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ETIOLOGÍA Y MANEJO DE Phytophthora cinnamomi (Rands) EN AGUACATE EN 

MICHOACÁN 

Dagoberto Fierro Corrales, MC 

Colegio de Postgraduados, 2011 

   El estado de Michoacán es el principal productor y exportador de aguacate cv. Hass (Persea 

americana Mill) en México y en el mundo y uno de sus principales problemas fitosanitarios es “la 

tristeza del aguacatero”, causada por el oomyceto Phytophthora cinnamomi Rands. La tristeza del 

aguacatero se intentó reducir con un manejo integrado parcial del aguacate (MIA) aplicado durante 

ocho meses y consistente en dos aplicaciones al suelo de vermicompost, seis de ácido fosfórico y 

cuatro de Trichoderma harzianum en un huerto del municipio de Uruapan, Mich. El % de raíces 

infectadas por P. cinnamomi al inicio del experimento (37.9%) bajó a 6.6% en el MIA, en el testigo 

subió de 26.9% al inicio a 30.2% al final. El crecimiento medio de brotes vegetativos fue de 8.4 cm 

en el MIA y 6.22 en el testigo. La media de frutos amarrados fue de 17 en el MIA y de 7 en el testigo. 

No hubo diferencias significativas en número de inflorescencias ni en la recuperación de árboles con 

MIA. La severidad visual se incrementó en los 18 árboles experimentales. Para verificar la presencia 

de P. cinnamomi en las raíces de cinco árboles de aguacate con síntomas de la enfermedad, se aisló y 

purificó micelio a partir de sus raíces alimenticias. Posteriormente el patógeno se identificó 

morfológicamente como Phytophthora cinnamomi Rands con claves taxonómicas. La detección 

molecular se logró con la amplificación de la región espaciadora transcrita (ITS2) del DNA ribosomal 

de P. cinnamomi usando los iniciadores ITS3/ITS4, obteniendo un producto de amplificación de 570 

pb. Las secuencias de los productos amplificados presentaron un 99% de similitud con P. cinnamomi 

comparadas en la base de datos del GenBank del NCBI. 

   Palabras clave: Trichoderma harzianum, evaluación de severidad, Manejo Integrado de Plagas y 

de Cultivos, pudrición radical, tristeza del aguacate. 
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ETIOLOGY AND MANAGEMENT OF Phytophthora cinnamomi (Rands) ON AVOCADO 

IN MICHOCÁN 

Dagoberto Fierro Corrales, MC 

Colegio de Postgraduados, 2011 

   The Mexican state of Michoacán is the main producer and exporter of avocado cv. Hass (Persea 

americana Mill) in Mexico and the world.  One of the main disease affecting this crop is “avocado 

tristeza”, caused by the oomyceto Phytophthora cinnamomi Rands. The effects of “avocado tristeza” were 

tried to be reduced by a partial avocado integrated management (AIM) which was carried out during eight 

months and consisted of two applications of vermicompost, six of phosphoric acid and four of 

Trichoderma harzianum in an avocado orchard located in Uruapan, Michoacan. The percentage of 

infected roots by P. cinnamomi at the beginning of the experiment (37.9 %) lowered to 6.6 % in the AIM, 

in the control it raised from 26.9 % at the beginning to 30.2 % at the end. The medium growth of shoots 

was of 8.4 cm in the AIM and 6.22 cm in the control. The medium of fruit setting went from 17 in AIM to 

7 in the control. There were no significant differences in the number of inflorescence or the recuperation 

of trees under AIM. The visual severity incremented in the 18 experimental trees. To prove the presence 

of P. cinnamomi in the roots of five avocado trees expressing symptoms of this disease, there was 

mycelium isolated and purified from the roots collected from these trees. Prior to isolation, the pathogen 

was identified morphologically as Phytophthora cinnamomi Rands using taxonomic keys. The molecular 

detection was performed by the amplification of the internal transcribed section (ITS2) of the rDNA of P. 

cinnamomi using the ITS3/ITS4 primers, obtaining an amplification product of 570 pb, similar to those 

reported for this pathogen. The sequence of the amplified products presented a similarity of 99% with P. 

cinnamomi, compared with the data base of the GenBank of NCBI. 

   Keywords: Trichoderma harzianum, severity evaluation, Integrated Pest Management, root rot, avocado 

tristeza. 
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MANEJO INTEGRADO DE LA TRISTEZA DEL AGUACATERO [ Phytophthora 

cinnamomi (Rands)] EN URUAPAN, MICHOACÁN, MÉXICO 

Dagoberto Fierro Corrales1, Daniel Téliz Ortiz2*, José Antonio Mora Aguilera2, Hugo 

Beltrán Peña1, Ma. Antonia Pérez Olvera3, Jesús Soria Ruiz4, Blanca Nieves Lara Chavez5 

1Escuela Superior de Agricultura del Valle del Fuerte, Universidad Autónoma de Sinaloa; 
2Instituto de Fitosanidad y 3Desarrollo Rural, Colegio de Postgraduados; 4Campo Experimental 

Valle de Toluca, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias 

(INIFAP); 5Facultad de Agrobiología ‘Presidente Juárez’, Universidad Michoacana de San 

Nicolás de Hidalgo (UMSNH). 

 

RESUMEN 

   La tristeza (Phytophthora cinnamomi) del aguacatero se intentó reducir con un manejo integrado parcial 

del aguacate (MIA) aplicado durante ocho meses y consistente en dos aplicaciones al suelo de 

vermicompost, seis de ácido fosfórico y cuatro de Trichoderma harzianum en un huerto del municipio de 

Uruapan, Mich. El % de raíces infectadas por P. cinnamomi al inicio del experimento (37.9%) bajó a 6.6% 

en el MIA, en el testigo subió de 26.9% al inicio a 30.2% al final. El crecimiento medio de brotes 

vegetativos fue de 8.4 cm en el MIA y 6.22 en el testigo. La media de frutos amarrados fue de 17 en el 

MIA y de 7 en el testigo. No hubo diferencias significativas en número de inflorescencias ni en la 

recuperación de árboles con MIA. La severidad visual se incrementó en los 20 árboles experimentales. P. 

cinnamomi se identificó morfológica y molecularmente. La recuperación de árboles con MIA estuvo 

limitada por el manejo deficiente en riego, nivelación de suelos y posición de los árboles experimentales, 

cuya modificación no fue apoyada por el agricultor cooperante. El efecto del MIA requiere, además, de un 

periodo de evaluación más largo. En otro huerto ubicado en Salvador Escalante, Michoacán, los árboles de 

aguacate se plantaron en surcos de 1.5 – 1.8 m de altura y el riego por microaspersión se aplica según 

necesidades medidas técnicamente. P. cinnamomi está presente en las raíces de estos árboles, sin embargo 

se han mantenido sanos y con alta productividad durante cinco años. 

   Palabras clave: Trichoderma harzianum, evaluación de severidad, Manejo Integrado de Plagas y de 

Cultivos. 
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INTEGRATED MANAGEMENT OF AVOCADO TRISTEZA [ Phytophthora cinnamomi 

(Rands)] IN URUAPAN, MICHOACAN, MEXICO  

Dagoberto Fierro Corrales1, Daniel Téliz Ortiz2*, José Antonio Mora Aguilera2, Hugo 

Beltrán Peña1, Ma. Antonia Pérez Olvera3, Jesús Soria Ruiz4, Blanca Nieves Lara Chavez5 

1Escuela Superior de Agricultura del Valle del Fuerte, Universidad Autónoma de Sinaloa; 
2Instituto de Fitosanidad y 3Desarrollo Rural, Colegio de Postgraduados; 4Campo Experimental 

Valle de Toluca, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias 

(INIFAP); 5Facultad de Agrobiología ‘Presidente Juárez’, Universidad Michoacana de San 

Nicolás de Hidalgo (UMSNH). 

ABSTRACT  

   The aim of this study was to reduce the avocado tristeza (Phytophthora cinnamomi) by a partial avocado 

integrated management (AIM), applied during eight months which consisted of two applications of 

vermicompost, six of phosphoric acid and four of Trichoderma harzanium, all of which were applied to 

soil in an avocado orchard located in Uruapan, Michoacan. The percentage of infected roots by P. 

cinnamomi at the beginning of the experiment (37.9 %) was reduced to 6.6 % by the AIM, in contrast to 

the control which incremented from 26.9 % at the beginning to 30.2 % at the end. The medium growth of 

shoots was of 8.4 cm in the AIM and 6.22 cm in the control. The medium of fruit setting was of 17 in the 

AIM and 7 in the control. There were no significant differences in the number of inflorescence or the 

recuperation of trees with AIM. The visual severity incremented in the 20 experimental trees. P. 

cinnamomi was identified by morphological and molecular characterization. The recovery of trees by AIM 

was limited by a deficient irrigation, soil leveling and position of the experimental trees, which it´s 

modification was not supported by the orchard owner. The effects of the AIM require of a longer 

evaluation period. In another orchard located in Salvador Escalante, state of Michoacan, the avocado trees 

were planted in rows of 1.5 – 1.8 m of height and the irrigation was carried out by microspraying 

according to technically carried out meassurements. Although P. cinnamomi is present in the roots of 

these trees, they appeared to be healthy and presented high productivity during five years. 

   Keywords: Trichoderma harzianum, severity evaluation, Integrated Pest Management.  
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INTRODUCCIÓN 

   México es el principal productor de aguacate a nivel mundial, en 2009 produjo 1’230,970 t., 

seguido por Chile, Estados Unidos, Indonesia, República Dominicana, Colombia, Perú, Brasil, 

China y Guatemala (FAOSTAT, 2011). Los principales estados productores de aguacate en 

México, son: Michoacán, Jalisco, México, Morelos, Nayarit, Guerrero y Puebla. En Michoacán, 

el volumen de la producción en 2010 fue de 951,000 t con un rendimiento medio de 9.2 t ha-1 

(SAGARPA, 2011), el proceso productivo y las actividades derivadas del mismo generan más de 

40 mil empleos permanentes y 60 mil empleos estacionales, lo cual equivale a 9 millones de 

jornales al año (Téliz y Marroquín, 2007). La exportación de su fruta genera importantes divisas 

para el país, por ejemplo en 2010 por la exportación de 266,378 t se generaron divisas por 

53’412,000 dólares (APEAM, 2011; SAGARPA, 2011). La franja Aguacatera de Michoacán, 

ocupa 7,752 Km2, equivalente al 13% de la superficie estatal y se caracteriza por un clima 

templado, húmedo y sub-húmedo, con temperatura media de 8 a 21oC y una precipitación anual 

de 1,200 a 1,600 mm (APROAM, 2005; Téliz y Marroquín, 2007).  

   Las enfermedades fungosas (antracnosis, roña y tristeza) limitan la producción y calidad del 

fruto. La tristeza, originada por el oomyceto Phytophthora cinnamomi Rands), causa daños y 

pérdidas importantes (Téliz y Mora, 2007). En 1979 se estimaron 13 mil árboles dañados, en 

suelos pobres en materia orgánica; en 1994 se detectaron cerca de 100 mil árboles y en 1999 la 

severidad estimada subió a 550 mil árboles enfermos en los municipios de Uruapan, San Juan 

Nuevo, Tingüindín, Los Reyes, Tancítaro, Peribán y Ziracuaretiro, con pérdidas estimadas en 

alrededor de 640 millones de pesos (Vidales, 1999). En el 2007 se estimó su presencia en todos 

los municipios productores en aproximadamente 5,500 ha, equivalentes al 5% de la superficie 

estatal cultivada (Mora et al., 2007). 
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   Las acciones para prevenir, manejar y controlar esta enfermedad han sido varias, entre las que 

destacan: poda de árboles enfermos, aplicación de materia orgánica al suelo (Larios et al., 2007), 

uso de hongos antagónicos (Chet et al., 1997; Yedidia et al., 1999; Ahmed et al., 2000 y Ahmed 

et al., 2003), manejo adecuado de la fertilización y materia orgánica, y del riego y plagas (Téliz et 

al., 1992; Téliz y Mora, 2007).  

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue diseñar, aplicar y evaluar un 

programa de manejo integrado parcial del aguacate (MIA) para reducir la intensidad de 

Phytophthora cinnamomi, en un huerto de Uruapan, Michoacán. Paralelamente, el manejo de la 

enfermedad se comparó con un huerto en Salvador Escalante, Mich. Con surcos altos y alta 

densidad de árboles y en que se verificó la presencia de P. cinnamomi en raíces y suelo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

   El experimento se estableció en la huerta “El Salto 2”, ubicada a los 19°19’46.00’’N  y 

102°05’40.00’’O, a 1450 msnm, en la localidad de Matanguarán, Mpio. de Uruapan. Esta huerta 

presenta un clima semicálido, subhúmedo, con lluvias en verano, las temperaturas medias 

máximas y mínimas son de 28 y 12°C, con una precipitación anual de 1450 mm (García, 1981). 

Los suelos son de tipo andosol, con una profundidad media de 1.5 m (INEGI, 1985). 

El experimento consistió en dos tratamientos; uno con manejo integrado del aguacate (MIA) y el 

testigo sin manejo (SMIA) (Cuadro 1):  

1. MIA:  

• Poda de saneamiento y despunte de ramas al inicio del experimento. 

• Aplicación de la cepa Trichoderma harzianum (1.92 X 104 conidios mL-1). Se 

diluyeron 250 mL de la cepa en 15 litros de agua y se asperjó con mochila 

aspersora manual en la zona de goteo cada dos meses (octubre 2010 a mayo 2011). 

• Vermicompost (4 t ha-1). Se espolvorearon 25 kg por árbol en la zona de goteo en 

octubre de 2010 y enero de 2011. 

• Fosfimax (5 L ha-1). Se diluyeron 32 mL de Fosfimax en 15 litros de agua y con 

mochila aspersora manual se inyectó al suelo en ocho puntos de la zona de goteo. 

2. SMIA (testigo).  

• Sólo poda de saneamiento y despunte de ramas al inicio del experimento. 

   Cada uno de los dos tratamientos se repitió en nueve árboles con síntomas de tristeza, en un 

diseño completamente al azar. Al inicio del experimento se eliminaron ramas muertas y se 

hicieron despuntes de ramas apicales para provocar un crecimiento lateral de ramas y un 

equilibrio entre el área foliar y el deficiente sistema radical. Muestras de suelo y de hojas se 
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analizaron al inicio y al final del experimento para determinar las propiedades físicas y químicas 

de los suelos y las propiedades nutrimentales de los árboles seleccionados. Se colectaron ocho 

submuestras de suelo en la zona de goteo a 0 – 20 cm de profundidad para formar una muestra 

compuesta por árbol, se escogió al azar en la parte media del dosel del árbol en cada punto 

cardinal una rama sin fructificar y se colectaron la tercera y cuarta hoja de cada rama para formar 

la muestra compuesta de hojas. Las variables evaluadas en suelo fueron: Textura, pH, M.O, N, P, 

K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, B, Densidad aparente (Dap) y Capacidad de Intercambio Catiónico 

(CIC). En las hojas se cuantificaron: N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, B. El efecto de los 

tratamientos se relacionó con el porcentaje de raíces infectadas por P. cinnamomi, longitud de 

crecimiento de brotes vegetativos, formación de inflorescencias y amarre de frutos. Visualmente 

se evaluó la apariencia de los árboles enfermos de los dos tratamientos con una escala de 

severidad de la enfermedad del 0 al 5, donde 0 = árbol sano y 5 = árbol muerto. También se 

determinaron los coeficientes de correlación de Pearson con 0.05 de significancia entre las 

variables originales en suelo y hoja. 

Muestreo de raíces 

   Se muestrearon raíces al inicio (octubre de 2010) y al final del experimento (junio de 2011), de 

árboles con síntomas de tristeza del aguacatero. La colecta se realizó a una profundidad de 0 – 20 

cm en ocho puntos equidistantes de la zona de goteo de los árboles, cuatro puntos cercanos al 

tronco de los árboles a una distancia aproximada de 0.5 – 0.8 m y cuatro puntos en la periferia de 

la zona de goteo a una distancia aproximada de 1.5 – 2.0 m del tronco. Con pala recta se sacaron 

las muestras de suelo y se tamizaron por separado en una malla de 5 mm; las raíces separadas se 

colocaron en bolsas de polietileno previamente etiquetadas, obteniendo una muestra compuesta 

de 8 submuestras por árbol. A cada bolsa con raíces se le agregó aproximadamente 0.5 kg de 
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suelo húmedo y se transportaron al laboratorio de enfermedades de frutales del Colegio de 

Postgraduados.  

Aislamiento de hongos 

   Las raíces se lavaron con agua corriente y las puntas de raíces alimenticias se cortaron 

transversalmente en fragmentos de 5 mm de longitud, seleccionando los límites de tejido sano y 

tejido necrosado. En una cámara de flujo laminar los trozos de raíces se lavaron en hipoclorito de 

sodio al 1 % por un min. y se enjuagaron en tres pasos de agua destilada estéril y se colocaron en 

papel absorbente estéril. Las raíces desinfestadas se sembraron en medio de cultivo selectivo 

PARPH (pimaricina, ampicilina, rifampicina, pcnb e himexazol) (Erwin y Ribeiro, 1996). Se 

sembraron 10 trozos de raíces en forma vertical en cajas Petri; cuatro cajas por muestra para un 

total de 40 raíces por árbol muestreado. Los aislamientos se incubaron a 28°C por tres días 

(Figura 1). 

Identificación de oomycetos 

   Los oomycetos que se aislaron con mayor frecuencia se identificaron morfológicamente según 

Stamps et al., 1990; Erwin y Ribeiro, 1996 y molecularmente (Cenis, 1992).  Se desarrollaron 

dos oomycetos, un Pythium sp. (10% de severidad) y Phytophthora cinnamomi (90% de 

severidad). 

Identificación morfológica 

   Los oomycetos que se aislaron con mayor frecuencia se identificaron como Phytophthora 

cinnamomi en base a la formación de hifas torulosas (Figura 2A) y con abundantes clamidosporas 

esféricas (Figura 2B). El crecimiento del micelio en PDA presentó un aspecto cameloide o de 

rosa (Figura 2C). Se observaron esporangios de forma ovoide a elipsoidal sin papila, con un 

ligero engrosamiento apical (Figura 2D) (Stamps et al., 1990; Erwin y Ribeiro, 1996). 
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Identificación molecular 

   El aislamiento de P. cinnamomi se hizo de fragmentos de raíces lavados, desinfestados y 

sembrados en papa-dextrosa-agar (PDA Bioxon®) adicionado con ampicilina (500 mg L-1), 

finalmente se incubaron a 25° C, en oscuridad total por 72 horas (Zentmyer 1980; Erwin y 

Ribeiro, 1996). El DNA genómico se aisló de micelio, a las 72 horas de su crecimiento en PDA a 

25° C (Cenis, 1992). En un tubo Eppendorf de microcentrifuga de 2 mL se adicionaron 300 µl de 

buffer de extracción (Tris 200 mM pH 8.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0.5%) y 100 gr 

de micelio del oomyceto, colectado de la caja de cultivo con una espátula. El micelio se maceró 

con un pistilo cónico accionado con un motor manual inalámbrico marca Kontes modelo 

SF24837V a 200 rpm durante 3 min. Posteriormente se adicionaron al tubo 150 µL de acetato de 

sodio (3M, pH 5.2) y se incubó a -20° C por 10 min. Se centrifugó durante 5 min a 11,300 x g y 

se transfirió la capa superior acuosa a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, se 

adicionó un volumen igual de Isopropanol frío (4°C) con inversión gentil, y se incubó a 

temperatura ambiente por 5 min. El DNA precipitado se sedimentó por centrifugación (11,300 x 

g por 5 min) desechando el sobrenadante y se lavó la pastilla en Etanol 70%, y nuevamente se 

centrifugó (11,300 x g por 5 min). La pastilla formada, se secó a temperatura ambiente durante 20 

min, y se resuspendió en 50 µL de buffer TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.0). 

Amplificación por PCR de la región ITS 

   La amplificación del gen 5.8S rDNA y la región conservada adyacente ITS2, se realizó con la 

pareja de iniciadores ITS3 (5’-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3’) y ITS4 (5’-TCC GTA 

GGT GAA CCT GCG G-3’) (White et al., 1990) en un volumen final de 25 µL de reacción de 

PCR. La misma contenía, 1x de amortiguador para PCR (10x, tris-HCl 100 mM, KCl 500 mM, 

pH 8.4) (Invitrogen), 0.2 mM de cada dNTPs, 2.5 mM de MgCl2 (Biogenica), 20 pmol de cada 
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iniciador (ITS3/ITS4), 1 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 20 ng del DNA objetivo. Las 

condiciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador Multigene y consistió en un 

primer paso de desnaturalización a 96°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 

52°C (temperatura de alineamiento) y 1.2 min a 72°C, y un paso final como extensión de 72°C 

por 10 min. El producto de amplificación (570 pb) se visualizó mediante electroforesis en gel de 

agarosa (Invitrogen) al 1% (p/v) teñidos previamente con bromuro de etidio. Se utilizó como 

marcador de peso molecular una escalera de 100 pb (Invitrogen).  

Secuenciación de la región ITS 

   Los amplicones se purificaron y secuenciaron en Macrogen Corp (Rockville, MD, USA). Se les 

asignó clave para su identificación: R5, R14, R16, R18 y R23. Todas las secuencias se analizaron 

empleando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor y posteriormente fueron comparadas 

en las bases de datos GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y de 

Phytophthora database. El procedimiento molecular lo realizó la Dra. Blanca Nieves Lara Chávez 

en el laboratorio de fitopatología de la Facultad de Agrobiología “Presidente Juárez” de la 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo en Uruapan, Michoacán. 

Severidad de la enfermedad en raíces 

   El número de raíces con presencia de P. cinnamomi se dividió entre el número total de raíces 

sembradas por muestra de árbol (40 trozos) y se multiplicó por 100 (Figura 1). 

Medición de brotes y conteo de inflorescencias y frutos 

   Dos brotes vegetativos en la parte baja de los árboles, dos en la parte media y dos en la parte 

alta de la copa se midieron longitudinalmente cada mes, de noviembre de 2010 a junio de 2011. 

El conteo de inflorescencias y frutos se realizó en tres ramas, una en nivel bajo, medio y alto de 

los árboles MIA y testigos. Las medias se compararon por Tukey. Se hizo la prueba de Barlett 
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para homogeneidad de la varianza y los datos se transformaron (raíz2) para satisfacer el supuesto 

de homostacidad y de normalidad. 

   Paralelamente, el manejo de la enfermedad se comparó con un huerto en Salvador Escalante, 

Mich. con surcos altos (1.5-1.8m) y alta densidad de árboles (825/ha) y en el que se verificó la 

presencia de P. cinnamomi en raíces y suelo. Los surcos altos y la mayor porosidad consecuente 

mejoran el drenaje, además de que el fertiriego por microaspersión con bases técnicas 

favorecieron el desarrollo de los árboles a pesar de la presencia de P. cinnamomi en suelo y 

raíces. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Características físicas y químicas del suelo en los dos tratamientos 

   Los suelos en los que se desarrolló el experimento presentaron texturas franco-arcillosas a 

arcillosas, con densidad aparente de 1.1 t m3 y valores de capacidad de intercambio catiónico 

(CIC) de 15.5 a 19.5 Cmol Kg-1; pH ligeramente ácido (5.4 - 6.4). Estos valores coinciden con los 

reportados por Maldonado, et al., (2007) para suelos de zonas aguateras de Michoacán y con los 

reportados por Wolstenholme (2007), como pH del suelo recomendado para el cultivo del 

aguacate (5.0 – 7.0). Son suelos muy ricos en materia orgánica (NOM-021-RECNAT-2000).  

   En general al inicio del experimento, el suelo presentó contenidos altos en la mayoría de los 

parámetros analizados (Cuadro 2). Los contenidos de nitrógeno se clasifican como muy alto en 

MIA y normales en SMIA. El Ca se encontró en niveles normales, Mn alto y Mg medio para 

MIA y SMIA. El P, K, Fe, Zn, Cu y B se clasificaron como muy altos en ambos tratamientos.  

   Al final del experimento el pH de los suelos presentó ligeras variaciones, no significativas 

(Figura 3) y favorables para el desarrollo de P. cinnamomi (Zentmyer, 1980). El ligero aumento 

del pH en el MIA puede deberse a la aplicación de vermicompost y cal (Durán y Henríquez, 

2010). Aún con las aplicaciones de vermicompost el contenido de materia orgánica en el MIA 

bajó de muy rica a rica aunque más alto que el SMIA (Figura 4). El N se clasificó como bajo para 

los dos tratamientos al final del experimento (Maldonado, et al., 2007). El N foliar en el MIA al 

inicio se clasificó como muy alto y en el SMIA normal, sin embargo al final se clasificó como 

bajo para ambos tratamientos a pesar de la aplicación de vermicompost en el MIA. Los niveles 

bajos de N foliar en el MIA probablemente se expliquen por un mayor crecimiento longitudinal 

de flujos vegetativos y un mayor número de frutos amarrados que el testigo (SMIA). El contenido 

de Ca en el MIA fue normal al final del experimento y bajo en el SMIA. 
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   Al final del experimento, el K se clasificó como alto en el MIA y en el SMIA (al inicio muy 

alto). Salazar y Lazcano (1999) mencionaron que los excesos de K en el suelo pueden causar 

deficiencias de Ca o Mg en árboles de aguacate, lo cual coincide con los análisis foliares del 

experimento donde se observó que al inicio y al final del experimento el MIA y SMIA mostraron 

niveles bajos de Ca en las hojas. El P, Fe, Mn, Zn, Cu y B se clasificaron como muy altos al 

inicio y al final en MIA y SMIA.  

   El contenido foliar de Cu al inicio y al final fue alto en el MIA y alto al inicio y normal al final 

en el SMIA, según Embleton y Jons (1992) y Maldonado et al., (2007). El P se encontró normal 

al inicio y bajo al final del experimento en el MIA, a pesar de la aplicación de fosfimax, 

posiblemente por la deficiencia del riego y del drenaje. El K, Mg, Fe y Mn mostraron 

concentraciones normales tanto en árboles MIA y testigos (SMIA). El Zn mostró contenidos 

normales al inicio y contenidos bajos al final del experimento en los dos tratamientos (MIA Y 

SMIA). El B se analizó solo al final del experimento y mostró contenidos bajos en los dos 

tratamientos (Cuadro 3). Según Maldonado et al., (2007), las concentraciones altas de P están 

correlacionadas con las deficiencias de Ca en la plantas de aguacate, una fertilización alta en K 

favorece la deficiencia de B. Los resultados anteriores en los dos tratamientos se explican por los 

altos niveles de M.O. sin descomponer en el suelo, por los valores ácidos de pH y por la 

presencia de los iones aluminio activos que disminuyen la disponibilidad de calcio, zinc y boro 

(Aguilera y Salazar, 1998; y Maldonado, 2002). 

   Las correlaciones significativas de los parámetros analizados en suelo y hoja se presentan en el 

cuadro 4. El pH correlacionó positivamente con el Mg al inicio y al final del experimento, en 

ambos tratamientos. En el testigo (SMIA) el pH se correlacionó positivamente con MO, Ca, Mg, 

Zn y Cu, lo que significa que el pH es un factor limitante en la disponibilidad de muchos de los 
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nutrientes. La MO es otro factor determinante en la disponibilidad de nutrientes, producto de las 

tasas de mineralización (Pérez et al., 2000), en el análisis la MO en SMIA, se correlacionó 

significativamente con P, Ca, Mg, Zn y Cu, además de la correlación con pH ya señalada. Otra 

correlación importante es la de los contenidos de Mg, Zn y Cu con el pH, MO, Ca y P, de donde 

se infiere que estas propiedades están directamente asociadas a la disponibilidad nutrimental de 

Mg, Zn y Cu en el suelo. Este proceso ha sido explicado por Aguilera y Salazar, (1998); y 

Maldonado, (2002), quienes mencionaron que los altos niveles de M.O. sin descomponer en el 

suelo, los pH ácidos y la presencia de iones aluminio activos disminuyen la disponibilidad de 

calcio y zinc. La aplicación de vermicompost influyó en la mayor disponibilidad de nutrientes y 

tuvo un efecto positivo en el aumento de longitud de brotes vegetativos y de amarre de frutos, sin 

embargo la materia orgánica se mantuvo en los mismos niveles (muy rica) al final del 

experimento. Otra correlación significativa encontrada es la de Ca con el Mg (0.81), la cual 

coincide con lo reportado por (Solís et al., 1998) en análisis de hoja de aguacate. 

Identificación molecular de P. cinnamomi  

   La identidad de las secuencias de los cinco aislados de raíces de aguacate fue de 100% para las 

primeras 10 secuencias homólogas de Phytophthora cinnamomi comparadas en el GenBank del 

NCBI, lo cual indicó que las secuencias analizadas en este estudio, coinciden totalmente con 

aislados de Florida (No. Accesión: JF740089.1) y Brasil (No. Accesión: HM041805.1), 

confirmando que se trata de la especie P. cinnamomi.  Para mayor precisión, las cinco secuencias 

fueron sometidas en la base de datos de Phytophthora database (phytophthoradb, 2011), 

mostrando un porcentaje de similitud del 100% con 20 aislados de ese banco; entre estos se 

encuentran los aislados provenientes de E. U. A. (PD01208) y Australia (PD00777). 
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Severidad inicial y final de la tristeza del aguacatero 

   La severidad inicial mostró diferencias significativas entre los tratamientos (Pr > F < 0.0001); 

la severidad inicial fue mayor en los árboles con MIA, al final del experimento, la severidad 

aumentó significativamente en los árboles testigo (SMIA) y bajó en el MIA (Pr > F < 0.0001) 

(Cuadro 5). Se deduce que los árboles con MIA respondieron favorablemente y redujeron su 

severidad. 

Medición de longitud de brotes, conteo de inflorescencias y de frutos 

   Se observó que el Manejo Integral Parcial del aguacate influyó significativamente en el mayor 

desarrollo de los brotes vegetativos de los árboles con MIA (Pr > F < 0.0001). Las inflorescencias 

no mostraron diferencias entre los tratamientos (Pr > F < 0.8147). Hubo un número 

significativamente mayor de frutos en los árboles con MIA (Pr > F < 0.0014) (Cuadro 5). 
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ANEXOS 

Cuadro 1. Prácticas de manejo aplicado a nueve árboles de aguacate con Manejo Integral 

Parcial del aguacate (MIA) y a nueve árboles testigo (SMIA) en Uruapan, Michoacán. 

MIA = Manejo Integral Parcial del aguacate SMIA= Testigo 
 

Cuadro 2. Características químicas del suelo en árboles de aguacate con y sin  Manejo 

Integral Parcial (MIA y SMIA) al inicio del experim ento en Uruapan, Michoacán. Octubre 

de 2010. 

TRAT N P K Ca Mg Fe Mn Zn Cu B 

 
 <--------------------%------------------> <---------------mg Kg-1---------------> 

MIA Ẋ 61.8 483.9 1636 2458 589.1 111.4 45.1 54.8 77.5 3.6 

SMIA Ẋ 29.1 481.0 1640 3675 764.3 69.7 29.2 45.4 30.8 3.5 

Ẋ=Media; MIA=Manejo Integral Parcial del aguacate; SMIA= testigo 

 

 

PRÁCTICAS DE MANEJO TRAT 
2010 2011 

FREC. 
A S O N D E F M A M J 

Muestreo de suelo 
MIA X           X 2 

SMIA X          X 2 

Poda 
MIA   X          1 

SMIA   X         1 

Aplicación de vermicompost 
MIA   X    X      2 

SMIA            0 
Aplicación de Trichoderma 
harzianum 

MIA   X    X  X  X  4 
SMIA            0 

Aplicación de Fosfimax 
MIA   X  X  X X  X   6 

SMIA            0 

Encalado: 4 kg árbol-1 
MIA          X  1 

SMIA          X  0 
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Cuadro 3. Contenido nutrimental en árboles de aguacate al inicio (Octubre de 2010) y al 

final (junio de 2011) de la aplicación del Manejo Integral Parcial del Aguacate en  Uruapan, 

Michoacán. 

TRATAMIENTO 

N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B 

% mg Kg-1  

MIA 
INICIO 2.05 0.12 0.96 0.77 0.36 124.94 40.41 44.18 147.83  

FINAL 0.91 0.06 0.82 0.55 0.37 70.66 60.86 17.97 129.29 21.82 

SMIA 
INICIO 1.79 0.12 0.93 0.62 0.33 125.29 22.93 48.66 108.61  

FINAL 0.99 0.09 1.00 0.47 0.34 170.11 13.82 19.74 131.76 25.0 

MIA = Manejo Integral Parcial del aguacate; SMIA = Testigo  
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Cuadro 4. Coeficientes de correlación de Pearson con 0.05 de significancia en muestras de 

suelo al inicio  (Octubre de 2010) y al final (Junio de 2011) del MIA. Uruapan, Michoacán. 

VARIABLE MO P K Ca Mg Fe Mn Zn Cu B 

pH 

MIA 
I - - - - 0.8 - - - - - 

F - - - - 0.7 - -0.8 - - - 

SMIA 
I 0.7 - - - - - - - - - 

F 0.9 - - 0.8 0.7 - - 0.8 0.7 - 

MO 

MIA 
I 1 - - - 0.7 - - - 0.7 - 

F 1 - - - - - - - - 

SMIA 
I 1 - - - - - - - 0.7 - 

F 1 0.7 - 0.9 0.7 - - 0.8 0.7 - 

P 

MIA 
I - 1 - - - - 0.7 - - 0.7 

F - 1 - 0.7 - - - 0.8 - - 

SMIA 
I - 1 - - 0.8 - - 0.7 0.8 - 

F - 1 -0.7 0.8 0.7 0.8 - 0.7 - - 

Ca 

MIA 
I - - - 1 0.8 - - - - - 

F - - - 1 0.9 - - - - - 

SMIA 
I - - - 1 - - -0.7 - - - 

F - - - 1 0.7 - - 0.8 0.8 - 

Zn 

MIA 
I - - - - - - - 1 0.9 - 

F - - - - - - - 1 0.7 - 

SMIA 
I - - - - - - - 1 0.8 - 

F - - - - - - - 1 0.8 - 

MIA = Manejo Integral Parcial del aguacate; SMIA = Testigo; I = Inicio; F = Final,  
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Cuadro 5. Comparación de medias de las variables longitud de brotes, número de 

inflorescencias, amarre de frutos e incidencia de Phytophthora cinnamomi en las raíces  de 

árboles de aguacate al final del MIA (Tukey,  0.05). Uruapan, Michoacán. 2011.  

VARIABLE MIA SMIA 

Longitud media de brotes/árbol (cm) 8.43a 6.22b 

Inflorescencias medias/árbol 13.17a 12.45a 

Frutos amarrados/árbol 16.79a 7.13b 

% de raíces infectadas/árbol  (inicio) 37.92a 26.94b 

% de raíces infectadas/árbol (final) 6.59b 30.24a 

Medias con la misma letra no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05) 

 

 

Figura 1. Trozos de raices de aguacate sembrados en Cajas Petri con el medio selectivo 

PARPH.  
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Figura 2. Estructuras morfológicas de Phytophthora cinnamomi Rands. A) Micelio 

cenocítico toruloso. B) Clamidospora esférica. C) Colonia cameloide. D) Esporangio ovoide 

sin papila. 

 

Figura 3. Lectura de pH inicial y final por tratami ento. Manejo Integral Parcial del 

aguacate (MIA) y testigo (SMIA). Uruapan, Michoacán. 2011. 
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Figura 4. Contenido final de N y Materia orgánica (M.O) en árboles con MIA (Manejo 

Integral Parcial del Aguacate) y testigo (SMIA). Uruapan, Michoacán. 2011. 
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DETECCIÓN MOLECULAR DE Phytophthora cinnamomi (Rands) EN EL CULTIVO DE 

AGUACATE 

Dagoberto Fierro Corrales, MC 

Colegio de Postgraduados, 2011 

RESUMEN 

   El estado de Michoacán es el principal productor y exportador de aguacate cv. Hass (Persea 

americana Mill) en México y en el mundo y uno de sus principales problemas fitosanitarios es 

“la tristeza del aguacatero”, causada por el oomyceto Phytophthora cinnamomi Rands. Para 

verificar la presencia de P. cinnamomi en las raíces de cinco árboles de aguacate con síntomas de 

la enfermedad, se aisló y purificó micelio a partir de sus raíces alimenticias. Posteriormente el 

patógeno se identificó morfológicamente como Phytophthora cinnamomi Rands con claves 

taxonómicas. La detección molecular se logró con la amplificación de la región espaciadora 

transcrita (ITS2) del DNA ribosomal de P. cinnamomi usando los iniciadores ITS3/ITS4, 

obteniendo un producto de amplificación de 570 pb, similares a las reportadas para este patógeno. 

Las secuencias de los productos amplificados presentaron un 99% de similitud con P. cinnamomi 

comparadas en la base de datos del GenBank del NCBI. 

   Palabras clave: Persea americana Mill, PCR, ITS, tristeza del aguacate, pudrición radical 
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MOLECULAR DETECTION OF Phytophthora cinnamomi (Rands) IN AVOCADO 

Dagoberto Fierro Corrales, MC 

Colegio de Postgraduados, 2011 

ABSTRACT 

   The state of Michoacan is the main producer and exporter of avocado cv. Hass (Persea 

americana Mill) in Mexico and the world, and one of it is main phytosanitary problem is the 

“tristeza del aguacatero”, caused by Phytophthora cinnamomi Rands. To verify the presence of P. 

cinnamomi in the roots of five avocado trees which exhibited characteristic symptoms of this 

disease, mycelium was isolated and purified from their roots. Prior to the isolation, they were 

identified morphologically as Phytophthora cinnamomi Rands according to taxonomic keys. The 

molecular detection was performed by the amplification of the internal transcribed section (ITS2) 

of the rDNA of P. cinnamomi using the ITS3/ITS4 primers, obtaining an amplification product of 

570 pb, similar to those reported for this pathogen. The sequence of the amplified products 

presented a similarity of 99% with P. cinnamomi, compared with the data base of the GenBank of 

NCBI. 

   Keywords: Persea americana Mill, PCR, ITS, Tristeza del aguacate, root rot. 
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INTRODUCCIÓN 

   La “tristeza del aguacate” es su principal enfermedad, su agente causal es el oomyceto 

Phytophthora cinnamomi Rands. Este patógeno tiene muchos hospederos y su distribución es 

mundial (Zentmyer, 1980; Sanabria, 2003). Se ha detectado en Australia (Old et al., 1984), 

Sudáfrica (Linde et al., 1999), E.U.A. (Coffey, 1992) y México (Téliz et al., 1992), entre otros. 

En la actualidad, con la comercialización y difusión lograda, el cultivo de aguacate presenta gran 

importancia económica para México, por ser el principal productor a nivel mundial con 

1’230,970 t, seguido por Chile, Indonesia, República Dominicana, Colombia, Brasil, Perú, 

E.U.A. y Kenia (FAOSTAT, 2011). La tristeza (Phytophthora cinnamomi Rands), causa daños y 

pérdidas importantes (Téliz y Mora, 2007). En 1979 se estimaron 13 mil árboles dañados, en 

suelos pobres en materia orgánica; en 1994 se detectaron cerca de 100 mil árboles y en 1999 la 

severidad estimada subió a 550 mil árboles enfermos en los municipios de Uruapan, San Juan 

Nuevo, Tingüindín, Los Reyes, Tancítaro, Peribán y Ziracuaretiro, con pérdidas estimadas en 

alrededor de 640 millones de pesos (Vidales, 1999). En el 2007 se estimó su presencia en todos 

los municipios productores en aproximadamente 5,500 ha, equivalentes al 5% de la superficie 

estatal cultivada (Mora et al., 2007). 

   La identificación morfológica de Phytophthora requiere de cultivos puros a partir de plantas 

enfermas, claves taxonómicas, medios selectivos, etc. (Tsai et al., 2006). Actualmente, las 

técnicas de biología molecular como la reacción en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase 

Chain Reaction), son ampliamente utilizadas para la detección de fitopatógenos debido a las 

ventajas de sensibilidad y rapidez en el proceso de las muestras (Martin et al., 2000). Los genes 

del DNAr (DNA ribosomal) han sido empleados para analizar los principales eventos evolutivos 

ya que son regiones altamente conservadas, mientras que la región espaciadora transcrita o ITS 

(Internal Transcribed Spacer) del DNAr (ITS1 e ITS2) es variable, de modo que se emplea para 
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encontrar similitud o diferencias entre especies (Lee et al., 2000). Por lo tanto, la región ITS es 

ampliamente utilizada en la identificación de muchas especies de hongos y oomycetos debido a 

su utilidad sistemática y taxonómica (Chillali et al., 1998).  

   Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue confirmar por PCR la identificación 

morfológica de P. cinnamomi en árboles con síntomas de clorosis, hojas pequeñas, defoliación 

parcial, necrosis y pudrición parcial o total de raíces alimenticias. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

   Se colectaron 18 muestras de raíces de árboles de aguacate cv. Hass en la huerta “El Salto 2” 

ubicada a los 19°19’46.00’’N y 102°05’40.00’’O, a 1450 msnm, en la localidad de Matanguarán, 

Mpio. de Uruapan, Michoacán. Este huerto presenta un clima semicálido subhúmedo con lluvias 

en verano, las temperaturas medias máximas y mínimas son de 28 y 12° C, con una precipitación 

anual de 1450 mm (García, 1981). Los suelos son de tipo andosol, con una profundidad de 1.5 m. 

(INEGI, 1985). Las muestras de suelo compuestas se obtuvieron en ocho puntos de la zona de 

goteo del árbol, a una profundidad de 0-20 cm, las raíces alimenticias se separaron en un 

cernidor, y se almacenaron a temperatura ambiente, en bolsas plásticas, con suelo húmedo para su 

protección.  

Condiciones de aislamiento 

   Para el aislamiento del micelio de P. cinnamomi se empleó la técnica de Zentmyer 1980; Erwin 

y Ribeiro, 1996; Streets, 1982. Las raíces se lavaron con agua corriente y las puntas de raíces 

alimenticias se cortaron transversalmente en fragmentos de 5 mm de longitud, seleccionando los 

límites de tejido sano y tejido necrosado. En una cámara de flujo laminar los trozos de raíces se 

lavaron en hipoclorito de sodio al 1 % por un minuto y se enjuagaron en tres pasos de agua 

destilada estéril y se colocaron en sanitas estériles para eliminar el exceso de humedad. Las raíces 

desinfestadas se sembraron en medio de cultivo selectivo para Phytophthora PARPH (pimaricina, 

ampicilina, rifampicina, pcnb e himexazol) (Mitchell et al., 1986). Se sembraron 10 trozos de 

raíces en forma vertical por caja Petri; cuatro cajas Petri por muestra para un total de 40 raíces 

por árbol muestreado. Los aislamientos se incubaron a 28° C por tres días en obscuridad total. 

Con el propósito de caracterizar morfológicamente e identificar la especie del género 

Phytophthora asociada a la tristeza del aguacatero se seleccionaron cinco aislamientos, los cuales 
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fueron transferidos a medios de cultivo PDA (Papa-dextrosa-agar, Bioxon®) con  500 mg L-1 de 

ampicilina. Se tomó únicamente las puntas de hifa de crecimiento del oomyceto, y se incubó a 

28° C durante 72 h, para la colecta de micelio. 

Extracción de DNA 

   El DNA genómico se aisló de micelio, a las 72 horas de su crecimiento en PDA a 25° C (Cenis, 

1992). En un tubo Eppendorf de micro-centrifuga de 2 mL se adicionaron 300 µl de buffer de 

extracción (Tris 200mM pH 8.5, NaCl mM, EDTA 25mM, SDS 0.5%) y 100 gr de micelio del 

oomyceto, colectado de la caja de cultivo con una espátula. El micelio se maceró con un pistilo 

cónico accionado con un motor manual inalámbrico marca Kontes modelo SF24837V a 200 rpm 

durante 3 min. Posteriormente se adicionaron al tubo 150 µL de acetato de sodio (3M, pH 5.2) y 

se incubó a -20°C por 10 min. Se centrifugó durante 5 min a 11,300 x g y se transfirió la capa 

superior acuosa a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, se adicionó un volumen 

igual de Isopropanol frío (4°C) con inversión gentil, y se incubó a temperatura ambiente por 5 

min. El DNA precipitado se sedimentó por centrifugación (11,300 x g por 5 min) desechando el 

sobrenadante y se lavó la pastilla en Etanol 70%, y nuevamente se centrifugó (11, 300 x g por 5 

min). La pastilla formada, se secó a temperatura ambiente durante 20 min, y se resuspendió en 50 

µL de buffer TE (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0). 

Amplificación por PCR de la región ITS 

   La amplificación del gen 5.8S rDNA y la región conservada adyacente ITS2 (Internal 

Transcribed Spacer) se realizó con la pareja de iniciadores ITS3/ITS4 (White et al., 1990) 

(Cuadro 1) en un volumen final de 12.5 µL de reacción. Contenía 1X de amortiguador para PCR 

(10x, 100 mM tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.4) (Invitrogen), 0.2 mM de cada dNTPs, 2.5 mM de 

MgCl2 (Biogenica), 20 pmol de cada iniciador (ITS3/ITS4), 1 U de Taq DNA polimerasa 
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(Invitrogen) y 20 ng de DNA objetivo. Las condiciones de amplificación se llevaron a cabo en un 

termociclador Multigene y consistió en un primer paso de desnaturalización a 96° C por 5 min, 

seguido por 35 ciclos de 30 s a 94° C, 30 s a 52° C (temperatura de alineamiento) y 1.2 min a 72° 

C, y un paso final como extensión de 72° C por 10 min. El producto de amplificación esperado 

(570 pb) se visualizó mediante electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen) al 1% (p/v) en buffer 

TBE 1X (Tris-Borato-EDTA), teñidos previamente con bromuro de etidio. Se utilizó como 

marcador de peso molecular la escalera de 100 pb (Invitrogen).  

Secuenciación de la región ITS 

   Los amplicones fueron purificados y secuenciados por la empresa Macrogen Corp (Rockville, 

MD, USA). Se les asignó clave para su identificación como se indica: R5, R14, R16, R18 y R23. 

Todas las secuencias se analizaron empleando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor, 

posteriormente se compararon en las bases de datos del GenBank del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) y de Phytophthora database. Para la elaboración del dendograma se 

alinearon las secuencias ena ClustalX 1.83 y se empleó el NJplot para su visualización. El 

procedimiento molecular lo realizó la Dra. Blanca Nieves Lara Chávez en el laboratorio de 

fitopatología de la Facultad de Agrobiología “Presidente Juárez” de la Universidad Michoacana 

de San Nicolás de Hidalgo en Uruapan, Michoacán. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Extracción de DNA 

   El DNA total obtenido de las cinco muestras de micelio mostró buena calidad e integridad 

(Figura 1) y su concentración puede considerarse un excelente rendimiento. En este 

procedimiento las paredes celulares se rompieron por la fuerza mecánica ejercida por el 

macerador de pistilo cónico y la mezcla del buffer de lisis. A pesar de que la mayoría de los 

protocolos para extracción de DNA consumen mucho tiempo porque implican muchos pasos para 

la lisis celular debido a la rigidez de la pared celular de hongos y oomycetos (Cardinali et al., 

2001), la eliminación de las proteínas, polisacáridos, el RNA, o de otros componentes celulares 

(Sambrook y Russell, 2001; Wangsomboondee y Ristaino, 2002; Mahuku, 2004), los niveles de 

pureza de las cinco muestras indicaron una mínima presencia de contaminantes, pues se 

encontraban en los rangos ideales de absorbancia (A260/A280) de 1.6 – 1.9. Esto confirma la 

eficiencia del protocolo de extracción de DNA empleado para este estudio, así mismo, para los 

posteriores análisis moleculares se obtuvieron cantidades suficientes de DNA de calidad. 

Detección de P. cinnamomi por PCR 

   La detección de P. cinnamomi en muestras de raíz, se realizó mediante PCR empleando los 

iniciadores ITS3/ITS4, se obtuvo un producto de amplificación de 570 pb. Los resultados de la 

PCR indican que P. cinnamomi está presente en las cinco muestras de micelio aisladas de raíces 

de plantas de aguacate con síntomas de tristeza del aguacate de la huerta “El Salto 2” ubicada en 

el municipio de Uruapan, Michoacán (Figura 2).  

   En estudios recientes se han realizado diferentes análisis para la detección de P. cinnamomi, 

como la identificación tradicional basada en criterios morfológicos y culturales, esto es la 

observación directa e identificación por taxonomía (Hardham, 2005), la detección inmunológica 

(Cahill y Hardham, 1994) y los métodos de detección del DNA, los cuales son cada vez más 
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empleados por su rapidez, sensibilidad y especificidad (Weller-Alm et al., 2000). Pruebas 

basadas en los ácidos nucleicos de secuencias específicas dentro de las regiones ITS entre los 

genes de DNAr se han utilizado para hibridar específicamente con P. cinnamomi (Bailey et al., 

2002). Por otro lado, se han diseñado iniciadores específicos del DNAr de la región ITS para 

amplificar el DNA de especies de Phytophthora (Drenth and Irwin, 2001; Lévesque et al., 1998), 

esto ante la necesidad de determinar de manera rápida la especie implicada a estudiar. Además 

los iniciadores ITS3 e ITS4 han sido ampliamente utilizados para amplificar las regiones 

espaciadoras ITS de varias especies de hongos y oomycetos, debido a que son regiones altamente 

conservadas con regiones variables, haciendo que sean candidatos ideales para estudios de 

evolución molecular (Lee and Taylor, 1992). En resumen, las regiones ITS evolucionan 

rápidamente y pueden variar entre especies dentro de un género o entre poblaciones (Gardes et 

al., 1991), por esta razón para este estudio fue gran utilidad la amplificación de dichas regiones, 

pues permitió determinar rápida y verazmente la presencia/ausencia del agente causal de la 

tristeza del aguacatero en raíces de aguacate con síntomas de tristeza en la región de Uruapan, 

Michoacán. 

Secuenciación de la región ITS 

   El porcentaje de identidad de las secuencias de los cinco aislados de raíces de aguacate, fue de 

99% para las primeras 10 secuencias homólogas de Phytophthora cinnamomi comparadas en el 

GenBank del NCBI, lo cual indicó que las secuencias analizadas en este estudio, coinciden en un 

mayor porcentaje de similitud con aislados de Taiwán (No. Accesión: GU111595.1; 

GU111591.1; GU111594.1), confirmando que se trata de la especie P. cinnamomi. Con el 

objetivo de tener mayor información, las secuencias objetivo fueron sometidas en la base de datos 

Phytophthora database, mostrando un porcentaje de similitud del 100% comparadas con 20 

aislados de Phytophthora cinnamomi. Los números de accesión PD01208 y PD00777, aislados 
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provenientes de E.U.A. y Australia respectivamente, indicaron que el porcentaje de similitud de 

identidad de la especie P. cinnamomi era homólogo a las secuencias objetivo. 

   El análisis filogenético mostró estrecha similitud entre las secuencias R14-ITS3, y R18-ITS3 

que se agrupan en un mismo subclado (Figura 3), y que a su vez, forma un clado más grande en 

donde se agrupan los miembros de Phytophthora cinnamomi, los cuales se encuentran sometidos 

en el NCBI del GenBank. Estos resultados refuerzan la formación de un subclado similar entre 

las secuencias objetivo y P. cinnamomi, aunque cabe señalar, con la formación de un diferente 

subclado para las secuencias R5-ITS3, R16-ITS3 y R23-ITS3, que finalmente se agrupan en una 

misma rama del árbol filogenético evidenciando su similitud. Por otro lado, se observa que 

Fusarium oxysporum se ubicó en un clado externo de la raíz del árbol, lo cual indicó que no tenía 

ninguna similitud evolutiva entre las secuencias objetivo que fueron comparadas. 
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ANEXOS 

Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores empleados para la amplificación de la región ITS. 

Iniciadores Secuencia de los iniciadores 

ITS 3 5’-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3’ 

ITS 4 5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ 

 

 

 

Figura 1. Electroforesis del aislamiento del DNA de cinco muestras de micelio de 

Phytophthora cinnamomi. El DNA fue separado en agarosa al 1% en buffer TBE 1X. 

Líneas: M) marcador fago ʎ en concentración 100 ng/µL; 1) Muestra R5; 2) Muestra R14; 

3) Muestra R16; 4) Muestra R18; 5) Muestra R23. 
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Figura 2. Productos de amplificación de la PCR con los iniciadores ITS3/ITS4. Líneas: M) 

Marcador molecular 100 pb; 1) Muestra de raíces de aguacate R5; 2) R14; 3) R16; 4) R18; 

5) R23. 
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Figura 3. Árbol filogenético construido por el método Neighbor-Joining de las secuencias 

del gen ITS DNAr de las amplificaciones de P. cinnamomi para las cinco muestras de 

aguacate en comparación de alineamiento con diferentes aislados de P. cinnamomi de la 

base de datos del GenBank. La secuencia de Fusarium oxysporum se utilizó como grupo 

externo. El árbol está dibujado a escala con la longitud de las ramas en las mismas unidades 

que los de las distancias evolutivas para inferir el árbol filogenético. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

   El Manejo Integral Parcial del aguacate redujo la severidad de la tristeza del aguacatero en las 

raíces de los árboles tratados, lo cual permitió la formación de brotes más elongados y un mayor 

amarre de frutos en los árboles donde se aplicó el Manejo Integral Parcial del aguacate que en los 

árboles sin Manejo Integral Parcial. Sin embargo, no se observó recuperación del área foliar en 

ninguno de los dos tratamientos debido quizás al corto tiempo (ocho meses) en que se estableció 

el experimento. 

   Se verificó molecularmente la identidad de Phytophthora cinnamomi Rands, asociado a la 

pudrición de raíces alimenticias de aguacate en el municipio de Uruapan. 
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