
W 101° 95’
G13 Toreo Uruapan 1580 1060 N19°38’
W102°0°
G15 Toreo Uruapan 1580 1060 N19°38"
W102°0°
Gl16 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95"
G18 Tacambaro Tacambaro 1980 1100 N19°0"
W101°0’
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G19 Tacambaro Tacambaro 1980 1100 N19°0’
W 101°0’
G20 Tacambaro Tacambaro 1980 1100 N 19° 0’
W 101° 0’
G21 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95°
G22 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95°
G25 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Coru
W101°95°
G26 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95"
G28 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95°
G40 San Miguel Patzcuaro 1696 1200 N19°46’
Charahuen
W101°95"
G41 San Miguel Patzcuaro 2140 1040 N19°3800"
Charahuen
W 101°3800"
G43 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46’
Coru
W101°95"
G44 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Coru
W101°95°
G45 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46'
Coru W101°95'
G46 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Coru
W101°95°
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G50 Santa Rosa Uruapan 1580 1060 N19°38’
W102° 0’
G55 San Angel Ziracuaretiro 1609 1121 N19°26'52"
Zirumucapio W101°53'19"
G56 Tancitaro Tancitaro 3800 1008 N19°20'13"
W102°21'45"
G58 San Andrés Ziracuaretiro 1696 1200 N19°46°
Coru
W101°95°
Go60 Araparicuaro Tancitaro 3 800 1008 N19°20'13"
W102°21'45"
G61 Tancitaro Tancitaro 3 800 1008 N19°20'13"
W102°21'45"
G62 San Angel Ziracuaretiro 1609 1121 N19°26'52"
Zurumucapio W101°53'19"
Go4 Araparicuaro Tancitaro 3 800 1008 N19°20'13"
W102°21'45"
G65 Caracha Ziracuaretiro 1415 1200 N19°26'
W101°55'

Caracterizacion morfoldégica de cepas

Las 30 cepas de Ganoderma spp., obtenidas presentaron variabilidad cultural, en cuanto a la

forma, crecimiento, color y textura del micelio.

Forma de la colonia y textura del micelio

Las 30 cepas presentaron diferencias morfoldgicas, de coloracion, crecimiento y consistencia
del micelio (radial estriado, algodonoso, ligeramente granuloso y corchoso), al principio de
color blanco, a medida que envejecen tomaron diferente coloracion; blanco 23 % las
recolectas G20, G25, G21, G13, G12, G7 y G26, amarillas 26 % G65, G44, G45, G18 G19,
G20, G16 y G46, crema 40 % G22, G58, G56, G28, G41, G50, G10, G40, G64, G15y G2 y
de color café 13 % G55, G61, G62 y G64. En algunos casos presentd micelio raquitico
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postrado al medio de cultivo, otras cepas conforme envejecieron se form6 una costra de

micelio compactado, de tonos cafés, es importante sefialar que no se colorearon los medios de

cultivo (PDA y Malta-Agar), Figura 3.

Figura 3. Cepas de Ganoderma spp, aisladas de raiz, tronco, corona y esporomas de arboles

de aguacate.
Caracterizacion morfologica de esporomas

De los esporomas recolectados en los distintos sitios se observaron caracteristicas macro y
microscopicas similares a las descritas para el género Ganoderma, se identificaron con este
método cuatro especies; Ganoderma curtisii, G. applanatum, G. lobatum y G. resinaceum

Boud (G. sessile), las cuales presentan las siguientes caracteristicas:
Ganoderma curtisii

Esporoma en promedio de 22-71 x 17-57 x 10-20 mm, anual, estipitado, suberoso a fibroso.
Pileo reniforme a semicircular; superficie brillante, laqueada, caracter que se pierde con el

tiempo yquedan zonas opacas; anaranjada a amarilla con tonalidades marron-rojizas. Estipite
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de 40-54 x 10-24 mm, lateral, aplanado a cilindrico, brillante, con tonalidades marrén rojizo.
Contexto duplex, azonado, con 2-4 bandas resinosas, completas o intermitentes a través de
todo el contexto. Elementos de la cuticula de 29-47 x 7.3-15.5 um, claviformes, sin

incrustaciones, en ocasiones con protuberancias y ramificaciones laterales.

Basidiosporas de 15.99-27.04 x 13.98-21 um, elipsoides a oblongas, con pilares interparietales
sublibres, (Murrill, 1908), Figuras 4 y 5.

Figura 4. Morfologia de esporomas de Ganoderma curtissi, en Ziracuaretiro 1, 3,4, 5, 8, 9,

11,13, 14, 15 y 18; Uruapan 2, 6, 7, 17; Tacambaro 10, 16 y 19; Tingambato 12.
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Figura 5. Caracteres analizados en la identificacion morfoldgica de Ganoderma curtissi: A)
Esporoma anaranjada a amarillo con tonalidades marrén rojizas, B) Hifas

esqueléticas y C) Basidiosporas elipsoides.
Ganoderma applanatum (Persoon, 1908)

Esporoma de 67-225 X 105-165 X 33-83 mm, perenne, sésil, suberoso a lefioso. Pileo
semicircular a ligeramente lobado o irregular; superficie opaca, surcada concéntricamente,
zonada, marrdn, en ocasiones cubierta con esporas color 6xido. Cuticula de hasta 0.48 mm de
grosor. Elementos de la cuticula de 3045 X 5.6-10 pum, claviformes a digitiformes, en
ocasiones con protuberancias laterales y ramificaciones, marrdn-rojizo a amarillo-dorado,
mezclados con hifas esqueléticas. Basidiosporas de 8-9 X 5.2-6.2 um, Q = 1.45-1.53,

elipsoides, marron claro, exosporio con pilares interparietales libres (Hyménomye, 1887).

Basidiosporas de 14.23-29.15 x 10.11-17.02 pum elipsoides, truncadas, de color café
amarillento, las recolectas de los esporomas asi como sus esporas y micelio se presentan en la

Figuras 6y 7.
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Figura 6. Morfologia de esporomas de Ganoderma applanatum recolectadas en; Ziracuaretiro
1, 5 y 6; Patzcuaro 3; Tancitaro 2 y 4.

Figuera 7. Caracteres analizados en la identificacion morfolégica de Ganoderma applanatum:
A) Pileo semicircular a ligeramente lobado o irregular, B) basidiosporas
elipsoides marrdn claro y C) hifas esqueléticas.
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Ganoderma lobatum (Schwein, 1908)

Esporoma de 36-155 X 55-125 X 26—44 mm, perenne, sésil, en ocasiones subestipitado,
suberoso a lefioso. Pileo dimidiado a lobulado, ocasionalmente semicircular; superficie opaca;
marrén a marron-grisaceo. Elementos de la cuticula de 3440 x 4.4-10 pum, claviformes a

digitiformes, de pared gruesa, marrén a marrdn-rojizo. Basidiosporas de 17.32-30.09 x 12.1-

19.17 um, elipsoides a oblongas, con pilares interparietales libres um, Q = 1.44-1.81,
(Schwein. 1908), Figuras 8 y 9.

Figura 9. Caracteres analizados en la identificacion morfologica: A) esporama dimidiado a
lobulado, ocasionalmente semicircular, B) hifas esqueléticas y C) basidiosporas
elipsoides.
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Ganoderma resinaceum (G. sessile) (Boud, 1889)

Esporoma anual, sésil, gregario, algunos arboles con mas de 80 esporomas en la base, globoso
en la juventud, semicircular a circular en la madurez, algunos en forma de repisa, de
consistencia corchoso-lefiosa, los esporomas mas grandes miden 17-20 x 28-30 cm. Pileo
lanceolado en fresco, de color café rojizo a rojo anaranjado, con el borde café amarillento y
finalmente blanco. Himenoforo blanco cuando joven, blanco amarillento a la madurez.
Convexo, correoso hasta 5 cm dc espesor y color café amarillento. La pudricion por este
hongo se presenta hasta 3 m de altura. Afecta la albura y puede llegar hasta el corazén de la
madera. Basidiosporas de 17.08-30.04 x 8.22-17.03 pm ovaladas a anchamente elipticas,

pardas, con exoperidio radiado, relativamente grueso y poro germinativo hialino.

Figura 10. Morfologia de esporomas de Ganoderma resinaceum Boud 1889 (G. sessile),

recolectado en Tancitaro.
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Figura 11. Caracteres analizados la identificacion morfologica: A) Pileo lanceolado en fresco,
de color café grisaceo, con el borde café amarillento y finalmente blanco, B)

hifas esqueléticas y C) basidiosporas ganodermoides.

La nomenclatura y clasificacion a nivel especie del género Ganoderma ha sido controvertida
por tener alta variacion (plasticidad), y en ocasiones los autores la ubican en diferentes taxas
(Ryvarden, 2004; Steyaert, 1972; 1980; Bazzalo y Wright, 1982), esto por el estudio de
especie sobre especie, desde las primeras investigaciones que se han realizado para este
género, los taxones de Ganoderma han sido tratados como especies con gran plasticidad tanto
morfoldgica como genética, por ejemplo las investigaciones realizadas por Ryvarden, (2004),
Steyaert (1972, 1980) quienes mencionan sobre G. resinaceum que en ocasiones se confunde
con otra especie y puede ser nombrada de manera diferente. Bazzalo y Wright, (1982) y
reportaron sinonimia en varias especies diferentes bajo el mismo nombre. Por otro lado,
Steyaert (1967a), considero los depositos resinosos del contexto como poco importantes para

la identificacion, principalmente en las especies del subgénero Elfvingia. Sin embargo, se ha
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reportado que estos depdsitos junto con el color del contexto son importantes en la separacion

de taxones.

Las investigaciones se enfocaban en destacar principalmente la importancia taxondmica del
género Ganoderma, mediante sus caracteristicas morfoldgicas (Furtado 1965, Gottlieb y
Wright 1999, Steyaert, 1980), sin embargo, su uso actual es limitado, quizas por la falta de
terminologia precisa. Gran parte de la complejidad es causada por la gran variabilidad de sus
caracteres morfoldgicos, esto crea confusiones y dificulta encontrar términos precisos y no
genéricos. En esta investigacion encontramos algunos caracteres fuera de lo comun como el
gran tamafio de las esporas lo cual concuerda con lo reportado por Torres y Guzman-Davalos,
(2005) ellos reportan variacion en el tamafio y la forma de algunos caracteres taxondomicos
propios del género y aseguran que esto depende del sitio muestreado y de la edad del
esporoma. Por otra parte las especies identificadas en esta investigacion estan asociadas al
cultivo de aguacate, y de este hospedero no se tienen reportes, donde se encontr6 una gran
variacion morfologica (color de esporomas, color de cepas, tamafio de basidiosporas, etc.), y
las especies identificadas son reportadas hospederas de pinos y encinos (Barsimantova y
Antezanab, 2011) De acuerdo con Cibrian, (2007) y Encina et al., (2012) quizas esto se debe a

la sobre explotacion y deforestacion de los bosques.

La determinacion a nivel especies presentd complicaciones debido a que existe un complejo
de las mismas reportadas en México, con caracteristicas muy similares entre si, (G. boninense,
G. multiplicatum, G. orbiforme, G. subfornicatum y G. oerstedii), todas con contexto de color
marron amarillento a marrdn rojizo y basidiosporas café a marrdon obscuro, (Haddow 1931,
Heim 1962, Furtado 1965b, 1967, Steyaert 1967b, 1972, Bazzalo y Wright 1982, Gilbertson y
Ryvarden 1986, Ryvarden 1991, 2000). Pero difieren a las encontradas en esta investigacion,
en contraste con lo reportado por Torres y Guzméan que sehalan G. curtisii es una especie
cosmopolita en México y con alta variabilidad morfoldégica. Sin embargo, no existe relacion
aparente entre las otras tres especies encontradas (G. applanatum, G. lobatum y G.
recinaceum) pero si en el aspecto micromorfoldgico. En conclusion, Ganoderma curtisii es
una especie muy variable macromorfolégicamente, es muy probable que parte de esta

variacion se deba a que al menos sean dos especies. Se requieren mas estudios, en particular
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con caracteres moleculares, que permitan dilucidar si la variacion observada representa a una o

varias especies.
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IV. Conclusiones
Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

Las caracteristicas morfologicas de los esporomas permitieron la identificacion de cuatro
especies de Ganoderma, Ganoderma curtisii, Ganoderma applanatum, Ganoderma lobatum y

Ganoderma resinaceum

De esporomas adheridos al tronco de Persea americana var. drymifolia se obtuvieron 30
cepas, con diferencias en color, blancas, amarillas, crema y café¢, micelio algodonoso
corchoso, con estrias. Microscopicamente se observd micelio modificado y presencia de

fibulas.

Los esporomas tuvieron alta variacion en su coloracion; naranja, amarillo con tonalidades
marrén rojizas, color opaco en tonos cafés a gris, marrén opaco a marron-grisaceo y café

rojizo con borde café amarillento a blanco.

La forma de las basidiosporas en su mayoria fue elipsoide, también se observaron ovaladas,
con poca variacion en su tamano; de 17.32-30.09 x 12.1-19.17 um las de tamafo mayor, de
15.99-27.04 x 13.98-21 um de tamafo intermedio y de 14.23-29.15 x 10.11-17.02 pm, las de

tamano menor.
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CAPITULO II:

PATOGENICIDAD DE Ganoderma spp. ASOCIADAS A TRONCO Y RAIZ DE Persea
americana Miller, VARIEDAD drymifolia (Schitdl. y Cham.) S.F. Blake

RESUMEN

El presente estudio se planted con el objetivo de evaluar la patogenicidad de especies del
género Ganoderma asociadas al cultivo del aguacate en el estado de Michoacdn, mediante la
virulencia y severidad de las cepas. Se llevaron a cabo diversos muestreos en localidades
ubicadas en la franja aguacatera, se obtuvieron 30 aislados prevenientes de esporomas de los
cuales se identificaron morfologicamente las especies: Ganoderma curtisii, G. applanatum, G.
lobatum y G. resinaceum. Para evaluar la patogenicidad se obtuvieron plantas de Persea
americana Mill. var. drymifolia, 1a semilla procedi6é de un mismo arbol, éstas se sembraron en
un sustrato constituido de 2:1 suelo andosol/arena estéril. Las plantas de tres meses después de
la siembra se inocularon con micelio de los 30 aislados de Ganoderma spp., el aislado de
Ganoderma se obtuvo al inocular las cepas en semillas sorgo estéril durante 35 dias que fue
cuando la mayoria de las especies invadieron por completo la semilla de sorgo. Se evalud la
virulencia con base al tiempo en que aparecieron los primeros sintomas y la severidad de la
enfermedad de las cepas por los dafios observados en la raiz y apice comparados con los
testigos. Los 30 aislados de Ganoderma spp., fueron patogénicos para Persea americana Mill.
var. drymifolia. La virulencia de los aislados oscil6 entre 16 a 80 dias y la severidad fluctud
entre 35 a 80 dias, que fue cuando se murio la primera planta. El total de las cepas fue capaz
de producir pudricion blanca en raiz, tallo, corona y los cotiledones, asi como amarillamiento
de las hojas, marchitez, defoliacion en el 80 % de los tratamientos, destruccion del sistema
radical, del tejido conductor y finalmente la muerte de la planta, también se obtuvo
crecimiento de cuerpos fructiferos del fitopatdgeno, los cuales coinciden con los observados

€n campo.

Palabras clave: Virulencia, Severidad, Inoculo, Infeccion.



SUMMARY

The present study was proposed with the objective of evaluating the pathogenicity of species
of the genus Ganoderma associated with the cultivation of avocado in the state of Michoacan,
through the virulence of the strains and the severity of the disease. Various samplings were
carried out in localities belonging to the avocado fringe, 30 isolates were obtained from which
the species were identified: Ganoderma curtisii, G. applanatum, G. lobatum and G.
resinceum. To evaluate the pathogenicity, Persea americana Mill. Var drymifolia plants were
obtained from the same tree, these were developed in a sterile sand-based substrate. The three-
month-old plants were inoculated with mycelium from each of the 30 Ganoderma isolates
obtained. Virulence was evaluated based on the time in which the first symptoms appeared
and the severity of the disease of the strains due to the damage observed in the root and apex
compared with the controls. The 30 Ganoderma isolates were pathogenic for Persea
americana Mill. Var drymifolia under the conditions given for this experiment. The virulence
of the isolates ranged from The pathogenic evaluation was conclusive and determined that all
the strains were pathogenic, they presented virulence that ranged from 16 to 80 days. All the
strains were capable of producing radical white rot of stem, crown and cotyledons of the seed.
As well as yellowing of the leaves, wilting, defoliation in 80% of the treatments, destruction of
the root system and the conductive tissue, this as the most severe symptom, in some cases
growth of fruiting bodies of the fungi was obtained, which coincide with those observed in the
field. These symptoms coincide with that reported by Pataky, (1999) who reports descending
death of the branches and defoliation, loss of vigor in the plant, in addition, the death of oil
palm explants inoculated with Ganoderma species was reported, which presented symptoms

of rot by the enzymatic complex of the pathogen.

Key words: Virulence, Severity, Inoculum, infection.
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I. Introduccion

Al género Ganoderma se le denomina como hongo de la pudricion blanca, posee un complejo
enzimatico con la capacidad de descomponer y degradar la celulosa, hemicelulosa y lignina,
componentes principales que conforman la estructura de la madera (Schwarze y Ferner, 2013),
todas las especies miembros del género Ganoderma se clasifican como causantes de esta
enfermedad, por el sindrome que ocasionan en los arboles y su caracteristico sintoma que
expresa en la madera de la cual se alimenta, al dejar el tejido lefioso sin sus componentes
iniciales al colonizar el tejido, ocasionan una coloracion blanca palida, y la presencia de
micelio blanco y algodonoso, de ahi el nombre de dicha enfermedad. Todas las especies de
Ganoderma son capaces de ocasionar una descomposicion simultdnea y generalizada, que se
conforma del proceso donde la celulosa y la lignina se descomponen gradualmente conforme
el fitopatdogeno coloniza el tejido lefioso, la deslignificacion selectiva, es cuando la lignina se
descompone preferentemente sobre la celulosa (Blanchette, 1984). Las investigaciones
recientes sugieren que los arboles con descomposicion simultdnea tienen mas pérdida de
resistencia de la madera, lo que genera un debilitamiento estructural del arbol, y favorece la
susceptibilidad a otros fitopatdogenos en comparacion con los arboles donde los hongos han
causado una deslignificacion selectiva (Schwarze y Ferner, 2013). La pudriciéon blanca
generada por especies de Ganoderma se puede encontrar en arboles vivos aparentemente
sanos, la infeccion recurrentemente ocasiona la muerte a los arboles y el derribo debido a la
fuerza del viento, el cual se ve favorecido por las fracturas causadas por la pérdida de
resistencia y rigidez del tejido a causa de la descomposicion de la celulosa y la lignina del
tronco y la pérdida de raices de sostén generada por la pudricion (Sinclair y Lyon, 2005). Es
muy comun que cuando se detecta la presencia de cuerpos fructiferos de Ganoderma
asociados en arboles vivos, se consideren peligrosos y se recomiende su eliminaciéon como
medida preventiva, ya que quedan expuestos al viento. Diversas investigaciones han reportado
que Ganoderma es el agente causal de la enfermedad denominada pudricion blanca, asociado
con muerte, declinacion y el derribo en varias especies de arboles (Toole, 1966; Adaskaveg et
al.,1991; Adaskaveg et al., 1993; Fernando, 2009; Glen et al., 2009; Elshafie et al., 2013;
Bhadra, 2015; Coetzee et al., 2015), se han obtenido resultados positivos al realizar los
postulados Koch, con el fin de corroborar la patogenicidad de Ganoderma spp., relacionadas

con infecciones de origen fungoso con pudricién blanca y la muerte de varias especies lefiosas



(Pirone, 1957; Toole, 1966; Adaskaveg y Gilbertson, 1987; Elliott y Broschat, 2001; Deflorio
et al., 2008; Hidayati et al., 2014).

Sintomas y signos de pudricion blanca por Ganoderma

Los arboles afectados presentan pudricion blanca del duramen y principalmente de la albura,
por lo cual se presentan canceres de diversas dimensiones en la base del tallo y pudricién de
las raices (Schwarze y Ferner, 2003). Los arboles también presentan muerte descendente de
las ramas y defoliacion, se manifiesta una pérdida de vigor, lo que los hacen mas susceptibles
a heladas y el viento (Pataky, 1999). Los esporomas de G. lucidum en encino se localizan en la
base del tallo de arboles vivos afectados en forma individual o en sinergia con Hypoxylon
thouarsianum, al igual que en arboles muertos y tocones. Estos esporomas son los signos mas
obvios de que un encino estd enfermo o ha sido destruido por este hongo, afecta tanto a
arboles jovenes como a maduros, (Swiecki y Bernhardt, 2006; Schwarze y Ferner, 2003). Los
signos que se observan con mayor frecuencia en los arboles infectados son los esporomas ya
sea en arboles aun vivos o muertos, en los tocones y abundante micelio blanco a diferentes

tonalidades de café¢ (Ryvarden, 2000; Swiecki y Bernhardt, 2006).
Papel de las Basidiosporas

Turner (1965), menciona que las basidioesporas son poco viables como inéculo para la
infeccion directa, Turner y Hasan (1998), en diferentes experimentos probaron como infectar
palmas con esporas, evaluaron suspensiones de esporas sobre hojas después de podadas, en
peciolos e inflorescencia masculina y sobre pedinculos de racimos maduros, concluyeron que
las esporas no infectan estos materiales, Bah (1997), prob6é doblando hojas para abrir las
axilas, practica comun en semilleros, para trata de imitar las condiciones que podian llevar al
desarrollo de la pudriciéon superior del tallo, después de 12 meses no se observaron sintomas
en ninguna de las palmas inoculadas. Hasan y Flood, (2000) han tratado de infectar las bases
de hojas cortadas con micelio monocariético derivado de una sola basidioespora, sin éxito. Se
ha probado con micelio dicariotico (derivado de un cuerpo fructifero de Ganoderma o de la
mezcla de monocariones compatibles) y no hay infeccion por si solo en condiciones
experimentales. En contraste con estos trabajos, Rees et al. (2009) reportan que cada
basidiospora de Ganoderma spp., germina en un hifa monociética genéticamente tnica que es

saprofita y capaz de colonizar madera muerta, en el cultivo de Palma aceitera. Ganoderma
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spp., cuenta con un sistema tetrapolar de apareamiento que favorece el cruce. Son
heterotalicos con dos pares de alelos en dos loci de apareamiento, asi asegura al maximo la
diversidad genética al restringir la endogamia al 25 %, las especies de apareamiento
compatible con anastomosis para producir un micelio dicariético que podria ser
potencialmente invasivo. El heterotalismo tetrapolar de Ganoderma spp., también implica
diferentes fendmenos como: Mayor diversidad genética, como se observo en los aislamientos
dentro de una plantacion, donde fue mayor entre plantas, por lo que la enorme diversidad
genética de los hongos observada en las plantas infectadas podria ser resultado de la
plasmogamia de micelios genéticamente diferentes provenientes de basidiosporas, la pudricion
basal tarda tiempo en ser evidente en el campo, debido a la plasmogamia o anastomosis de los
tipos de apareamiento compatibles para formar micelio dicaridtico, virulento y tienen una

capacidad competitiva débil en el suelo o en los restos de materia organica (Rees et al., 2007).
Ciclo de vida de Ganoderma spp.

El ciclo de vida de Ganoderma, como el de la mayoria de los Polyporaceos y la enfermedad
que producen a sus hospederos, donde la enfermedad que se induce en los arboles
comunmente es causada por un indculo primario, esto es por fragmentos tanto del micelio
como de tejido vegetal infectado, la infeccion se desencadena sutilmente atreves de heridas en
las raices y en el tronco de los arboles a los que causan pudriciones mediante el debilitamiento
de la madera, lo que resulta en un sindrome generalizado con sintomas muy notables y el
deterioro progresivo de la salud de los arboles (Sinclair y Lyon, 2005). Los resultados
obtenidos en diversos trabajos sobre la biologia de los basidiomicetos endofitos en los arboles,
ha demostrado que la mayoria de los géneros que son descomponedores de la madera se
encuentran asociados a madera sana, lo que sugiere que son de caracter biotrofo, en donde se
encuentra al género Ganoderma, el cual inicialmente se desarrolla en madera totalmente sana
de arboles vivos como endofito, este descubrimiento agrega otro nivel al ciclo de vida de este

fitopatdgeno de madera (Parfitt et al., 2010; Martin et al., 2015).

Por otra parte Rees et al. (2007), mencionan que en el caso de las infecciones producidas por
Ganoderma spp., en plantas de palma aceitera, su conjunto de sintomas, en la mayoria de los

casos no son detectadas a simple vista, por lo que sugieren que el micelio se presenta
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monocariotico y que puede vivir como saprofito en tejidos muertos sobre la superficie de la

palma sin tener capacidad infecciosa.

Este heterocarion prolifera y crece con dos nucleos haploides que se dividen y multiplican
independientemente en cada unidad de tabique hasta que el ciclo de vida de Ganoderma se
complete cuando el dicarion de las hifas producen un cuerpo fructifero conocido como
esporoma (Hasan y Flood, 2003). El esporoma tiene células especializadas llamados basidios
que se asemejan a pequefios globos donde se produce la cariogamia. Los basidios se dividen

meiodticamente para producir genéticamente basidiosporas tnicas (Campbell et al., 2008).
Pudricion blanca en cultivos agricolas

El género Ganoderma causa grandes pérdidas economicas alrededor del mundo en palma
aceitera, especialmente en el Sudeste de Asia (Corley y Tinker, 2003), las especies de este
hongo atacan una amplia gama de cultivos perennes tropicales y subtropicales, como: Coco
(Cocos nucifera), t& (Camellia sinensis), goma (Ficus elastica) areca (Dypsis lutescens) y
acacia (Acacia mangium), asi como varias especies de palmeras silvestres. En cultivos de
oleaginosas perennes, es importante por los dafios que ocasiona al afectar la economia en los
tropicos humedos de las tierras bajas del sur y sudeste de Asia y Oceania, las pérdidas
econdmicas mas importantes reportadas en cultivos es la ocasionada por Ganoderma

adspersum que causa pudricion del corazén de haya y otros arboles de hoja ancha (Flood et
al., 2000).

Infeccion por Ganoderma

Ganoderma vive como saprofito gran parte de su ciclo de vida, dana solamente hospederos
debilitados por otros fitopatdogenos o por condiciones adversas del medio ambiente, o bien
como fitopatogeno secundario, (Miller et al., 2000). Sin embargo, también se reporta como
facultativo con la capacidad de infectar plantas jovenes. Abdullah (2000), describe a
Ganoderma como un endofito en plantaciones de cocos. Panchal y Bridge (2005), relacionan
ADN de Ganoderma encontrado en palma aceitera asintomatica. El hongo se propaga por
esporas y crece en los tejidos, primeramente no vivos, luego pasa a células vivas, debilita el
arbol y lo hacen susceptible al viento por la ausencia de raices, en la parte aérea de la planta

las ramas son susceptibles a romperse con el viento. Ganoderma se establece en la parte aérea
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de las plantas a partir de esporas transportadas por el viento, en heridas causadas por el
hombre o en ramas rotas por el viento. Los cuerpos fructiferos liberan gran nimero de esporas

y estas infectan arboles sanos (Deacon, 1997).

Este género se encuentra con amplia distribucion en M¢éxico, se reportan alrededor de 10
especies (Cibridn et al., 2007; Lopez-Pefia et al., 2016), sin embargo, atn falta mucho por
hacer, especialmente en cultivos agricolas, no se tiene informacion sobre las especies de
hospederos y los dafios que les producen, debido a esto se tiene necesidad de continuar con su
revision taxonomica. Las especies del género Ganoderma viven tanto en ambientes tropicales
como templados, infectan raices, el cuello de la raiz y parte baja de troncos, también se han
encontrado en ramas altas de arboles, en troncos caidos, algunas son saprofitas, pero otras son
fitopatogenas en arboles vivos, atacan coniferas, dicotiledoneas y, en menor grado,
monocotiledoneas. Todas las especies causan pudricion blanca y afectan a la albura (parte
joven de la madera, que corresponde a los ultimos anillos de crecimiento del arbol). Con
frecuencia sus infecciones obligan a la adopcion de medidas de control o valoracion de
riesgos, en particular en arboles de ambientes urbanos de las ciudades del centro y sur de

Meéxico (Cibrian et al., 2007).

En los arboles muertos por este fitopatdgeno se pudre primero la albura, en el caso de especies
de arboles urbanos representan un factor de alto riesgo para la seguridad de personas y bienes,
por su posible caida por vientos fuertes o lluvia. G. tsugae afecta coniferas y es comun en
Estados Unidos y Canada, en México se tienen escasos reportes de arboles muertos a causa de
esta especie. G. australe es comun en los ambientes tropicales y es posible confundirlo con G.
applanatum, ya que ambos tienen esporomas perennes; en plantaciones de cedro rojo (Cedrela
odorata) se ha reportado que produce dafios en arboles jovenes, llegan a producirles la muerte.
En ciudades como Xalapa, Oaxaca y Ciudad de México se han registrado muertes de personas

ocasionadas por la caida de los arboles danados por G. applanatum (Cibrian et al., 2007).
Hospederos e importancia de Ganoderma

Este fitopatdogeno se encuentra principalmente en arboles jovenes y maduros, vivos o muertos,
de Quercus spp., en los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Michoacan,

Morelos, Oaxaca, Querétaro y Veracruz, sin embargo, no esta confinado a estos estados sino
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que tiene una amplia distribucién en México asi como en toda América, Europa, Asia y

Oceania (Cibrian et al., 2007).

Cibrian et al. (2007), mencionan que G. lucidum es un hongo de importancia en huertos
comerciales de durazno, mata arboles jovenes y obliga a tomar diferentes medidas de control,
en las zonas infectadas o bien hacer un cambio de cultivo a especies no hospederas, esta
especie también afecta a coniferas y latifoliadas en los bosques naturales. Swiecki y Bernhardt
(1990), mencionan que G. lucidum, que es un fitopatdogeno importante y letal de encinos
maduros, tanto en areas silvestres como en las zonas urbanas de California, EE. UU, especies
de Ganoderma fueron encontradas tanto en arboles maduros como en jovenes de Q. potosina.
En California, Hickman y Perry (2003), sefialan que este fitopatégeno puede afectar al género
Acacia spp., a arboles de manzano, fresno, abedul, Cerezo, Citrus spp., olmo, magnolia,
maple, olivo, durazno, pino, dlamo, pimienta y sauce, entre otros, inclusive los puede matar en
un periodo de tres a cinco afios. Downer (2006), menciona que las pudriciones mas comunes
en Q. agrifolia y Q. lobata en California, son causadas por G. lucidum y G. applanatum,
ambas especies estan asociadas con un declinamiento y defoliacion de encinos, especialmente
G. lucidum. Ademas, indica que G. lucidum afecta principalmente la base del tallo y con
frecuencia emergen los esporomas del suelo a partir de las raices enfermas. Olsen (1999),
describe a G. lucidum como un hongo fitopatdgeno, en encinos y otros arboles de zonas
urbanas de Arizona, también se ha reportado en arboles de Q. nigra y Q. phellus, muertos,
secos, con pudricidn radicular, en los estados de Arkansas, Mississippi y Florida, mismos que
fueron debilitados por periodos de sequia en los afios 1978 y 1980 (Lewis, 1981). Debido a lo

anterior el objetivo de la presente investigacion fue:

e Evaluar la patogenicidad de cepas obtenidas de Ganoderma spp., para determinar su
virulencia y severidad mediante la inoculacion de plantas sanas de Persea americana

Miller variedad drymifolia
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I1. Materiales y métodos
Recolecta y aislamiento

Se realizaron muestreos en cuatro comunidades de cuatro municipios en el estado de
Michoacén, en cada sitio se tomaron las lecturas de localizacion y altura con ayuda de un GPS
Garmin Oregon 450. En cada sitio de muestreo se recolectaron muestras de raiz, tallo y corona
de arboles con sintomas iniciales de amarillamiento, defoliaciones y signos del fitopatdgeno,
(micelio y esporomas) con ayuda de herramienta previamente desinfectada entre cada
recolecta cada muestra se depositd en una bolsa resellable de, se etiquetaron de acuerdo al
orden de recolecta con datos del huerto y las coordenadas, en el caso de las raices se
recolectaron con una muestra de suelo para evitar la pérdida de humedad. Las muestras se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento en el Laboratorio de Fitopatologia

de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” UMSNH.

El aislamiento se hizo a partir del micelio de esporomas recolectados en campo, de acuerdo al
protocolo descritos por Agrios (2005), la técnica incluye lavado y desinfeccion de esporomas
La muestra se tomo de la parte interna no contaminada, se colocaron cinco trozos de 0.5 cm de
tejido de forma equidistante en una caja Petri con medio de cultivo PDA. adicionado con acido

lactico 0.20 mm/It como se indic6 en el capitulo 1. Se ¢
Purificacion

Una vez que se obtuvo el aislamiento y crecimiento del fitopatogeno se tomaron puntas de hifa
con ayuda de un estereoscopio y de un bisturi previamente esterilizado y se transfirieron a otra
caja Petri con medio de cultivo PDA, para tener tinicamente al fitopatdgeno de interés, cuando
la caja estuvo llena del micelio se almacend a 4 °C hasta su uso, para determinar sus

caracteristicas de conservacion, como se describe en el capitulo 1.
Conservacion de cepas y preparacion de inoculo

Para la conservacion de las cepas se selecciono un sustrato con los elementos necesarios para
su desarrollo y conservacion, se utilizaron semillas de sorgo, se consider6 la sanidad de los

mismos, que estuvieran libres de plagas y de enfermedades.



Para la preparacion del indculo se limpiaron las semillas de sorgo mediante enjuagues en un
recipiente, para eliminar el polvo y basuras de restos del cultivo, se sumergio el grano en agua
durante 24 horas para obtener una buena hidratacion y se escurri6 la semilla durante 60
minutos. Después se colocaron los granos en frascos de vidrio de 600 ml, los cuales se
llenaron en un 75 % de su capacidad para poder mover la semilla y que se mantuviera buena
aireacion, asi como una rapida invasion del micelio, posteriormente se taparon los frascos con
torundas hechas de gasa y algodon y sombreros de papel, con la finalidad de evitar
contaminantes. Cuando estuvieron listos los frascos con el grano se esterilizaron en una

autoclave a 15 libras de presion durante una hora.

Después se efectud la inoculacion del hongo Ganoderma spp., en las semillas de sorgo
previamente esterilizadas. Este proceso se realizd en un area aséptica en el laboratorio, en
campana de flujo laminar. EI material empleado (agujas de diseccion, sacabocados, navajas y
asas de platino) se esterilizo previamente. La inoculacion del micelio en la semilla se hizo con
la ayuda de un sacabocado, se cortaron discos en el medio de cultivo de 1cm® donde contenia
el micelio del hongo. Estos discos de micelio se depositaron sobre la superficie de cada uno de
los frascos con el grano hidratado y estéril (4 discos de 1 cm?, 2 frasco por cepa) con ayuda de
una aguja de diseccion o asa de platino. Cada frasco se tapd con la torunda y el sombrero de
papel para evitar contaminaciones del exterior, se movi6 el sustrato para que el micelio
quedara disperso e invadiera la semilla con rapidez. Se incubaron los frascos a una
temperatura de 28 ° C en una estufa, durante el tiempo necesario para que el micelio invadiera
por completo la semilla. En este tiempo se hicieron revisiones continuas para detectar

cualquier irregularidad (contaminantes, anaerobiosis, etc.), (Guzman et al., 1993), Figura 12.
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Figura 12. Granos de sorgo invadidos por el micelio de las cepas de Ganoderma spp.
Pruebas de patogenicidad

En el Invernadero de Fitopatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” se
desarrollaron las pruebas de patogenicidad con la inoculacion de plantulas de aguacate de

Persea americana Miller var. drymifolia, con cada una de las 30 cepas de Ganoderma spp.
Preparacion del sustrato

En bolsas de plastico limpias y desinfestadas con cloro se depositd una mezcla de sustrato,
éste consta de una mezcla de suelo tipo andosol y arena en una proporcion 2:1
respectivamente, previamente €l sustrato se coloco en bolsas de pléstico de 2 kg y se esterilizo

durante cinco horas a 121 ° C.
Preparacion del material vegetativo

Se recolectaron frutos maduros de 4-12 cm de largo, ovoides, con el exocarpo delgado de
color oscuro, pulpa de color verde, de un solo arbol de aguacate criollo de la raza mexicana,
con buenas caracteristicas de porte y vigor, asi como sanidad de la planta. Los frutos fueron
recolectados directamente del arbol, se evitaron aquellos que estaban en contacto con el suelo.

Al fruto se le retir6 la pulpa y el endocarpio, una vez limpia la semilla se seleccionaron
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aquellas con un tamafio uniforme de 6-8 cm, sanas (sin plagas ni enfermedades) y sin dafios
mecanicos. Las semillas se sumergieron en agua a 50 °C durante 30 minutos, para eliminar
posibles infecciones de microorganismos y mantener su viabilidad (Lara, 2008), las semillas
se sumergieron en agua estéril fria para disminuir su temperatura y se sembraron
inmediatamente en el sustrato estéril en contenedores de plastico de uno litros de capacidad,

nuevos y previamente desinfectados con cloro al 33 %.
Inoculacion

Cuando las plantas alcanzaron en promedio 25 cm de altura se efectud la inoculacion,
mediante el protocolo descrito por Lara (2008), para lo cual pesaron 5 g de inoculo contenido
en el frasco con semillas de sorgo, y se coloco en cada planta cerca de la raiz y se tapd con

sustrato estéril, se evitd ocasionar dafio a la raiz, posteriormente, Figura 13.

m

Figura 13. Inoculacion de plantulas de aguacate con cepas de Ganoderma spp. A) Planta sana;

B) Inoculo; C) remocion de la capa superficial de sustrato para descubrir la raiz;

D) inoculacion.
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Variables respuesta

Las variables evaluadas para determinar la patogenicidad de las cepas de Ganoderma spp.,
fueron la virulencia de las cepas y el grado de severidad de la enfermedad. La virulencia fue
determinada con base en el tiempo transcurrido desde la inoculacion hasta la aparicion de los
primeros sintomas en la planta, los datos obtenidos se someteran a un analisis de varianza y la
comparacion de medias con la prueba de Tukey (o 0.05), el disefio experimental fue
completamente al azar. Para determinar la severidad de la enfermedad se tomo en cuenta la
escala descrita por Lara (2008), con cuatro grados de dafio; (a) planta sana, (b) amarillamiento,

(c) marchitez apical y (d) muerte de planta.

43



I11. Resultados y discusion
Pruebas de patogenicidad en plantulas de aguacate

Los primeros sintomas en las plantulas de aguacate se presentaron a los 16 dias posteriores a la
inoculacion; fueron: amarillamiento y defoliacion inicial apical; a los 22 dias se presento
defoliacion apical casi completa; a los 35 dias se observo muerte apical y a los 80 dias muerte
completa de la primera planta Figura 14. Todas las cepas presentaron variacion en la
virulencia y severidad de la enfermedad. Estos sintomas coinciden con lo reportado por
Pataky, (1999) quien reporta muerte descendente de las ramas y defoliacion, pérdida de vigor
en la planta ademas de la muerte de explantes de palma aceitera inoculadas con especies de
Ganoderma, las cuales presentaron sintomas de pudricion por el complejo enzimatico del

patogeno (Gonzalez et al., 2016)

Figura 14. Grado de dafios en plantas inoculadas con Ganoderma, de acuerdo a la escala de
Lara (2008), PS planta sana; Grado I amarillamiento; Grado II marchitamiento;

Grado III: muerte apical y Grado IV muerte de planta.

Sintomas y signos expresados en las pruebas de patogenicidad Durante del experimento se
observo el avance del micelio entre el sustrato y el contenedor de plastico transparente, asi
como una colonizacidén masiva tanto del sustrato como de las raices de la planta, los sintomas
que expresaron las plantulas de aguacate por el fitopatdogeno fueron necrosamiento de raices

(Figura 15), en la parte superior del sustrato se observé la formacion de primordios del hongo



e invasion de los cotiledones Figura 16, posteriormente la formacion de cuerpos fructiferos

(esporomas), Figuras 15, 16, 17 y 18.

+

<

A B

Figura 15. Sustrato colonizado con micelio de Ganoderma spp., raices con sintomas de

pudricion B) raices invadidas por el micelioy necrosamiento de raices.
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Figura 16. Colonizacion del micelio en tejidos de los cotiledones y B) tallo

Figura 17 Formacion de Esporomas de Ganoderma spp., en la corona de las plantas

inoculadas.
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Figura 18. Esporomas de Ganoderma spp., asociados a las raices y tallo de las plantas de

aguacate inoculadas.

En la parte area de las plantas de aguacate se observaron hojas clordticas y de tamafio

reducido, muerte ay defoliacion apical, Figuras 19 y 20.
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Figura 19. Sintomas en hojas de plantulas inoculadas con Ganoderma spp., A) Necrosamiento
del tejido foliar; B) amarillamiento; C) marchitamiento y D) deficiencias

nutricionales causadas por el taponamiento de haces vasculares.
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Figura 20. Sintomas en plantulas inoculadas con Ganoderma spp. A y B) Defoliacion de

apices, C) amarillamiento y mal formacion de hojas, D y E) muerte apical, D)

defoliacion generalizada.
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Las raices de las plantas de Persea americana var. drymifolia, inoculadas con Ganoderma spp,
presentaron un alto avance de los signos caracteristicos reportados para la enfermedad
conocida como pudricion blanca, que fue micelio blanco y corchoso, se observd creciimiento

del fitopatogeno desde la raiz central o de sostén, las raices alimenticias hasta la corona y el

tallo Figura 21.

Figura 21. Sintomas y signos observados de la infeccion en plantas de Persea americana
Miller var. drymifolia, inoculadas con Ganoderma spp. A) Colonizacion de
micelio de Ganoderma spp.; en la zona del sistema radicular; B) pudricion blanca
y degradacion del tejido vegetal en tallo, corona y raices alimenticias; C) albura
de tono palido por la accion de las enzimas de Ganoderma spp, para extraer la

lignina y la celulosa.

Reaislamiento del fitopatéogeno y caracterizacion de sintomas

De acuerdo con los postulados de Koch, (1890) se procedié a reaislar el fitopatogeno de las
plantas anteriormente inoculadas, se realizd la siembra de tejido radical de acuerdo al
protocolo descrito por Agrios (2005), en medio nutritivo PDA, el resultado fue positivo en

todos los casos, comprobandose la relacion fitopatogeno planta.
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Virulencia de las cepas de Ganoderma spp

El andlisis de varianza de las pruebas de patogenicidad indicd diferencias altamente
significativas (P>0.0001) para esta variable. Los resultados de la prueba de comparacion de
medias de Tukey (0=0.05) se muestran en la Figura 18. El tiempo transcurrido para que se
presentaran los primeros sintomas fue distinto entre cepas, vario entre 16 a 80 dias posteriores
a la inoculacién cuando se produje la muerte de la primera planta; los sintomas observados
fueron: amarillamiento, necrosamiento foliar, defoliacidon apical, pudriciones radiculares y
muerte descendente de puntas; después de 20 dias se observé defoliacion apical casi completa;
a los 35 dias se presentd muerte apical y a los 80 dias la muerte completa de la primera planta.
Todas las cepas presentaron variacion en virulencia y severidad de la enfermedad, pero en la
mayoria de los casos se ocasiond la muerte de las plantulas de aguacate inoculadas. Estos
sintomas coinciden con lo observado por Pataky (1999), quien reporta muerte descendente de
las ramas y defoliacion, pérdida de vigor en la planta, ademés de la muerte de explantes de
palma aceitera inoculadas con especies de Ganoderma las cuales presentaron sintomas de
pudricion por el complejo enzimatico del patdégeno (Gonzilez et al., 2016). La cepa mas
virulenta fue G16 con una alta capacitad de producir la muerte en las plantulas de aguacate a
los 80 dia después de ser inoculadas, las cepas G22, G41, G55, G56, G61 y G62 solamente
produjeron amarillamiento, un tercer grupo conformado por las cepas G21, G40 y G60
produjeron el sintoma de marchitamiento, y el cuarto grupo con las cepas G2, G7, G10, G12,
G13, GI15, G18, G19. G20, G25, G26, G28, G43, G44, G45, G46, G50, G58 y G65

ocasionaron muerte apical en las plantulas de aguacate.
Evaluacion de la severidad de la enfermedad

La severidad de la enfermedad determinada en plantulas de aguacate inoculadas con los 30
aislados de Ganoderma indic6 variabilidad y se vio reflejada en la reduccion del porte de las
plantas. A nivel radical, las 30 cepas presentaron una colonizacion y degradacion del tejido,
seguido por pudriciones suaves, decaimiento de las plantas respecto al testigo, asi como una

coloracion clordtica foliar, defoliaciones generalizadas y muerte de apices Figura 22.
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Figura 22. Grado de virulencia producida por cepa de Ganoderma spp., inoculadas en

plantulas de aguacate.

Los resultados obtenidos en esta investigacion coinciden con los reportes de Rees et al.
(2009), quienes describen la infeccion ocasionada por G. boninense en palma aceitera (Elaeis
guineensis), donde observaron una invasion del patdogeno en la corteza, raices, cotiledones,
corona y la base del tallo, esta colonizacion fue intracelular por células especializadas

llamadas hifas. En la presente investigacion se observo este proceso ya que los contenedores
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donde se hicieron las pruebas de patogenicidad con las plantas de aguacate fueron
transparentes. La colonizacion del fitopatogeno sobre el tejido vegetal, es un modo de invasion
que se ha reportado como fase hemibiotrofica (el fitopatdgeno forma inicialmente una
asociacion con células vivas del huésped, y mas tarde se vuelve necrotrofico) bien
caracterizada con Colletotrichum spp. (Perfect et al., 1999; Latunde- Dada y Lucas, 2007),
esta asociacion es una estrategia implementada por ciertos ascomicetos, para los
basidiomicetos no esta bien descrita en huéspedes lefiosos (Gesteira et al., 2007). Abdullah
(2000), senala que G. boninense, es capaz de realizar una invasion a su huésped de una manera
muy sutil y describié al hongo como un endéfito en palmas cocoteras, esto refuerza lo
reportado por Panchal y Bridge (2005), que detectaron ADN de Ganoderma en palmas
aceiteras las cuales no tenian ningun sintoma de la enfermedad. El modo hemibiotréfico de
invasion fue seguido por una fase necrotrofica agresiva asociada con una extensa degradacion
de las paredes celulares del tejido vegetal infectado, Ganoderma spp., produce un complejo
enzimatico degradador el cual utiliza para penetrar, colonizar y degradar exitosamente el
tejido radicular (Blanchette, 1984; Cooper, 1984). Posiblemente las defensas de la palma de
aceite dependen mas de los compuestos antimicrobianos, como se encuentran en la albura de

muchas especies de arboles para evitar o retardar la infeccion por Ganoderma, (Pearce, 1996).

La mayoria de los sintomas de infeccion que se encontraron para Ganoderma en las plantulas
de aguacate, coinciden en los registrados en trabajos similares pero realizados en palmas;
necrosis de las raices primarias, seguido de necrosis del tronco del tallo, sintomas foliares y la
aparicion de esporomas de Ganoderma spp. Los reportes en plantulas de palma aceitera
infectadas por Ganoderma también indican que se invade la raiz por estar en contacto directo
con la fuente de inoculo, de igual manera sucedié en nuestra investigacion en las plantulas de
aguacate, el patdogeno primero invadio las raices alimenticias y posteriormente la infeccion
progreso a todo el sistema radical, tallo y tronco ysintomas foliares, similares a los observados
en campo. Rees et al. (2009), mencionan que los sintomas en las pruebas de patogenicidad
fueron similares a los observa en campo. Finalmente, aparecieron primordios en el sustrato y
en la base del tronco de algunas de las plantulas inoculadas. Rees et al. (2009) reportan una
masa de Ganoderma en el tronco del tallo de las plantulas de palma infectadas, también detalla
la infeccion y la progresion del sindrome a través de una técnica de infeccion similar a la que

se utilizo en esta investigacion, y la infeccion por especies de Ganoderma en la superficie de
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la raiz ocurrid por el contacto de la raiz con las hifas y e indican que penetran en la epidermis
y exodermis de la raiz (Rees et al., 2009). Flood et al. (2000; 2005) corroboran estas
investigaciones e indican que el modo de infeccion de Ganoderma spp., es través del contacto
entre el indculo y la raiz de la palma aceitera. La desecacion progresiva de hojas y emergencia
de primordios de color blanco, que se desarrollaron posteriormente en pequefios esporomas,
son muy similares a los reportados en otros estudios por Breton ef al. (2006); Sariah ef al.

(2007) con resultados similares a los obtenidos en esta investigacion.
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IV. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacidon patogénica de los 30 aislados de

Ganoderma spp se concluyo lo siguiente:

Las 30 cepas de Ganoderma spp., fueron patogénicas para Persea americana Miller var.
drymifolia.

La virulencia de las cepas de Ganoderma spp., mostrd variacion, fluctud entre 16 y 80 dias la

presencia de sintomas y la muerte de la primera planta.

Los sintomas ocasionados por Ganoderma fueron pudricién blanca en raiz, corona y tallo, en
el area foliar se observd amarillamiento, marchitez y defoliacion de las plantas de Persea

americana Miller var. drymifolia.
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CAPITULO III.

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Ganoderma spp. ASOCIADAS A Persea
americana Mill. var. drymifolia (Schitdl. y Cham.) S.F. Blake

Resumen

En la presente investigacion se caracterizaron molecularmente especies del género Ganoderma
asociadas al cultivo del aguacate en el estado de Michoacan. Fueron examinados
molecularmente 30 cepas obtenidos de diferentes localidades del estado de Michoacan. La
extraccion de acidos nucleicos se hizo con base al protocolo descrito por Cenis, (1992); Osuji
et al., (2015), y se evalud la concentracion y pureza, posteriormente se amplificaron los
fragmentos codificantes para RPB2 y factor de elongacion por PCR y se enviaron a Macrogen
Inc. en Setl, Corea del Sur para su secuenciacion. Las secuencias se sometieron a un analisis
para cuantificar el contenido de guanina y citosina, posteriormente se compararon en
homologia por medio de un andlisis BLAST y se seleccionaron las que presentaron una mayor
similitud con los aislamientos en estudio. La totalidad de las secuencias fueron alineadas en
MEGA 6.0, se realiz6 la busqueda del mejor modelo evolutivo, calculo de distancias genéticas
y construccion de cladogramas con base a neighbor-joining, maxima parsimonia y maxima
verosimilitud. El andlisis filogenético de las secuencias que codifican para RPB2 y factor de
elongacion demostrdé que los aislados pertenecen a las especies: G. australe, G. curtisii, G.

parvulum 'y G. adspersum.

Palabras clave: RPB2, Factor de Elongacion, verosimilitud, PCR.



Summary

In the present investigation, species of the genus Ganoderma associated with avocado
cultivation in the state of Michoacan were molecularly characterized. 30 strains obtained from
different locations in the state of Michoacan were molecularly examined. The nucleic acid
extraction was done based on the protocol described by Cenis, (1992); Osuji et al., (2015), and
the concentration and purity were evaluated, later the coding fragments for RPB2 and
elongation factor were amplified by PCR and sent to Macrogen Inc. in Seoul, South Korea for
sequencing. The sequences were subjected to an analysis to quantify the guanine and cytosine
content, later they were compared in homology by means of a BLAST analysis and those that
presented a greater similarity with the isolates under study were selected. All the sequences
were aligned in MEGA 6.0, a search for the best evolutionary model was carried out,
calculation of genetic distances and construction of cladograms based on neighbor-joining,
maximum parsimony and maximum likelihood. The phylogenetic analysis of the sequences
that code for RPB2 and elongation factor showed that the isolates belong to the species: G.

australe, G. curtisii, G. parvulum and G. adspersum.

Keywords: RPB2, Elongation Factor, likelihood, PCR.
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I. Introduccion

Las secuencias ITS han sido particularmente ttiles para el desarrollo del codigo de barras de
ADN de los hongos, el aumento desmesurado en la generacién de secuencias de ADN
disponibles en varias bases de datos, los resultados obtenidos en diversos estudios
filogenéticos y moleculares han ayudado a resolver la taxonomia de numerosos grupos de
hongos (Schoch et al., 2012), aunque otros loci como el factor de elongacion de traduccion 1-
(TEF1-) y la segunda subunidad mas grande de ARN polimerasa II (RPB2) (Liu, Whelen y
Hall, 1999; Matheny et al., 2007) han sido fundamentales para resolver relaciones evolutivas
ambiguas entre las especies de Ganoderma. Mientras que los avances moleculares en general
han llevado a mejorar en filogenética y taxonomia, la relativa facilidad y velocidad del codigo
de barras de ADN también tiene potencial para aumentar la confusiéon a menudo asociada con
la taxonomia de hongos. Hasta el 20 % de las secuencias encontradas en bases de datos
pueden ser erroneas debido a la incorrecta identificacion de especies (Bridge et al., 2003;
Vilgalys, 2003; Nilsson et al., 2006). Este problema dentro del género Ganoderma se ha
incrementado, debido a la ausencia de caracteristicas morfologicas confiables, una alta tasa de
clasificacion de sin6nimos y las asignaciones taxondmicas incorrectas, la combinacion
morfoldgica y los andlisis moleculares (idealmente multilocus), puede resolver los problemas

asociados con este creciente problema de secuencias erroneas (Jung et al., 2014).

Con la ayuda de las innovaciones tecnoldgicas en las herramientas moleculares se ha podido
construir genomas haploides de especies de Ganoderma como es el caso de una cepa de origen
colombiano variedad australe con tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento (PacBio) y
la implementacion de software, se obtuvo un genoma continuo de 84.2 Mb distribuido en 776
andamios, con un tamafio de andamio N50 de 200 kb y un porcentaje de GC de 55.57 %. Este
porcentaje de GC concuerda con otros reportes dentro del género Ganoderma, este genoma
establecido presento 3.1 % de regiones repetitivas esto fue evaluado con la herramienta
RepeatMasker (Agudelo et al., 2019), Chen et al. (2016) reportan 8.1 % de regiones
repetitivas en el genoma de G. lucidum, Liu et al. (2012) y Kiies et al. (2015), evaluaron los
elementos transponibles del genoma de G. lucidum, y mencionan que hay entre 5 % y 2.1 %
de elementos transponibles. Zhu et al. (2015) determinan que G. sinense tiene 12.2 % de

elementos transponibles en esta especie.



Las diferencias observadas entre las especies de Ganoderma pueden estar relacionadas con el
tipo de asilado utilizado para la secuenciacion, como se muestra en los resultados obtenidos
para el genoma de G. lucidum, presentado por Chen et al. (2012) y Liu et al. (2012), el tipo de
tecnologia utilizada para obtener la secuencia del genoma, asi como para el proceso de
ensamblaje, puede influir en los tamafios gendmicos y los procesos de anotacion asociado con
especies del género Ganoderma u otras especies de hongos (Quail et al., 2012; Shokralla et
al., 2012; Kiies et al., 2015; Levy y Myers, 2016). Esto sobresale en los ensambles reportados
para G. boninense (acceso a Genbank: GCA 002900995.1 y GCA_001855635.1), los cuales
poseen tamafios gendomicos que difieren en aproximadamente ~ 19 Mb, esto debido al uso de
varias secuencias y técnicas de ensamblajes, sin considerar el origen de la cepa fungica. El
analisis filogenético de Ganoderma ha demostrado que las especies principales dentro del
género son distantes, por ejemplo, G. lucidum y G. australe. Algunos estudios han demostrado
que el andlisis de Ganoderma tiene que ser util en la determinacioén de si estas especies son
estrechamente relacionados o son parientes lejanos (Kaliyaperumal y Kalaichelvan, 2008;
Schoch et al., 2012; Richter et al., 2015; Badotti et al., 2017). Jargalmaa et al. (2017) analizo
diferentes relaciones entre Ganoderma sp., y encontro varios complejos dentro del género, que
pueden explicar las variaciones genomicas. Estas representaciones dentro del género
Ganoderma y el contenido genémico de la especie, ha demostrado que no todos tengan la
misma historia, un hecho que puede conducir a la divergencia dentro de los géneros (Mount,
2013) y presentar diferencia del contenido gendmico cuando es analizado (Mohanta y Bae,

2015).
Problemas en PCR y extraccion de ADN en especimenes de Ganoderma

Existen reportes de trabajos con ADN donde se ha intentado analizar al género Ganoderma,
tal es el caso del trabajo realizado por Yao ef al. (2013), no pudieron obtener resultados
positivos del ADN en el andlisis del holotipo y paratipo de una muestra de Ganoderma
sichuanense, nombre que los autores le dieron a ese espécimen, las muestras tipo son cruciales
para la fijacion de nombres, también encontraron en los aislados cepas novedosas como
topotipos de los cuales lograron obtener datos de ADN y los consideraron como representantes
de la especie. Concluyeron que al no poder amplificar el ADN de los tipos originales, que esto

tiene las mismas implicaciones en analisis de ADN para otros organismos como las plantas y
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los tipos de estos especimenes, que también han pasado por herbarios o colecciones. Yao et al.
(2013) afirman que las amplificaciones de ADN la realizaron en repetidas ocasiones, pero no
tuvieron éxito debido a la condicién del material de estudio, los intentos de amplificar el
holotipo fallaron debido a la calidad de ADN y los ensayos para amplificar fragmentos de
ADN del holotipo, paratipo y de los especimenes auténticos de G. sichuanense con los cuales
no tuvieron €xito, afirman que aparentemente, el ADN no ha estado bien conservado en estos
especimenes en comparacion con el de los topotipos de G. sichuanense, no proporcionaron
datos de respaldo indicando que el ADN este danado, como la presencia en geles,
espectroscopicos, caracteristica y curva de fusiéon del ADN. En general, en un futuro los
investigadores no pueden usar los tipos para el andlisis de ADN en nomenclatura si, el ADN
esta completamente degradado, tales aseveraciones deben hacerse con cautela y con evidencia
que sustente tal hecho. Esto demuestra que se necesita un mayor esfuerzo para determinar la
mejor manera de preservar las muestras de ADN para su posterior analisis. De hecho, no todo
estd perdido, ya que una PCR fallida, puede reflejar la inhibicion del ADN polimerasa
utilizada en la reaccion, problemas con los reactivos y/o una falla térmica en el termociclador
(Paterson, 2007). El problema puede no ser ADN degradado, en Ganoderma es bien conocido
que produce metabolitos bioldgicamente activos y algunos de estos por ejemplo: cerebrosidos
y terpenoides, son inhibidores del ADN polimerasa, ADN extraido con controles de
amplificacion interna (IAC) para evaluar estas posibilidades los IAC son ADN o cebadores
adicionales agregados a los tubos de reaccion que proporcionan otro amplicén, junto con el
ADN objetivo, si todos las condiciones son favorables entonces es un problema con los
reactivos para PCR, el termociclador y/o la inhibicion de la polimerasa si no se produce el
amplicon (Paterson, 2008;Yao et al., 2013; Paterson, 2007). Por supuesto, una indicacion
crucial de que el ADN no estd danado en el analisis de Yao et al. (2013) y que las otras
posibilidades ocurrieron debido a que amplificaron con éxito el holotipo y por lo tanto, es
aceptable para su propdsito previsto como una especie tipo, estos autores se refieren al
espécimen como Ganoderma lingzhi, claramente separado de G. sichuanense (Yao et al.,
2013; Cao et al., 2012; Zhou et al., 2015).

Con base en lo anterior, se establecid el siguiente objetivo: Identificar molecularmente
esporomas de Ganoderma spp., asociados a raices y troncos de Persea americana Miller,

variedad drymifolia (Schltdl. y Cham.) S.F. Blake.
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I1. Materiales y Métodos

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos se realiz6 de cada uno de los 30 esporomas obtenidos en
campo con ayuda del protocolo CTAB -1 de Cenis, (1992); Osuji et al., (2015), Buffer de
extraccion: GL (DEB-2 % CTAB) =2 % (w / v). Este buffer de extraccion contiene: Tris-HCl
100 mM, EDTA 20 mM, 2 % CTAB (w / v), 1% PVP (grado molecular, biologia BDH), NaCl
14 M, 2 % (v / v) B- mercaptoetanol (BME) agregar antes de su uso. Posteriormente se
agregaron 200 mg de tejido de Ganoderma seguido se transfirié a tubos eppendorf estériles de
2 ml, con la adicion de 500ul de GL DEB-2% de buffer de extraccion CTAB. Se mezcla bien
y se incuba a 65 °C por 60 min (se agregaron 3 pl de proteinasa K a cada muestra) agitando a
intervalos de 10 minutos, a continuacion se enfrio a temperatura ambiente y se le adiciond 500
ul de alcohol isoamilico y de cloroformo (CIA), se sacude fuertemente hasta homogeneizar y
centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante es transferido en nuevos tubos de
microcentrifuga y se lavd con CIA dos veces mas. Se agregaron 15 pl de acetato de potasio a 5
M y 500 pl y de isopropanol frio y se mezcld suavemente antes de incubar las muestras a -20
°C durante 60 min. A continuaciéon se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min, se decantd el
isopropanol con cuidado. La pastilla se lavo con 200 pl de etanol al 70 % (v / v) esto se realizd
tres veces y finalmente con etanol absoluto, posteriormente se recupera la pastilla por medio
de centrifugado a 13,000 rpm, a continuacion se seco al aire con cuidado. Las muestras de
ADN extraidas finalmente se reconstituyen con 50 ul de agua ultra pura y se almacenara a -20

°C hasta su uso.
Cuantificacion y analisis de calidad del ADN

La calidad del producto de extraccion se valord en un gel de agarosa al 1 % tefiiddo con Syber
Green®, mediante electroforesis a 80 volts por 30 minutos y se observo en un transiluminador.
La concentracion y pureza se midieron con ayuda de un espectrofotdometro Smart Spec® de

BioRad®. Figura 23



Figura 23. Gel de agarosa al 1 % para visualizacion de la integridad del DNA gendmico
extraido de esporomas de Ganoderma spp., obtenidas de arboles de Persea

americana Mill var drymifolia con sintomas de la enfermedad.
Reaccion en cadena de la polimerasa

El proceso de PCR multiple se llevé a cabo con la utilizacion de primers especificos, Cuadro

3.
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Cuadro 3. Primers utilizados para la identificacion de especies de Ganoderma spp., asociadas

a Persea amerivana Mill. var. drymifolia.

Primers Secuencias (5°-3%) References

RPB2-5F GAYGAYMGWGAT CATTTYGG  (Liu ef al, 1999; Liu and Hall, 2004;

RPB2-7CR CCCATRGCTTGY TTRCcc AT Matheny, 2005; Reeb et al., 2004; Wang
et al, 2004, Zhang and Blackwell,
2002)

EF-1a-983F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT (Baldauf and Palmer, 1993; O’Donnell

EF-1a-1567R  ACHGTRCCRATACCACCRATCTT  €f @k, 2001; Rehner and Buckley, 2005;
Roger et al., 1999).

Las muestras de ADN gendémico se amplificaron mediante PCR con los primrs RPB2 y EF-1a.
Los perfiles térmicos de PCR para la region del gen RPB2 fueron: 95 © C por 3 min, 34 ciclos
a 94 ° C por 40 s, alineacion de 56 ° C por 45 s, seguido de 72 ° C por 1 min y extension final
de 72 ° C por 10 min. (Liu et al., 1999; Matheny 2005).

Los perfiles térmicos de PCR para el gen EF-1a fueron las siguientes: 95 © C por 3 min, 34
ciclos de 94 °C por 40 s, 56 °C por 45 s, seguido de 72 °C por Imin y extension final de 72 °
C por 10 min.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se utiliz6 para cada reaccion final 20 pl, Platinum
Hot Start Master Mix® Thermo scientific® 1 pl, iniciador Forward (ITS/RPB2/LSU/ EF-1a)
10 pl, iniciador (RPB2/ EF-1a) reverse 1 ul, Platinum G-C Enhancer 4 pl, H,O ultra pure
RNAsa free ® 2 ul y 1 pul de ADN /100 ng/ul. (White et al., 1990; Alabama, 1990; Gardes y
Bruns 1993; Gardes ef al., 1993; Hibbett y Vilgalys, 1993; Guglielmo et al., 2007; Guglielmo
et al., 2008; Nilsson et al., 2012; Schoch et al., 2012; Cao et al., 2012; Lothamer et al., 2013;
Weber et al., 2013; Porras-Alfaro et al., 2014; Brown y Jumpponen, 2014; Badotti et al.,
2018; Cabarroi et al., 2019).
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Secuenciacion

El producto de PCR se envi6 al laboratorio de Macrogen Inc. En Setl, Corea del Sur, para su

purificacion y secuenciacion. El cual se llevo a cabo de la siguiente manera:
Purificacion de productos de PCR

Para la purificacion de los productos de PCR se lleva a cabo con la ayuda de una enzima de

nombre ExoASP-IT® (usb), el protocolo es el siguiente:

a) Mezcle 5 pl de un producto de reaccion post-PCR con 2 pl de ExoSAP-IT para una formar
una combinacion de ambas. El volumen de reaccion final es de 7 pl. Nota: Al tratar volumenes
de producto de PCR superiores a 5 pl, simplemente aumente la cantidad de ExoSAP-IT

proporcionalmente.

b) Incubar a 37 © C durante 15 min para degradar los cebadores y nucledtidos restantes.
¢) Incubar a 80 ° C durante 15 min para inactivar ExoSAP-IT.

El producto final es el resultado de los pasos anteriores.

Secuenciacion estandar

La secuenciacion estandar se lleva a cabo con ayuda de un Kit de secuenciacion: el Kit de
secuenciacion de ciclos BigDye (R) Terminator v3.1 (Applied Biosystems) y un Secuenciador:

Analizador ABI PRISM 3730XL (tipo 96 capilares) para procesar las muestras.
Protocolo

a) Los productos de PCR purificados se secuencian por Sanger con el terminador BigDye v3.1
kit de secuenciacion y un secuenciador automatico 3730xl (Applied Biosystems, Foster City,

CALIFORNIA).

b) Las secuencias de nucleotidos se determinan en ambas cadenas de amplificacion por PCR.

Los productos son de secuenciacion de Macrogen (Macrogen Inc., Seul, Corea).
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Analisis filogenético

Las secuencias fueron editadas con el software MEGAvV7.0.26 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Version 7.0.26 for Bigger Datasets) (Kumar et al., 2016; Tamura, 2015) y
comparadas con secuencias del NCBI (National Center for Biotechnology International) por
medio de analisis del software BLAST-N, y se bajaron las secuencias homologas y alinearon
con programa MAFFT v7 version en linea, se recortaron con el programa BioEdit 7.2 (Hall,
1999), los arboles filogenéticos fueron construidos usando el método neighbour joining (NJ) y
los modelos de sustitucion para EF-1a y RPB2: Tamura Ney (TN93+G) con base a los anélisis

de méaxima parsimonia y maxima verosimilitud con el programa MEGA v7.0.26.

Las secuencias obtenidas se compararon en homologia con las secuencias en el GenBank por
medio de un andlisis BLAST-N, de donde se obtuvieron las que presentaron mayor indice de
sinapomorfias. A partir de las secuencias amplificadas se hizo la inferencia molecular por
medio del método de distancia Neighbor Joining (NJ) y un bootstrap de 1000 réplicas en el
programa MEGAv7.0.26.

Concatenado

Los arboles de distancia derivados de la combinacion de secuencias parciales de los genes
RPB2 y EF-1a, obtenidas de las cepas del genero Ganoderma, se construyeron con el método
Miéxima verosimilitud y Maxima parsimonia y el modelo de sustitucion General Time
Reversible con distribucion gamma (GTR+G) con 500 repeticiones en bootstrap y 2047
caracteres. El arbol inicial para la busqueda heuristica se obtuvo automdaticamente con la

aplicacion del algoritmo neighbor-join (NJ).
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II1. Resultados

Caracterizacion Molecular

El ADN gen6mico obtenido fue verificado en su integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 %, y estas muestras de ADN genomico se emplearon para amplificar por PCR las
region RPB2, de igual manera para el gen EF-la. La amplificacion se visualizd mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2 % tefiido con SyberGreen®, para cada uno de los

genes, Figura 24.

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % y tincién con Syber Green, para visualizar

los amplicones para A) RPB2; B) EF-1a.; C) amplicones de ADN para RPB2,

ampliaciones de ADN para EF-1a
Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas se compararon en homologia con las secuencias en el GenBank por
medio de un analisis BLAST-N, de donde se obtuvieron las que presentaron mayor indice de
similitud, asi como aquellas que presentaron caracteristicas morfoldgicas y con antecedentes

relevantes para el estudio.
Factor de elongacion (EF-1a)

El andlisis filogenético de la region codificante para EF-la se realizd con base en los
caracteres de las secuencias y un modelo de sustitucion Tamura-Nei (TN) el arbol producto
del andlisis de méxima verosimilitud y maxima parsimonia presentaron una resolucion muy
similar con 5 grupos monofiléticos. Los grupos fueron: Ganoderma aspersum, Ganoderma

australe, Ganoderma parvulum y Ganoderma curtisii.y un grupo externo de una secuencia



proporcionada por el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente

Juarez” UMSNH de Trametes elengan. Figuras 25 y 26.
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Figura 25. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Ganoderma
codificantes para EF-1a, se construy6 con el método Maxima Verosimilitud y el
modelo de sustitucion Tamura-Nei con distribucion gamma (TN93+G) con 500
repeticiones en bootstrap. El arbol inicial para la bisqueda heuristica se obtuvo

automaticamente aplicando algoritmos Neighbor-Join (NJ).
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Figura 26. Arbol de Méaxima Parsimonia de las secuencias del género Ganoderma para la
region amplificada Efl-1a. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el
algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) con el nivel de busqueda 1 mediante
la adicion aleatoria de secuencias (10 repeticiones). Con 500 repeticiones

bootstrap.
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RPB2

El analisis filogenético de la region codificante para RPB2 se realiz6 con base a 412 caracteres
y un modelo de sustitucion Kimura (K2). Los arboles obtenidos del andlisis de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud fueron similares, presentan una resolucion con tres grupos

monofiléticos, Figuras 27 y 28.
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Figura 27. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Ganoderma
codificantes para RPB2, se construy6 con el método Maxima Verosimilitud y el
modelo de sustituciéon Tamura-Nei con distribuciéon gamma (TN93+G) con 500
repeticiones en bootstrap. El arbol inicial para la busqueda heuristica se obtuvo

automaticamente aplicando algoritmos Neighbor-Join (NJ).
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Figura 28. Arbol de Maxima Parsimonia de las secuencias del género Ganoderma para la
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Arboles Concatenados con los primrs RPB2 y EF-1a

El anélisis filogenético de arreglos concatenados a partir de secuencias de ADN de multilocus
conservados RPB2 y EF-la se realizd con base a caracteres moleculares y un modelo de
sustitucion General Time Reversible (GTR), el arbol producto del analisis de maxima
Verosimilitud presento una resolucion de 5 grupos monofiléticos, de los cuales dos
Ganoderma curtisii y Ganoderma australe agruparon la mayoria las cepas, y Ganoderma
adspersum y Ganoderma parvulum no se alinearon con ningun cepa, y las cepas G60, G41,

G12, G61 y G21 no se alinearon con ningiin grupo monofiletico, Figura 29.
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Figura 29. Arbol de Maxima Parsimonia de las secuencias concatenadas de los genes RPB2 y
EF-1la del género Ganoderma. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando
el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) con nivel de biisqueda 1 mediante
la adiccion aleatoria de secuencias (10 repeticiones). Con 500 repeticiones

bootstrap.
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Discusion

Los datos que se generan de la secuencia de ADN proporcionan una identificacion de especies
mas precisa (Cao et al., 2012, Yang & Feng 2013, Pawlik et al., 2015). Los analisis
filogenéticos realizados por otros autores han demostrado que se ha producido una extensa
convergencia o paralelismo de caracteristicas morfoldgicas durante la evolucion de
Ganoderma (Hong y Jung 2004, Moncalvo 2005). Zheng et al. (2009) mencionan que
Ganoderma posee una interhibridacion especifica y los antecedentes genéticos son
relativamente poco claros y no se ha evaluado la distancia genética entre las especies de
Ganoderma. Teng (1934), fue el primer autor en reportar al género Ganoderma por primera
vez en China, posteriormente mas investigadores estudiaron extensamente este género y se
registraron alrededor de 100 especies (Zhao & Zhang 2000; Wu & Dai 2005; Cao et al.,
2012).

Para el caso de Ganoderma sinense fue descrito originalmente en China por Zhao et al.
(1979), y se caracterizd por medio de técnicas morfoldgicas, por ello esta especie se ha
confundido con G. lucidum (Curtis) P. Karst., G. japonicum (Fr.) y G. orbiforme (Fr.) pero
investigaciones mas recientes y con ayuda de técnicas moleculares las han distinguido como
G. sinense lo que sustenta que las técnicas moleculares juegan un papel crucial para la

identificacion de especies (Pegler y Yao 1996; Wang et al., 2014).

En la presente investigacion los esporomas con los cuales se trabajo para la identificacion
molecular se observo una gran variabilidad de formas, texturas y coloraciones entre cada una
de las muestras lo que confirma lo reportado por Aubin-Horth y Renn (2009), ellos mencionan
la gran plasticidad fenotipica es el desarrollo de diferentes fenotipos de un solo genotipo,
dependiendo del entorno de desarrollo de Ganoderma, lo que concuerda con lo obtenido en
nuestra investigacion ya que tenemos recolectas de diferentes zonas con diferentes
caracteristicas agroclimatologicas y en algunos casos resultaron ser la misma especie. Aubin-
Horth y Renn (2009), sugieren que esta es una caracteristica extensa de la vida que se observa
en varios rasgos y a menudo se afirma que es el resultado de la seleccion natural, la plasticidad
fenotipica incluye una perspectiva ecoldgica y evolutiva, sin embargo, el desarrollo reciente en
la tecnologia de expresion génica a gran escala hace que sea factible estudiar la plasticidad

desde una perspectiva molecular. Sin embargo, la plasticidad fenotipica en hongos
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macroscopicos ha sido poco estudiada y solo se han descrito aspectos generales (Ramirez-
Lopez et al., 2013). Se ha insistido en reportes sobre el desarrollo de los esporomas que esta
influenciado por la interaccion de factores intrinsecos (genéticos y fisiologicos) y extrinsecos

(ambientales) (Moore-Landecker 1996; Moore et al., 2008, 2011).

En general, se puede corroborar que la taxonomia de Ganoderma es incierta debido a la alta
plasticidad fenotipica de los esporomas a nivel macroscopico y la uniformidad de
caracteristicas microscopicas de acuerdo con Sankaran et al. (2005), esto por la comparacion
de los resultados obtenidos en la presente investigacion ya que se identificé a G. adspersum,
G. parvulum, G. australe y G. curtisii en contraste con las especies identificadas por su
morfologia presentada en las muestras. Tal es el caso de lo reportado Gottlieb y Wright (1999)
mencionan alta plasticidad fenotipica en caracteristicas micro y macroscopicas en la
morfolégia de especies sudamericanas de Ganoderma. Wu y Dai (2005) reportan que la
morfologia de las especies de Ganoderma varia mucho debido a la influencia del clima, la
nutricion, la vegetacion y el entorno geografico y no estad asociada con el material genético de
una especie en particular pero si del mismo género. Por lo que en este estudio encontramos
similitudes a lo reportado por estos autores, ademas de los aportes de Wu y Dai (2005),
basados en una fuerte evidencia molecular, describieron 20 especimenes de G. sinense que
tienen diferentes caracteristicas macromorfologicas entre si basados en analisis combinados
con los primers LSU, SSU, RPB2 y EF1 a, estos ultimos concuerdan con los utilizados en el

presente trabajo.

La especie de Ganoderma australe (Fr.) Pat., esta reportada como degradador de madera y se
asocia a las raices y tronco de A. mangium en Sumatra (Glen ef al., 2009); Pege et al. (2017)
rechazan la sinonimia propuesta por Wang et al. (2014) para G. mastoporum y G. orbiforme
incluso como sus propios datos muestran una alta variacion de las secuencias de ADN entre G.
boninense / orbiforme y G. mastoporum / G. cupreum en la palma aceitera. Ganoderma
australe no es la excepcion dentro del género Ganoderma ya que representa un complejo de
especies diverso que se extiende a través del hemisferio norte como en el sur (Moncalvo y
Buchanan 2008). Ryvarden (2004), menciona que G. parvulum es neotropical. Mientras que
Torres et al. (2012) y Gomes-Silva ef al. (2011) Reportan registros de G. parvulum en Brasil,

Belice, Bolivia, Surinam, Nicaragua, Costa Rica, Perti y Venezuela pero no en México. Sin
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embargo, en la base de datos GenBank solo existen registros de muestras de Brasil y Guyana
Francesa, por lo que seria necesario obtener datos para otras regiones geograficas y de los
paises donde han sido reportadas para poderlas comparar entre si. G. adspersum se ha
registrado casi exclusivamente en maderas duras (Nicolotti et al., 1992; Gottlieb et al., 1998;
Schwarze y Ferner, 2003; Bernicchia, 2005; Lasserre et al., 2010). De acuerdo con lo
reportado anteriormente Schwarze y Ferner, (2003), mencionan en su investigacion que
Ganoderma adspersum puede penetrar zonas de tejido intactas dsea tejido sano de madera,
como consecuencia también se puede confundir con Ganoderma applanatum de la cual solo se
sabe que descompone maderas muertas, por ello la identificacion correcta del agente causal es
importante para una evaluacion confiable de los riesgos potenciales que causan las infecciones
en arboles. Esta tarea no es facil, al tratar de distinguir no solo a G. adspersum entre las demas
especies, sino en general en todos los miembros del genero Ganoderma con base de los
caracteres morfologicos como esporomas o cultivos miceliales, etc., porque puede llegar a una
confusion inmensa (Peterson, 1987; Leonard, 1998; Moncalvo, 2000; Terho et al., 2007;
Kaliyaperumal y Pudupalayam, 2008). Por lo tanto, los métodos moleculares son utiles para
separar especies de Ganoderma (Moncalvo, 2000; Guglielmo et al., 2008) como se muestra en

la presente investigacion.
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IV. Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos en la identificacion molecular de las 30 muestras de

Ganoderma spp se concluy6 lo siguiente:

Se identificaron cuatro especies pertenecientes al género Ganoderma: G. australe, G. curtisii,

G. parvulum y G. adspersum.

El iniciador de codifica para RPB2, presento una resolucion superior al iniciador EF-1a, entre

las especies de Ganoderma.

En el arbol concatenado solamente se alinearon las especies G. australe, G. curtisii, sin
embargos las especies G. parvulum y G. adspersum no se alinearon con ninguna cepa.
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