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PRESENTACION

Han transcurrido 35 afios desde que se organizo por vez primera el evento Avances de Investigacion
en 1990 en el Instituto de Fitosanidad (actual Posgrado en Fitosanidad) del Campus Montecillo, del Colegio
de Postgraduados (CP). Sin duda, la organizacion de este tradicional evento ha sido gracias al entusiasmo y
cooperacion de nuestra comunidad académica, administrativa y de apoyo del Posgrado que apuestan por su
continuidad al valorar que representa una oportunidad, no solo para que las y los estudiantes muestren los
avances en sus proyectos, fortalezcan capacidades, y se expongan a la critica constructiva, sino también para

que la comunidad se reina en una verdadera celebracion académica.

Un hecho importante a destacar este afio es la participacion de la Asociacion de Estudiantes 2025, y
de un miembro de nuestra comunidad en categoria de postdoctorado Catedra COMECYT; participacion
promovida y apoyada por las Coordinaciones de los Programas en Fitopatologia, y de Entomologia y
Acarologia, presididas por Gustavo Mora Aguilera y J. Refugio Lomeli Flores, respectivamente. Asi mismo,
lo es la participacion de un grupo entusiasta de estudiantes del Programa de Fitopatologia quienes presentan
los resultados de un ejercicio de Autorreflexion de su desempefio académico, a partir de su desarrollo en el
posgrado y de experiencias en ediciones previas de Avances de Investigacion, para detectar oportunidades

de mejora, y fortalecer capacidades y habilidades en el posgrado.

En este evento se presentan 46 PONENCIAS que corresponden a avances de proyectos de
investigacion de las y los estudiantes de Maestria y Doctorado en Ciencias del Posgrado en Fitosanidad, y
cuatro conferencias: dos magistrales ofrecidas por invitados externos, una en el marco de experiencias de
investigacion de Catedra COMECYT-CP, y la de una estudiante del posgrado quien presenta resultados de

la autorreflexion.

Los Avances de Investigacion de estudiantes corresponden a proyectos adscritos a cualquiera de las
dos Lineas de Generacion y/o Aplicacion del Conocimiento (LGAC) del Posgrado en Fitosanidad:
Diagnostico, ecologia y manejo integrado de plagas o Biotecnologia, Inocuidad y Bioseguridad,

registradas ante la Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI).

En este evento, el Programa en Fitopatologia participa con 23 ponencias organizadas en las secciones
de: Control biologico (ocho ponencias), Hortalizas (tres ponencias), Frutillas (cuatro ponencias), Frutales
(tres ponencias), Cultivos basicos (dos ponencias), Cultivos industriales (dos ponencias), y Taxonomia (una
ponencia). El conjunto de los trabajos del Programa en Fitopatologia refleja una vertiente de investigacion
solida, pertinente y actual en fitopatologia, centrada no solo en el diagndstico de hongos, principal grupo de
fitopatogenos, como Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Phytophthora y Rhizoctonia, sino también en

la busqueda de soluciones sostenibles (i.e., variedades resistentes) frente a patdogenos que afectan a cultivos
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estratégicos en México como chile, frijol y jitomate. Entre los trabajos destaca una preocupacion por la
reduccion del uso de agroquimicos, la promocidn del control biologico (i.e, en maiz, trigo, frutillas y agave),
y el uso de herramientas moleculares, como secuenciacion masiva, PCR, marcadores SSR, ITS y de genes
constitutivos, para mejorar la eficacia y eficiencia del diagnostico, comprension mecanistica del parasitismo,

y la seleccion de materiales resistentes.

Nos congratula la alta participacion de estudiantes mujeres (56 %) respecto a los hombres (44 %)
como ponentes, situacion que refleja el modelo de inclusion de nuestro Programa, y del CP en general, en
concordancia con las politicas publicas SECIHTI de igualdad de oportunidades para beneficio de la ciencia

mexicana.

La edicion 2025 de Avances de Investigacion refrenda el compromiso de nuestros Programas de

Posgrado por la formacion de excelencia de recursos humanos que el agro demanda.

Ana Maria Herniandez Anguiano

Coordinadora de Avances de Investigacion por Fitopatologia
Gustavo Mora Aguilera

Coordinador del Programa en Fitopatologia
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CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA GENETICA DEL HABA
(Vicia faba L.) A LA MANCHA CHOCOLATE

Zaira Jazmin Martinez-Salgado'”, José Sergio Sandoval Islas!, Hilda Victoria Silva-Rojas?, Cristian Nava Diaz',
Serafin Cruz Izquierdo® Remigio Anastacio Guzman-Plazola!

"Posgrado en Fitosanidad, Colegio de Postgraduados, Carretera México-Texcoco km 36.5, Montecillo, 56230
Texcoco, Estado de México, México. 2Postgrado en Produccion de Semillas, Colegio de Postgraduados, Carretera
México-Texcoco km 36.5, Montecillo, 56230 Texcoco, Estado de México, México. *Posgrado en Recursos
Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Carretera México-Texcoco km 36.5, Montecillo,
56230 Texcoco, Estado de México, México.

* Autor para correspondencia: martinez.saira@colpos.mx

INTRODUCCION

La producciéon mundial de haba, al igual que otros cultivos de interés alimentario, es
limitada por factores bioticos principalmente por enfermedades foliares causadas por hongos, entre
los que destacan Botrytis spp., Ascochyta fabae y Uromyces viciae-fabae (Ijaz et al., 2020). A nivel
mundial la mancha chocolate (MC) esta categorizada como la enfermedad mas limitante en el
cultivo. A la fecha se han reportado diferentes especies del género Botrytis como los agentes
causales de esta enfermedad; B. fabae, B. cinerea, B. fabiopsis, B. eucalypti y B. pseudocinerea
(Bankina et al., 2021; Ran et al., 2024). Sin embargo, B. fabae es considerada como la especie mas
agresiva y la responsable de las pérdidas en el rendimiento del cultivo. El manejo de la enfermedad
se lleva a cabo por medio de la aplicacion de fungicidas, practicas culturales y siembra de
materiales resistentes (El-Sayed ef al., 2011). No obstante, el uso de fungicidas representa un costo
extra para los agricultores y para el ambiente, mientras que el uso de cultivares resistentes
representa una opcion eficiente para el control de la enfermedad, sin incrementar los costos de
produccion (Bouhassan et al., 2004). El estudio de genotipos de haba resistentes a B. fabae se ha
centrado en paises como Espafa, Australia, Egipto, Ecuador, Etiopia y otros, resultando diferentes
niveles de resistencia a los aislados evaluados. Sin embargo, en México no se ha precisado la
etiologia de la enfermedad ni se ha realizado un estudio sobre la diversidad patogénica de los
aislados de Botrytis asociados a la MC, lo cual es crucial para la evaluacion del nivel de resistencia
que existe en cultivares de los Valles Altos de México, zona importante en la produccion y el
consumo de haba. Por lo anterior, esta investigacion tiene el objetivo de estudiar el comportamiento

de diferentes genotipos de haba al agente causal de la MC. Sin embargo, para lograr los objetivos
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de la investigacion esta fase del trabajo se enfocod en identificar y caracterizar morfoldgica y

genéticamente a las especies causales de la MC en México.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y aislamiento del patégeno. Se recolectaron plantas con sintomas de la MC en
zonas productoras del Estado de Puebla, Tlaxcala y México, en los dos ciclos de cultivo verano e
invierno del 2023 y 2024. Las muestras de hojas, flores y vainas se cortaron en pequefos trozos de
5-10 mm, se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5% durante 1 min, se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril y se envolvieron en toallas de papel estériles. Posteriormente, se
colocaron en cajas de plastico de 90 x 15 mm (SYM Laboratorios, México) con medio Papa
Dextrosa Agar (PDA, Millipore®). Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (22-25 °C)
durante 3-5 dias, hasta la observacion de masas tipicas de micelio de Botrytis. Para cada aislado se
obtuvieron cultivos monoconidales. Caracterizacion morfologica. La tasa de crecimiento radial,
el nimero de esclerocios y la concentracion de conidios por mL de los aislados, se determinaron
en cuatro medios de cultivo: PDA, PDA adicionado con nitrato de sodio (NS) 2%, jugo de 8
verduras agar (V8), y V8 + NS 2%. Se coloco una seccién de micelio (5 mm de didmetro) en el
centro de una caja de plastico de 60 x 15 mm, con cuatro repeticiones para cada medio de cultivo.
Todos los medios de cultivo inoculados se incubaron en dos diferentes condiciones; a) luz cercana
a la ultravioleta (12 h luz/ 12 h oscuridad y b) 24 h oscuridad, para ambas condiciones la
temperatura fue de 20 °C. Las evaluaciones se realizaron hasta que las colonias cubrieron la
superficie de las cajas. A partir de la aparicion de los conididforos y conidios en las colonias
sembradas en PDA, se prepararon montajes semipermanentes para cada uno de los aislados. Las
estructuras se observaron y capturaron en un microscopio optico (Olympus BX51M) con grabacion
de imagenes (software DP de Olympus). Las capturas de los conidios se realizaron a 40x, mientras
que para los conididéforos fueron hechas en el estereoscopio. Las medidas de los conidios y
conidiéforos se hicieron a través del programa Image].

Extraccion de ADN y secuenciacion. Once aislados se sembraron en PDA por ocho dias,
el micelio se recogid y se coloc6 dentro de un tubo de plastico de 2 mL. Cada muestra se procesé
mediante el protocolo de bromuro de cetil trimetilamonio al 2% (Doyle y Doyle, 1990).
Posteriormente cada muestra se cuantifico y diluydo para su posterior amplificacion. Se
amplificaron cuatro regiones; la region del espacio transcrito interno (ITS), con el par de primers

ITS5 e ITS4 (White et al., 1990) y los genes hsp60, rpb2 y g3pdh. Una vez obtenidos los
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amplicones, se enviaron a secuenciar a Macrogen, Estados Unidos. Para el andlisis filogenético, se
crearon las secuencias consenso para las cuatro regiones de los 11 aislados de Botrytis mediante el
programa BioEdit version 5.0.9; tomando 40 secuencias de nucleétidos que son usadas para la
diferenciacion de especies del género. A través de Mega version 7.0, se realizaron los alineamientos
y las secuencias se concatenaron en Mesquite version 3.81. Los procedimientos de maxima
verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (BI) se implementaron utilizando el software raxmlGUI
y MrBayes version 3.2.7a, respectivamente. Pruebas de patogenicidad. Los aislados utilizados
para las pruebas de patogenicidad fueron CP 21.1, CP 21.2 CP 21.3, CP 21.4, CP 21.5, CP 21.6,
CP 21. 10, CP 21.11, CP 21.14. El in6culo se incrementd en cajas Petri con medio de cultivo V8.
Las cajas inoculadas con 11 aislados de Botrytis se incubaron a 20 & 2 °C con exposicion a luz UV-
A durante 15 dias. Plantas de haba de cuatro semanas de edad del genotipo ‘16 ICAMEX’ fueron
inoculadas, por aspersion, con una concentracion de 2 x 10° conidios mL™! en agua destilada con
0,05% v/v de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Para cada aislado se utilizaron cuatro
plantas, las plantas control fueron asperjadas con agua destilada estéril, todas las plantas fueron
cubiertas con bolsas de plastico transparente, para alcanzar humedad relativa >90% y se incubaron
en una camara de ambiente controlado a 20 + 2 °C con fotoperiodo de 12 h luz/ 12h oscuridad. La
variable evaluada fue la severidad de la hoja, mediante la escala utilizada por Hanounik y
Robertson (1988), donde 1 = sin sintomas o sintomas ligeros cubriendo 1% de la superficie foliar;
2 = algunas manchas pequefias cubriendo 1-2% de la superficie foliar; 3 = lesiones tipicas
cubriendo 2-5%, y baja esporulacién; 4 = manchas coalescentes con esporulacion intermedia, 5-
10% de la superficie foliar con dafio; y 5 = lesiones extensas con mas de 10% de cobertura,

defoliacion severa, esporulacion abundante y muerte de la planta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante las colectas de plantas sintomaticas a ‘la mancha chocolate’ del haba en zonas
productoras del estado de México, Puebla y Tlaxcala se logro obtener 18 aislados de Botrytis spp.,
en el ciclo invierno 2023 y verano 2024. Los 18 aislados fueron agrupados en dos morfotipos,
seglin su desarrollo en medio PDA: 1) colonias con abundante producciéon de esclerocios planos,

adheridos al medio de cultivo y 2) colonias con abundate esporulacion y micelio aéreo, sin
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produccion de esclerocios. Para lograr el desarrollo de conidios para los ensayos de patogenicidad,
se probaron diferentes condiciones de cultivo, resultando como condiciones Optimas para la
esporulacion del morfotipo 1; la exposicion a luz UV-A o luz UV-C, cultivo en V8 y temperatura
de incubacion de 20 +2 °C. Estas caracteristicas de crecimiento nos dan indicios de que podria
tratarse de Botrytis fabae, ya que desde su primera descripcion morfoldgica se hace hincapié en su
baja produccion de conidios y alta produccion de esclerocios, ademas Lee ef al. (2020) mencionan
la misma dificultad en sus ensayos de patologia con esta especie, donde finalmente inducen la
esporulacion al adicionar hojas de haba al medio de cultivo. A través de la microscopia Optica se
determind que los conidios de los aislados del morfotipo 2 son de menor tamafio (10 x 9 pm),
mientras que los del morfotipo 1 son mas grandes y de formas variables (16 x 11 um). El anélisis
multilocus (rpb2, g3pdh, hsp60 e ITS) consistié de 51 secuencias, donde se utilizé a Sclerotinia
sclerotiorum como especie fuera de grupo. Los aislados del morfotipo 1 (CP 21.1, CP 21.1, CP
21.3,CP 214, CP 21.5, CP 21.11, CP 21.13) se agruparon con la especie B. fabae, mientras que
los del morfotipo 2 (CP 21.6, CP 21.8, CP 21.9, CP 21.14) se agrupan entre si, cerca del grupo de
B. cinerea, con esta informacion podemos asegurar que se trata de dos especies asociadas a la MC
en las zonas productoras muestreadas. En los ensayos de patogenicidad se obtuvieron respuestas
diferenciadas entre los dos morfotipos, mientras que los del morfotipo 1, indujeron lesiones
necroéticas caracteristicas de la MC en las escalas 4 y 5, los del morfotipo 2 indujeron pequefias
lesiones, clasificaindose en la escala 1. Esto coincide con reportes en otros paises productores como
China y Etiopia, donde B. fabae destaca como la especie mas agresiva (Bankina et al., 2021). Por
lo que las evaluaciones de resistencia genética se realizan con esta especie (Villegas-Fernandez et
al., 2011). La informacion obtenida sobre las especies asociadas a la MC, su variabilidad
patogénica y las condiciones Optimas de cultivo, permitira llevar a cabo la evaluacion de los niveles
de resistencia genética presente en una coleccion de 56 materiales de haba (proporcionados por el

ICAMEX), que previamente han sido genotipados por Pérez-Carcamo et al. (2024).
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GENETICA DE LA RESISTENCIA A ROYA DE LA HOJA DE TRIGO
(Puccinia triticina) EN CRUZAS INTERESPECIFICAS CON LA
VARIEDAD CIRNO C2008

Erika Evelin Ramirez-Ramirez'”, Julio Huerta-Espino 2, José Sergio Sandoval-Islas', Héctor Eduardo Villasefor-
Mir?, Olga Gomez-Rodriguez' y Remigio Anastasio Guzman-Plazola '.

"Postgrado de Fitosanidad, Colegio de Postgraduados. Carretera México-Texcoco, Km. 36.5, Montecillo, Estado de
México. CP 56230. Texcoco, Estado de México.’Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias, Campo Experimental Valle de México, Carretera Los Reyes-Texcoco Km 13.5 Coatlinchan, Texcoco,
Estado de México, CP 56250.

* Autor para correspondencia: ramirez.erika@colpos.mx

INTRODUCCION

La roya de la hoja del trigo, causada por Puccinia triticina, es una de las enfermedades mas
comunes y destructivas del trigo a nivel mundial, con pérdidas de hasta un 50 % en variedades
susceptibles (Yadav et al., 2025). En México, representa una amenaza critica, particularmente en
el Noroeste del pais, donde el trigo duro ha reemplazado al panificable debido a su mayor valor
comercial y tolerancia al carbon parcial (Huerta ef al., 2024). Variedades como Altar C84 y Cirno
C2008 fueron ampliamente cultivadas, pero han mostrado vulnerabilidad frente a nuevas razas del
patogeno. En 2001, 1a raza BBG/BN supero6 el gen Lr72, causando graves pérdidas. Recientemente,
la raza BBG/BPCJ venci6 el gen LrCam, presente en Cirno C2008, lo que evidencia la rapida
adaptacion del patégeno (Huerta et al., 2024). Esta evolucion constante del hongo enmarca la
urgencia de incrementar la diversidad genética en el mejoramiento del trigo (Huerta ef al., 2024).
La dependencia de pocos genes de resistencia favorece la adaptacion del patdogeno y reduce la
durabilidad de la resistencia (Singh ef al., 2004). En este contexto, la combinacion de multiples
genes mediante la piramidacion y la evaluacion constante de la resistencia en diferentes fases de
crecimiento se vuelve crucial. Asi, la presente investigacion busca identificar nuevas fuentes de
resistencia a la roya en parientes silvestres del trigo (7. diccocoides y T. boeoticum). Por tanto, el
objetivo de la presente investigacion fue: Evaluar la resistencia a roya de la hoja en fase de plantula
en cinco cruzas derivadas de 7. boeoticum y T. dicoccoides con el fin de identificar lineas con

potencial como fuentes genéticas para el mejoramiento del trigo.
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MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron plantulas de cruzas entre Cirno C2008 y cinco lineas resistentes silvestres
(T. boeoticum 'y T. dicoccoides), usando Cirno C2008 como hembra. Las cruzas se realizaron en el
ciclo OI 2022/2023.Las cruzas utilizadas en el estudio fueron: 1) CIRNO C2008*3/T.Boeoticum
(65),2) CIRNO C2008*3/ T. Boeoticum (3), 3) CIRNO C2008*3/ T. dicoccoides (L52), 4) CIRNO
C2008*3/ T. dicoccoides (L53) y 5) CIRNO C2008*3/ T. dicoccoides (L54).

Obtencion de Familias F3: Se obtuvieron plantas F1 de las cruzas, que se sembraron
individualmente en PV-2023. De cada F1 se sembraron 50 plantas para formar poblaciones F2 de
hasta 160 plantas en OI 2023-2024. Al cosechar, se ajustaron entre 100 y 160 plantas para generar

las familias F3 por cruza.

Evaluacion de plantula de invernadero de las Familia Fis. A finales de 2024 y
principios de 2025, se sembraron 120 a 160 familias F3 en charolas con Peat moss en los
invernaderos del LANARET-INIFAP. Se plantaron 25 semillas por familia junto con sus
progenitores. Las plantas fueron inoculadas con la raza BBG/BPCJ, cuya féormula es: Avirulencia
(genes de resistencia efectivos): Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, Lri13, Lri4a, Lri5,
Lri6, Lri7, Lri8, Lri9, Lr2l, Lr24, Lr25, Lr26, Lr28, Lr29, Lr30, Lr32, Lr35, Lr36, Lr6l.
Virulencia (genes de resistencia vencidos): Lr10, Lril, Lri2, Lri4b, Lr20, Lr23, Lr27, Lr31, Lr33,
Lr72, LrCam (Huerta et al., 2024). La inoculacion se realizd asperjando urediniosporas en aceite
mineral, seguida de secado y una incubacioén en camara de rocio a 20-24 °C con 100% humedad
durante 16 horas. Luego, las plantulas se trasladaron al invernadero, manteniendo la temperatura

entre 20-24 °C y se fertilizaron con formula triple 17 (N-P-K)

Toma de datos: La infeccion se evalud entre 10 y 12 dias post-inoculacion usando la
escala 0-4 de Roelfs et al. (1992), clasificando 3 y 4 como susceptibles y 0 a 2 como resistentes.

Se registraron familias resistentes, susceptibles y segregantes por cruza.

Analisis estadistico: Las frecuencias observadas se compararon con las esperadas
mediante la prueba de chi-cuadrada (y?). La significancia y el valor critico se determinaron para las
proporciones en la generacion F3 de cada cruza. El valor tabulado de y?* se calculé con n-1 grados

de libertad, donde n es el numero de categorias (Infante-Gil y Zarate de Lara, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION
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Se evaluaron cinco cruzas entre la variedad susceptible Cirno C2008 y lineas resistentes
de especies silvestres, obteniendo entre 119 y 155 familias F3 por cruza. La resistencia a roya de
la hoja se clasifico en tres categorias: resistentes, segregantes y susceptibles. Se compararon las
proporciones observadas con la relacion mendeliana 1:2:1. Una cruza especifica (CIRNO
C2008*3/T.Boeoticum 65) mostrd desviacion significativa de esta proporcion y se ajustd mejor a
una relacion 13:3.

Cuadro 1. Numero de familias F3 de una cruza evaluada frente a la raza BBG/BPCJ de la roya de
la hoja donde se ajustd una proporcion fenotipica 13:3.

No. de familias observadas

Cruza Total, de R S proporcion X2 Prob
familia fenotipica
CIRNO C 2008*3/T.Boeoticum (65) 155 120 35 13:3 1.492  3.841

Donde: R=Resistente, S=susceptible y Prob= Probabilidad

Cuadro 2. Numero de familias F3 de las cuatro cruzas evaluadas frente a la raza BBG/BPCJ de la
roya de la hoja donde se ajusto la proporcion fenotipica 1:2:1.

No. de familias observadas

Cruza Total, de R S Seg proporcion X2 Prob
familia fenotipica

CIRNO C 2008*3/ T. Boeoticum(3) 128 37 33 58 1:2:1 1.375  5.991
CIRNO C 2008*3/ T. dicoccoides 120 27 30 63 1:2:1 0.5 5.991
(L52)
CIRNO C 2008*3/ T. dicoccoides 120 40 23 57 1:2:1 5.1167 5991
(L53)
CIRNO C 2008*3/ T. dicoccoides 120 27 35 57 1:2:1 1.2857 5.991
(L54)

Donde: R=Resistente, S=susceptible, Seg=Segregantes y Prob= Probabilidad

En la progenie de la cruza CIRNO C2008*3/T.Boeoticum (65), la segregacion fenotipica
de resistencia a roya de la hoja se ajusto a una proporcion 13:3 (Cuadro 1), lo que indica la accion
de un gen dominante y uno recesivo. Esto sugiere una interaccion génica en la resistencia conferida
por T. boeoticum (65). Delgado et al. (2016) reportaron un patron similar en la linea Elinia 48 de
trigo invernal. Sin embargo, este tipo de interaccién no habia sido documentado previamente en
especies silvestres. En el caso de 7. boeoticum, este hallazgo representa una novedad y sugiere la
existencia de un mecanismo de resistencia distinto al de cultivares mejorados ya que en estos

predominan modelos genéticos mas simples, como dominancia completa o parcial.
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En cuatro cruzas con 7. boeoticum y T. dicoccoides, la resistencia a roya mostré una
segregacion 1:2:1 (Cuadro 2), indicando herencia mendeliana determinada por un solo gen
dominante. Estudios previos, como el de Herrera-Foessel et al. (2007), también encontraron esta
proporcion en poblaciones F2 y F2:3 de trigo duro. Estos resultados confirman un patrén de herencia
monogénica dominante. Ademads, coinciden con la identificacion de genes especificos de
resistencia como Lr3. Esto respalda la consistencia del modelo genético en diferentes materiales.
Estudios recientes destacan a Triticum boeoticum y T. urartu como fuentes valiosas de genes de
resistencia. Hovhannisyan et al. (2011) evaluaron 39 accesiones diploides con genoma A para
resistencia a oidio y roya de la hoja en trigo. Las accesiones mas resistentes fueron 7. boeoticum.
Se identificaron genes como Lr25, Lr28 y Lr47, que confieren resistencia efectiva. Esto resalta el

valor del germoplasma silvestre para mejorar las variedades cultivadas.

Este estudio resalta la importancia de especies silvestres como Triticum boeoticum y T.
dicoccoides para transmitir genes de resistencia a roya de la hoja. En cuatro de cinco cruzas, la
segregacion fenotipica sigui6 una proporcion 1:2:1, indicando herencia monogénica dominante. En
la cruza CIRNO C2008*3/T. boeoticum (65), la proporcion 13:3 sugiere interaccion entre un gen
dominante y uno recesivo. Estos resultados confirman el valor del germoplasma silvestre para

mejorar la resistencia en trigo.
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INTRODUCCION
El maiz (Zea mays L.) es un cereal fundamental en la dieta mexicana y como alimento para
animales de granja. Sin embargo, la calidad del grano de este cultivo se ve comprometida por el
desarrollo y crecimiento de especies de hongos de Aspergillus, Fusarium y Penicillium,
productores de micotoxinas que afectan la salud humana y animal (Munkvold et al., 2018). Entre
estas, destaca la aflatoxina B1 (AFB1) y la fumonisina B1 (FB1) producidas por especies de
Aspergillus seccion Flavi 'y Fusarium verticillioides, por su potencial cancerigeno y

hepatocarcinogeno (IARC, 2002; Munkvold et al., 2018; Torres et al., 2015).

En el estado de Veracruz se han reportado altos niveles de aflatoxinas (AF) en
consumidores, y su presencia en productos derivados del maiz se ha relacionado con importantes
enfermedades de salud publica (Ponce-Garcia ef al., 2021). La regulacion en el pais establece
limites méximos de AF totales en cereales de 20 pg/kg para consumo humano, y de 100-300 pg/kg
para consumo animal (NOM-188-SSA1-2002). Una de las tecnologias que ha dado resultados
exitosos en su mitigacion es el control bioldgico basado en el uso de cepas no aflatoxigénicas de
Aspergillus flavus. Sin embargo, para mayor efectividad es importante que la cepa de 4. flavus sea

nativa de la zona donde se aplicard (Moral et al., 2020).

El objetivo general de este estudio es determinar la diversidad genética de especies de
Aspergillus seccion Flavi, en grano de maiz criollo producido en Campeche y Veracruz, México,
y seleccionar las cepas no aflatoxigénicas de A. flavus con mayor potencial de biocontrol en la

region. En este evento se reportan avances de investigacion relacionados con el objetivo especifico
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“Determinacion del microbioma fungico asociado al grano y su relacion con la prevalencia de A.

flavus™.

MATERIALES Y METODO

Se analizaron 132 muestras de grano de maiz de los ciclos PV 2023 y 2024, procedentes de
Campeche (Calakmul, Candelaria, Dzibalche, Hecelchakan y Hopelchen) y Veracruz (regiones
norte, centro y sur), por la prueba de papel secante y congelacion, en el Laboratorio de Micotoxinas,
del CIMMYT. Estas muestras fueron colectadas por productores y técnicos participantes en la
Estrategia de Acompanamiento Técnico (EAT) del Programa Produccion para el Bienestar, y
analizadas de acuerdo con Warham et al. (1997). Con excepcion de 40 muestras de la region centro,
de cada muestra se tomaron 50 granos para desinfeccion superficial en 1.5% de hipoclorito de sodio
(Cloralex®) y 25% alcohol etilico (AZ®) en proporcion 1:3. Los granos de las muestras de la
region centro no se desinfestaron. Por muestra, los granos se colocaron en una caja de plastico con
sanitas humedecidas distribuidos en cinco hileras y 10 columnas. La caja se selld y se mantuvo a
21 °C por 48 h, con ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad, después a -20 °C (congelador Torrey®,
CS-20, México) por 24 h, y nuevamente a temperatura ambiente por 11 dias con 12 hluzy 12 h
oscuridad. Para la identificacion de los hongos se registraron las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de las colonias y se compararon con las reportadas por Warham et al (1997) y
Barnett y Hunter (1998). Los resultados se registraron en un formato y la prevalencia se calcul6

con el nimero de granos infectados/infestados con respecto al total (50 granos). Ver ejemplo.
Prevalencia de Aspergillus (%) = (# de granos con Aspergillus / 50 granos) X 100

Las colonias identificadas con caracteristicas de Aspergillus seccion Flavi (Klich, 2002), se
aislaron y purificaron en medio CZapek Dox agar (CZA) (Sigma Aldrich®), y los aislamientos
debidamente identificados se conservaron por duplicado en tubos eppendorf (2 mL) con solucion
de glicerol al 30 % [30 mL de glicerol (p/v) (J.T.Baker®), 0.05 g agar (Bioxon™) y 0.05 g de
Tween® 80, por 100 mL de agua estilada] (Mata y Salmones, 2021) para su almacenamiento a -80

°C (ultracongelador vertical, Revco Scientific™, Ultra-V12) y estudios posteriores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En grano de Campeche se registraron ocho géneros de hongos con morfologia compatible con
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Penicillium y
Papulaspora. De estos, el género Fusarium registrd el mayor porcentaje promedio de prevalencia

(53%) seguido de Aspergillus seccion Flavi (9%) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje promedio de prevalencia de hongos infectando el grano de maiz criollo e

hibrido, ciclo primavera-verano 2023, producido en Campeche.

% de prevalencia

Municipio/ Aspergillus Otros

(# de muestras)  yyop4riq seccion Cladosporium  Fusarium  Penicillium generf)s/
Flavi especies
<8%

Calakmul (2%) 2 (189) 22 (1) 0 49 9 0

Acr
Candelaria (10) 3(8) 33 4(4) 48 (10) 7(7) Ep

Pa
Dzibalche (4) 0 33 8 () 58 (4) 2(3) 0
Hecelchakan (8) 4(2) 12 (8) 10 (2) 47 (8) 12 (5) ‘g;l
Hopelchén (6) 2(2) 7(2) 6(2) 64 (6) 4(6) 0
Promedio 2 9 6 53 7

YNtmero de muestras de grano por municipio. Numero de muestras con presencia del hongo por
municipio. (0) = Género no detectado. Acr: Acremonium, An: Aspergillus niger, Ep: Epicoccum y Pa:
Papulaspora.

En grano de Veracruz se registraron e identificaron 15 géneros de hongos con morfologia
de: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Chaetomium, Curvularia, Diplodia,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Papulaspora, Rhizopus, Torula y Trichoderma.
De estos, Fusarium fue el género que también registr6 el mayor porcentaje promedio de

prevalencia (61%), seguido de Penicillium (39%) y Acremonium (10%).

Aunque las especies de Aspergillus seccion Flavi se registraron en todas las regiones del estado,
su prevalencia fue similar a la registrada en Campeche (8% en promedio) (Cuadro 2). En total se
identificaron y conservaron 161 aislamientos, 75 procedentes de grano de Campeche y 86 de grano
de Veracruz, con caracteristicas morfoldgicas tipicas de especies de Aspergillus seccion Flavi;
colonias verde-amarillo-verde olivo, cabezas conidiales radiadas con estipite, vesicula y conidios

en cadena (Klich, 2002).
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Cuadro 2. Porcentaje promedio de prevalencia de hongos infectando/infestando el grano de maiz

criollo e hibrido, ciclos primavera-verano 2023 y 2024, producido en Veracruz.

% de prevalencia

Region . Aspergillus Otros
Acremonium . s . - . .
strictum Alternaria seccion  Fusarium Penicillium géneros/especies
Flavi <12%
Norte ** 0 4 3 75 12 An, Cly Ep
Centro* 0 0 14 99 96 Dm, Tr
££ AC, Cl, Ch, Cu,
Sur 30 8 7 8 8 Ep, Ni, Rh, To,
Tr
Promedio 10 4 8 61 39

£2023;%2024. (0) = Género no detectado. En R18 y R16: grano infectado; en R17: grano infestando. Ac:
Aspergillus clavatus, An: Aspergillus niger, Cl: Cladosporium, Ch: Chaetomium, Cu: Curvularia, Dm:
Diplodia maydis Ep: Epicoccum, Ni: Nigrospora, Rh: Rhizopus, To: Torula y Tr: Trichoderma.

En este estudio se detectaron a hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium
en grano de maiz criollo e hibrido, de los ciclos primavera-verano 2023 y 2024, producido en
regiones de Campeche y Veracruz. Aunque la prevalencia promedio de Aspergillus seccion Flavi,
en ambos estados fue baja (8%) en relacion con la de Fusarium (57%), la deteccion de ambos
géneros es motivo de preocupacion debido a que estos registran especies productoras de
micotoxinas, como la AFB1 y la FB1 las cuales pueden afectar gravemente la salud de las personas
y animales cuando consuman alimentos preparados con granos contaminados (Munkvold et al.,
2018).
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INTRODUCCION

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es un cultivo de alto valor econdmico y creciente
importancia en México debido a su adaptabilidad y potencial exportador (Moreno-Pinel ef al.,
2021). Sin embargo, practicas agricolas intensivas han favorecido la aparicion del Sindrome de
Declinamiento del Esparrago (SDE), asociado a Fusarium spp., que causa marchitez, pérdida de
vigor y reduccion del rendimiento (Elmer, 2018; Gonzalez-Cruces et al., 2023). Factores como el
exceso de humedad, suelos compactados y la baja actividad microbiana agravan su incidencia
(Bonanomi et al., 2018). Ademas, la escasa diversidad genética del cultivo puede aumentar su
vulnerabilidad frente a este complejo edafico. Ante la limitada eficacia del control quimico (Bell
et al., 1982), esta investigacion propone el uso de percepcion remota, SIG e indices espectrales
para detectar y modelar zonas de riesgo (Mabhlein ef al., 2012; Calderon et al., 2013; Maxwell et
al., 2018). Se compararan plataformas como SPOT, WorldView y drones (Aasen et al., 2018;
Jensen, 1996), en dos regiones contrastantes: Atenco e Irapuato, considerando variaciones edaficas,
microbiologicas y climaticas. Esta aproximacion busca mejorar la deteccion temprana y orientar
estrategias de manejo integrado mas eficientes y sostenibles (Rubio-Rios ez al., 2019). Asimismo,
se espera generar un modelo replicable que permita su aplicacion en otras regiones productoras,
contribuyendo a la toma de decisiones agrondomicas con base en evidencia espacial y

microbiologica, y fomentando practicas agricolas resilientes al estrés bidtico.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio. El estudio se desarrolla en parcelas comerciales de esparrago ubicadas en
Atenco (Estado de México) e Irapuato (Guanajuato), seleccionadas por sus contrastes

fitopatologicos, lo que permite analizar el comportamiento del SDE en distintos contextos
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edafoclimaticos (Rubio-Rios et al., 2019). Atenco tiene suelos aluviales y clima templado
subhtimedo, mientras que Irapuato presenta suelos volcanicos de textura franca y clima calido y
seco.

Teledeteccion, analisis espectral y modelado de riesgo. Se emplearan imagenes
multiespectrales obtenidas por satélites (SPOT, WorldView) y drones equipados con sensores
especializados para generar indices espectrales como NDVI, NDMI y BSI, ttiles para evaluar el vigor, la
humedad y la cobertura del suelo (Aasen et al., 2018; Chin et al., 2023; Mabhlein et al., 2012; Calderdn et
al.,2013). Estos indices se ajustaran a las fases fenologicas del esparrago, evitando interpretaciones erroneas
causadas por cambios naturales no patoldgicos. Se integraran en un modelo de combinacién lineal
ponderada (WLC), donde cada variable tendra un peso segtn su influencia sobre el SDE (Jensen, 1996).
Ademés, se utilizaran algoritmos de clasificacion supervisada y aprendizaje automatico para delimitar con
mayor precision las zonas de riesgo. Se evaluara la sensibilidad y especificidad de sensores y bandas
espectrales para identificar combinaciones rentables y efectivas. Finalmente, se realizara un analisis
multitemporal para confirmar que las variaciones detectadas se deben a causas fitopatologicas.

Muestreo y diagnéstico fitopatolégico. A partir de los mapas de riesgo generados, se
definirdn zonas de alta y baja incidencia esperada para la toma de muestras dirigidas. Se colectaran
raices, rizomas y suelos rizosféricos para el aislamiento e identificacion de Fusarium spp.,
utilizando medios selectivos, caracterizacion morfologica al microscopio y validacion molecular

mediante PCR (Elmer, 2018).

Analisis geoespacial. Se integrard la informacion espectral, edafologica y microbiologica
en plataformas SIG como QGIS y TerrSet para generar mapas de riesgo fitopatoldgico con
resolucion parcelaria (Jensen, 1996; Calderon et al., 2013). Estos mapas permitiran delimitar zonas
criticas para la implementacion de practicas agronomicas diferenciadas y focalizadas (Maxwell et

al., 2018).

Caracterizacion edafolégica y microbiologica. Se analizardn suelos con distintos niveles
de riesgo al SDE mediante pruebas fisico-quimicas y cuantificacion de microorganismos
antagdnicos como Trichoderma spp. y Bacillus spp. (Bonanomi et al., 2018; Siegel-Hertz et al.,
2018). Ademas, se aplicaran técnicas moleculares como PCR-DGGE vy secuenciacion
metagenomica para caracterizar la diversidad y estructura del microbioma rizosférico. Esto
permitira identificar diferencias entre suelos supresivos e inductivos y comprender los mecanismos

biologicos asociados a la resistencia al SDE (Bonanomi et al., 2018). La integracion de estos
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métodos busca vincular condiciones edaficas, perfiles microbiologicos y datos fitopatologicos en

un enfoque integral de manejo.

Evaluacion fitosanitaria en invernadero. Se realizardn ensayos en invernadero con las
variedades comerciales de esparrago UC-157, Early California y SULKEN, inoculadas con cepas
prevalentes de Fusarium spp. (Elmer, 2018). El disefio multifactorial permitird evaluar efectos
individuales y combinados entre genotipos y tratamientos fitosanitarios, incluyendo agentes
bioldgicos, quimicos y sus combinaciones (Bonanomi et al., 2018; Bell et al., 1982). Se mediran
variables indicadoras de severidad del SDE, como biomasa aérea y radicular, necrosis, sintomas
visibles y tasa de supervivencia (Siegel-Hertz et al., 2018; Larkin, 2015). El analisis estadistico
utilizara modelos lineales generales y no paramétricos, junto con pruebas post-hoc para identificar

diferencias significativas (Maxwell et al., 2018).

Analisis estadistico. El analisis estadistico se realizara en tres niveles: exploratorio,
inferencial y predictivo. Se evaluard la normalidad para aplicar métodos paramétricos o no
paramétricos (Maxwell ef al., 2018). Se usaran correlaciones de Pearson o Spearman para asociar
indices espectrales (NDVI, NDMI, BSI) con variables fitosanitarias (Mahlein et al., 2012;
Caldero6n et al., 2013), y regresion multiple para modelar su influencia en la severidad del SDE,
validando con R?, RMSE e indice d de Willmott (Jensen, 1996; Maxwell et al., 2018). Se aplicara
ACP para identificar variables clave y CCA para modelar asociaciones entre ambiente y respuesta
fitosanitaria (Bonanomi et al., 2018; Siegel-Hertz ef al., 2018). También se consideraran pruebas
como Kruskal-Wallis, PERMANOVA y NMDS ante datos no normales o categdricos (Maxwell et
al., 2018). Este enfoque multivariado permitira una interpretacion integral de los factores que

condicionan el avance del SDE.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se espera que los indices NDVI, NDMI y BSI identifiquen zonas de riesgo por Fusarium
spp. antes de que aparezcan sintomas visibles. Los drones multiespectrales ofrecen alta resolucion
util en etapas tempranas, aunque su uso puede verse limitado por aspectos climaticos y logisticos.
Suelos compactados, himedos y pobres en materia organica favorecen al patdgeno, mientras que
aquellos con microorganismos antagonistas como 7richoderma spp. presentan potencial supresivo.

La integracion de sensores remotos, diagndstico en campo y SIG permitird desarrollar una
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metodologia replicable para zonificacion fitosanitaria y estrategias de manejo integrado mas
eficientes.
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INTRODUCCION

El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) es altamente producido y demandado en todo el
mundo. En 2022 México report6 una produccion de 558,032.88 toneladas, ubicandose en el noveno
lugar de los mayores productores de esta hortaliza en el mundo (FAO, 2022). En 2024, México
report6 una produccion de 494,710.85 toneladas. A nivel nacional, destacan por su produccion los
estados de Guanajuato, Zacatecas, Puebla, Aguascalientes, y Baja California (SIAP, 2024). Este
cultivo se ve afectado constantemente por diversos fitopatdogenos, especialmente como Botrytis
cinerea (pudricion o moho gris), Bremia lactucae (mildiu), Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora,
Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia minor (Moho blanco o podredumbre blanda) (INIA, 2016).
S. sclerotiorum y S. minor son considerados como patdgenos altamente destructivos de la lechuga
(Arias et al., 2007; Macioszek et al., 2023); ya que por su patogénesis y por el tipo de cultivo que
se trata, no existe el concepto de severidad de la enfermedad, més bien, prevalece el de incidencia,
dado que una vez que el patdgeno inicia su proceso de patogénesis, no hay manera de detener la
infeccion. Para el manejo preventivo de las enfermedades causadas por los géneros de Sclerotinia,
en México y en el mundo, se utilizan fungicidas sintéticos, pero la eficacia de estos puede verse
afectada por la presion de S. minor, las condiciones climaticas, métodos de aplicacion y sobre todo
por la resistencia adquirida por el patdgeno a causa del uso excesivo de estos fungicidas (Petkova
et al., 2024). Hasta la fecha, no existen variedades de lechuga resistentes a estos patogenos (Mamo
et al., 2019; Petkova et al., 2024) por lo que el uso de productos bioactivos definidos como
“productos elaborados a partir de sustancias de origen botanico o microbiologico” (Abd-Elsalam
et al., 2023) se presenta como una herramienta amigable, la cual ayude en el manejo de este tipo
de patdgenos para reducir de manera ecoldgica los propagulos de resistencia de este hongo que se

encuentran en el suelo, y consecuentemente, la incidencia de la enfermedad a través del tiempo.
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Por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar varios productos bioactivos comerciales y

de guano de muerciélago sobre Sclerotinia minor.
MATERIALES Y METODOS

El inéculo se recolectd en campos del municipio de San Francisco Putla, estado de México
(19.124348° N, 99.631144° O) en el mes de abril de 2024, y se reprodujo in vitro a partir de

esclerocios desinfestados y cultivados en medio Papa Dextroxa Agar (PDA).

En 240 macetas sembradas con lechuga y con esclerocios colocados en costales trampa
(Stazzonelli et al., 2017) enterrados a 5 cm de profundidad. El disefio experimental fue factorial
con tres factores; tipo de producto: Baktilis, Serifel, Apolo, T-22, Timorex Gold; los cuales
corresponden a 5 niveles mas un testigo absoluto, presencia de planta (con o sin lechuga) y
presencia de materia orgdnica [M.O. con (MOmol) o sin (MOmo2)]. Se utilizé guano de
muercié¢lago pasteurizado con 30% de materia organica, aplicado cada 15 dias. Se fertilizé con N-
P-K (20-30-10) cada cinco dias durante 45 dias a partir del transplante. Las unidades
experimentales se mantuvieron a campo abierto, con riegos cada dos dias y monitoreo ambiental

mediante un data logger (HOBOware PRO modelo U23-00A).

Se evalud la incidencia (plantas enfermas), y se obtuvo una descripcion visual sobre la
epidemiologia de la enfermedad. El analisis estadistico se ajustd a un modelo lineal generalizado
(GLM) binomial, con funcion de enlace logit para evaluar el efecto de los tratamientos y la materia

organica sobre la incidencia de la enfermedad con el apoyo de R v4.3.1 (R Core Team, 2023).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentaron condiciones ambientales adecuadas para el patogeno (T° promedio de 18.44
°C y humedad relativa de 54.98%). En las combinaciones con planta, con producto bioactivo, con
y sin M.O. se obtuvieron incidencias de 10 a 100% (Cuadro 2). Se observéd que la presencia de
materia orgénica aceler6 el desarrollo de sintomas, con pudricion total en 11 dias, frente a 16 dias
en ausencia de esta, siendo mds agresivo S. minor con materia organica. Cabe resaltar que en las
unidades experimentales donde no se tuvo planta, no se observo germinacion de los esclerocios,
pero también fueron incluidos en los ensayos post experimento.

El modelo GLM binomial reveld que, si bien ninguno de los tratamientos mostrd efectos

estadisticamente significativos sobre la incidencia de la enfermedad (p=0.551), se observaron
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tendencias relevantes. Los tratamientos T3 y T4 presentaron una ligera reduccion en la incidencia
(»=0.307 y p=0.168, respectivamente). De manera similar, la ausencia de materia organica
(MOmo2) mostré un efecto marginalmente protector (»p=0.084). El andlisis de interaccion no
detectd efectos significativos entre los tratamientos y con o sin materia orgénica. Sin embargo,
cabe destacar que tanto el tratamiento T3 como el factor en donde no se agregé M.O. exhibieron
coeficientes similares (f=-1.79, p=0.079), sugiriendo un patrén consistente en la reduccion de la
incidencia. Adicionalmente, la combinacion T3:MOmo2 mostrd un efecto sinérgico ($=2.33),
aunque sin significancia estadistica (p=0.111), lo que sugiere que sus efectos al estar juntos, no se
ven reducidos o beneficiados. Estos resultados, aunque no concluyentes, sugieren que T3, T4 y sin
la aplicacion de materia orgadnica podrian tener un efecto moderador sobre la incidencia de la
enfermedad.

Los estudios realizados por Abawi y Grogan, 1979; sefialan que S. minor puede verse
beneficiado por suelos con contenido de materia organica debido a que esta contribuye a la
retencion de mayor cantidad de humedad y disponibilidad de nutrientes, lo que explica el
comportamiento en la incidencia registrada, ya que, en las unidades experimentales en donde se
tuvo mayor incidencia fueron en aquellas donde se habia suministrado M.O. La combinacion del
tratamiento T3 con la ausencia de materia organica (T3:MOmo2) sugiere que la eficacia
de Trichoderma como agente de biocontrol podria estar influenciada por las condiciones del suelo,
especificamente la presencia o ausencia de materia organica. La interaccion entre Trichoderma'y
las condiciones del suelo es compleja y puede afectar su capacidad para colonizar las raices y
ejercer sus efectos beneficiosos. Aunque no se mostraron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de incidencia, los porcentajes obtenidos en el ensayo presentan
relevancia practica. Por ejemplo, 7. harzianum (T4) redujo la incidencia a 10% sin M.O. (vs. 30%
con M.0O.), sugiriendo un efecto dependiente del ambiente. Ademas, todos los tratamientos tuvieron

valores inferiores que el testigo (100%), indicando un potencial de control bioldgico.
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Cuadro 2. Incidencia de moho blanco (S. minor-L. sativa) en Texcoco, estado de México, durante

Organismo Tratamiento Incidencia en (%)

(MOmol") (MOmo2?)

Bacillus subtilis T1 50 30

B. amyloliquefasciens T2 40 30

Compendio microbiano T3 20 20

Trichoderma harzianum T-22 T4 30 10

Aceite de Melaleuca alternifolia (50%) T5 50 30

Testigo absoluto TA 100 100
2025.

!Con materia organica; 2Sin matéria orgéanica.

Figura 1. Incidencia de Moho blanco en ensayo factorial de 5 Figura 2. Incidencia de Moho blanco en ensayo factorial de
tratamientos, con aplicacion de materia organica y presencia 5 tratamientos, sin aplicacion de materia organica y presencia
de planta a los 80 dias de trasplante. Testigo absoluto (TA), de planta a los 80 dias de trasplante. Testigo absoluto (TA),
Bacillus amyloliquefasciens (T1), Bacillus subtilis (T2),  Bacillus amyloliquefasciens (T1), Bacillus subtilis (T2),
Trichoderma harzianum cepa T-22 (T3), Compendio de B.  Trichoderma harzianum cepa T-22 (T3), Compendio de B.
subtilis, T. harzianum, S. lydicus (T4), Aceite de Melaleuca  subtilis, T. harzianum, S. lydicus (T4), Aceite de Melaleuca
alternifolia (TS). alternifolia (T5).
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INTRODUCCION

El limoén persa (Citrus latifolia) es un cultivo clave para México, segundo productor y
exportador mundial de limones y limas. Sin embargo, enfrenta amenazas como la tristeza de los
citricos, causada por Closterovirus tristezae (CTV), que desde 2017 ha provocado la muerte de
mas de 300,000 arboles en estados como Veracruz, Campeche y Yucatan (INIFAP, 2024). Ante
este panorama, la agricultura ha comenzado a incorporar herramientas digitales como sensores
remotos, camaras multiespectrales y algoritmos de aprendizaje automatico, Utiles para detectar

enfermedades de forma temprana y mejorar el manejo del cultivo (EOS Data Analytics, 2025).

Aunque el CTV puede mantenerse latente, estudios como el de Argyriou et al. (2024) han
mostrado que el uso de imagenes multiespectrales y Random Forest permite detectar infecciones
con 89.7 % de precision, incluso en plantas sin sintomas visibles. Por ello, el presente estudio
evalud una alternativa no invasiva basada en imagenes multiespectrales tomadas con drones y

modelos supervisados para detectar arboles infectados por CTV en campo.
MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6é en plantaciones de limon persa (Citrus latifolia) en Champoton y
Castamay (Secciones 1 y 2), Campeche, donde se confirmo6 la presencia de CTV mediante pruebas
ImmunoStrip®. En octubre de 2024 se capturaron imagenes con un dron Phantom 4 Pro (DJI,
China) con camara RGB y un Matrice 300 RTK (DJI, China) con camara multiespectral Parrot

Sequoia (Parrot, Francia). Las imagenes RGB (8 bits) se usaron para el corregistro con las
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multiespectrales (valores reales). La segmentacion de copas se realiz6 manualmente en QGIS
(version 3.28.14), excluyendo copas fusionadas o con interferencias. Se identificaron 203 copas
sanas y 63 enfermas en Champoton; 65 y 63 en Seccion 1; y 54 y 32 en Seccion 2. Se extrajeron
firmas espectrales (3 RGB, 4 multiespectrales), indices (NDVI, GNDVI, NDRE, SIPI) y
componentes principales (PCA). Los algoritmos de clasificacion supervisada se ejecutaron en el
software TerrSet (version 20.0.1.0, Clark Labs, EE. UU.). La clasificacion se ejecutd en TerrSet
LiberaGIS (version 20.0.1.0, Clark Labs, EE. UU.) con MAXLIKE, SVM (radial, sigmoidal, lineal,
polinomial), Random Forest y MLP (softmax, lineal, sigmoidal), bajo esquemas duro y blando.

Los modelos se evaluaron por campo con matrices de error, precision y umbrales.
RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis espectral realizado en los tres campos revelo diferencias sutiles pero constantes
entre plantas sanas y enfermas, sobre todo en las bandas Red Edge y NIR. Estas diferencias fueron
mas evidentes en las bandas originales que en los indices de vegetacion o en los componentes
principales. Esto se debe a que las bandas originales conservan mejor la informacion espectral
completa capturada por el sensor, a diferencia de los indices, que tienden a resumirla y pueden
perder matices importantes (Reis Pereira ef al., 2024). Muchas de las plantas clasificadas como
enfermas podrian encontrarse en una etapa temprana de infeccion, lo que explicaria la baja
separacion espectral observada. Esta situacion ya ha sido documentada en cultivos como jitomate
o vid, donde los sintomas pueden tardar en aparecer a pesar de que las alteraciones fisioldgicas ya

son detectables por sensores remotos (Junges et al., 2020).

Los resultados obtenidos en la clasificacion dura, Random Forest fue el clasificador mas
estable y efectivo. Logré mantener buenos niveles de precision en los tres campos, con porcentajes
de acierto por arriba del 60%, y tasas de deteccion de arboles enfermos de hasta 75% en
Champotén. Esto lo posiciona como un modelo especialmente robusto para manejar conjuntos de

datos complejos y con alta variabilidad (Zhou, 2022).

Otros modelos, como SVM y Maxima Verosimilitud, mostraron un desempefio mas
irregular. Por ejemplo, en Champoton, SVM-RBF alcanz6 una precision general alta (71%), pero
apenas identifico al 1% de las plantas enfermas, reflejando un sesgo claro hacia la clase dominante.

Este tipo de problemas es comuin en datasets desbalanceados (Mountrakis et al., 2011). Los
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modelos MLP no lograron separar las clases, asignando todos los casos a una sola categoria, lo que

puede deberse a una configuracion inadecuada del modelo (He & Chen, 2021).

En la clasificacion blanda, Random Forest nuevamente obtuvo los mejores resultados. En
Champot6n, al usar un umbral de probabilidad del 56%, alcanz6 una precision global del 94 % y
79 % de deteccion de enfermos. En Castamay, su desempefio fue igualmente alto: 91 % de precision
y 92 % de deteccion en Seccion 1,y 99 % de precision con 100 % de deteccion en Seccion 2. Estos
resultados refuerzan su utilidad en escenarios donde se requiere alta sensibilidad sin perder
especificidad (Narmilan et al., 2022). Por otro lado, el modelo SVM-RBF mostré una fuerte
sensibilidad al cambio de umbral: al incrementarlo, aumentaba la deteccion de sanos, pero
disminuia la de enfermos. Modelos como SVM-polynomial o0 Maxima Verosimilitud tuvieron un

rendimiento medio, pero perdieron sensibilidad en umbrales mas altos.

El estudio confirmé que el virus de la tristeza en limon persa puede detectarse en campo
mediante imagenes multiespectrales y el modelo Random Forest, que destaco por su alta precision

y capacidad para identificar plantas enfermas incluso sin sintomas visibles.
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INTRODUCCION

El jitomate es considerado como la hortaliza més consumida a nivel mundial y México es
el principal proveedor a con un valor de exportacion de aproximadamente 3,624 millones de
dolares (SIAP, 2024). Este cultivo es susceptible a la infeccion por diferentes patégenos como
bacterias, hongos, fitoplasmas y virus. El virus rugoso del tomate (Tobamovirus fructirugosum:
Virgaviridae) es un virus emergente, una enfermedad no cuarentenaria relamentada para México
con potencial de ocasionar pérdidas econdmicas significativas en este cultivo (Garcia y Bocanegra,
2018). El manejo de este virus es complicado debido a su alta estabilidad y facilidad de transmitirse
mecanicamente. Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos rizosféricos
con capacidad de colonizar el sistema radical y establecer asociaciones mutualistas en la mayoria
de las plantas (Carreén-Abud et al., 2013). Se conocen hongos con origen en el suelo que son

vectores de virus fitopatdogenos y existen evidencias de que los HMA son portadores (Cruz, 2013).

Ademas, algunos trabajos mencionan que plantas infectadas por virus fitopatdégenos y
colonizados con estos hongos se ha presentado alta concentracion de las particulas virales en sus
estructuras fungales como los arbusculos que se desarrollan dentro de las células, y que funcionan
como sitios de intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta (Kumar et al., 2011). Con base
en lo anterior, el objetivo de esta investigacion es conocer si Rhizophagus intraradices es portador
y transmisor de Tobamovirus fructirugosum en jitomate y el efecto que puede ocasionar en la

fisiologia de la planta.
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MATERIALES Y METODOS
Origen de Rhizophagus intraradices

El Hongo micorrizico arbuscular fue proporcionado por el drea de Microbiologia en el
edificio de Edafologia e Hidrociencias en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Texcoco, Estado de México. Originalmente aislada del estado de Morelos y mantenida de manera
recurrente en maiz y sorgo por mas de cinco afios. Se utilizé 6 g por planta con una aproximacion

de 120 esporas.
Presencia de Tobamovirus fructirugosum en esporas de Rhizophagus intraradices

Bajo condiciones de invernadero se establecieron dos tratamientos con 5 repeticiones: a)
Tratamiento 1. Plantas colonizadas con R. intraradices. Tratamiento 2. Plantas colonizadas con R.
intraradices e inoculadas con Tobamovirus fructirugosum. Se tuvieron plantas de jitomate con 4
hojas verdaderas var. Floradade en un sustrato de peat moss, suelo y arena de rio en una relacion
(1:1:1). Las plantas fueron inoculadas con los 6 g de suelo con 120 esporas e hifas de R.
intraradices mezclado con raicillas de plantas de jitomate. Posteriormente se inocularon
mecéanicamente con 7. fructirugosum. Se evalu6 el porcentaje de colonizacion a los 2, 3 y 6 meses

después de la inoculaciéon con el hongo mediante tincion con azul de tripano.

Para conocer si el HMA era portadora del virus se extrajeron las esporas por tamizado y
decantacion con gradiente de sacarosa y de estas se extrajo RNA total con Trizol®. Asimismo de
hojas y raiz plantas de jitomate colonizadas con el hongo e infectadas con el virus se extrajo ARN
total mediante columnas para corroborar la infeccion viral. Con el RNA total obtenido en ambos
casos se realizo la RT-PCR punto final con iniciadores especificos para el T. fructirugosum con los
iniciadores especificos TOBRFV-FMX y ToBRFV-RMX disefiados que amplifican un fragmento
de 475 pb, que codifica una regién de la RARP (Rodriguez et al., 2019)

Por otro lado, para conocer si las esporas del HMA eran portadoras del virus, se realizé microscopia
electronica de transmision realizando cortes utrafinos de las esporas obtenidas de la manera antes

indicada.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Presencia de Tobamovirus fructirugosum en esporas de Rhizophagus intraradices

Las raices y hojas de las plantas analizadas con RT-PCR amplificaron el producto esperado
con los iniciadores especificos para 7. fructirugosum, mientras que no se tuvo amplificacion en el
caso de las esporas. Asimismo, no se encontraron particulas virales en los cortes ultrafinos de las

esporas observadas al microscopio electronico.
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INTRODUCCION

Los viroides son ARN pequefios, circulares, monocatenarios, no codificantes de proteinas,
que se replican en compartimentos subcelulares especificos de su hospedante y pueden causar
enfermedades devastadoras en las plantas. A diferencia de los virus, los viroides no estan
protegidos por una capside proteica (Ding 2009). Los viroides se transmiten principalmente por
propagacion vegetativa pero también de forma mecanica, por semilla o polen (Hadidi ef al., 2022).
Hasta ahora se ha reportado que al menos siete viroides infectan de forma natural al jitomate
(Pospiviroidae / Pospiviroid): Pospiviroid exocortiscitri (citrus exocortis viroid), P.
latenscolumneae (columnea latent viroid), P. parvicapsici (pepper chat fruit viroid), P. fusituberis
(potato spindle tuber viroid), P. apicimpeditum (tomato apical stunt viroid), P. chloronani (tomato
chlorotic dwarf viroid) y P. machoplantae (tomato planta macho viroid) (Zhang y Groth, 2024).
P. machoplantae, fue observado por primera vez en zonas productoras de jitomate en el Estado de
Morelos, México por Belalcazar y Galindo (1974); las plantas infectadas presentan una marcada
reduccion de crecimiento, acortamiento de entrenudos y, como consecuencia, se genera un rosetado
apical y excesiva brotacion de yemas axilares, dando un aspecto arbustivo. Las hojas, presentan
distorsion y epinastia con presencia o ausencia de necrosis en las nervaduras primarias y
secundarias. Los frutos formados son de tamaio reducido y algunos presentan esterilidad parcial o
total, de aqui el nombre de “planta macho” (Galindo et al., 1982). Galindo et al. (1986),
determinaron que el P. machoplantae podia ser transmitido de manera eficiente por todos los
estadios de Myzus persicae con un tiempo minimo de adquisicion de 20 segundos y que el viroide
persiste en el afido al menos durante ocho dias. Tiempo después, VO et al. (2018) establecen que

la transmision de los viroides por medio de pulgones, solo puede darse de manera asistida por un
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virus auxiliar (VAux) mediante un fenémeno llamado transencapsidacion, donde los viroides se
incorporan dentro de la particula del VAux, como en el caso del P. chloronani por M. persicae
asistida por el Polerovirus PLRV (potato leafroll virus). En el trabajo de Galindo et al. (1986) no
se establece de manera clara si la fuente de indculo del P. machoplantae estaba libre de otro virus
que pudiera fungir como VAux en las pruebas de transmision de este viroide por M. persicae. Con
base en lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar si, la transmision del
Pospiviroid machoplantae por Myzus persicae en jitomate, es independiente de un virus auxiliar.
MATERIALES Y METODOS
Obtencion de la colonia de pulgones

Se establecid una colonia de afidos en plantas de cola partir de individuos proporcionados
por el M. en C. Daniel Ramirez Cerén. Se colectaron adultos alados en alcohol al 70 % y se
montaron siguiendo la metodologia descrita por Johansen y Mojica (1997) para su identificacion
con base en las claves taxonoémicas de Favret y Miller (2012). Por otra parte, se extrajo ADN total
con CTAB 2 % de un solo individuo (cinco adultos en total) con el cual se realizo PCR punto final
con los oligonucledtidos LCO1490 y HCO2198 reportados por Folmer et al. (1994) que amplifican
una region de ~710 pb del gen mitocondrial de la subunidad I del gen citocromo C oxidasa (COI).
Los productos amplificados fueron secuenciados y comparados en la base de datos del GenBank®.
La colonia de pulgones, se mantuvo en plantas de col dentro de jaulas con malla antidfidos en
invernadero.

Obtencion de la fuente de indculo de Pospiviroid machoplantae

Se utilizo tejido foliar deshidratado de una planta de jitomate infectada por P. machoplantae
empleada en los trabajos de Galindo et al. (1986). Se peso 0.1 g de tejido seco y se coloco en una
capsula de porcelana estéril con 10 mL de amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 7.0 y se dejo
hidratar por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se macer6 el tejido y se inocularon
de forma mecanica cuatro plantas sanas de jitomate, var. Floradade de 15 dias de edad. Siete dias
después de la inoculacion (ddi), se realizé extraccion de ARN total con el kit “SV Total RNA
Isolation System” (Promega®) y se determind la concentracion y pureza mediante
espectrofotometria con un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific 2000, USA). Se hizo RT-
PCR con los iniciadores universales POSPI-F y POSPI-R disefiados de una regioén conservada de
diferentes especies de viroides del género Pospiviroid que amplifican aproximadamente ~200 pb

(Bostan et al., 2004). Los productos obtenidos fueron secuenciados y comparados en la base de
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datos del GenBank, para confirmar la identidad del viroide. Para asegurar que la fuente de indculo

del P. machoplantae estaba libre de otro(s) virus, se procedio6 a inocular mecanicamente tres plantas

de jitomate var. Floradade de 25 dias de edad con 100 nL. de ARN total de plantas infectadas con

el viroide y 1 mL de amortiguador de fosfatos. Las plantas inoculadas, se analizaron 30 dias

después de la inoculacion (ddi) mediante RT-PCR de la forma sefialada previamente.
Transmision del Pospiviroid machoplantae por Myzus persicae

Se evaluaron cuatro tiempos de adquisicion y de inoculacion con cinco réplicas (plantas de
jitomate) cada uno: 1, 3, 5 y 10 min, respectivamente. Se colocaron diez adultos alados en cajas
petri de plastico de 400 x 15 mm y se mantuvieron en ayuno por tres horas a temperatura ambiente,
después de lo cual se pusieron a alimentar en hojas de jitomate infectadas con el P. machoplantae
Transcurrido el tiempo de adquisicion correspondiente, los pulgones se pasaron a una planta de
jitomate sana (cinco plantas/tratamiento). Después del respectivo tiempo de inoculacion se
retiraron los pulgones y se resguardaron en alcohol al 70 % de forma individual, para su posterior
analisis mediante RT-PCR.

En el caso del testigo negativo, se realizd lo anteriormente descrito, excepto que los
pulgones se alimentaron de hojas de jitomate sanas. Asi mismo, se tuvo un testigo negativo
absoluto consistente en cuatro plantas de jitomate, sanas. Las plantas de jitomate de todos los
tratamientos se mantuvieron en invernadero dentro de jaulas con malla antiafidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de la colonia de pulgones

Los adultos analizados fueron morfologicamente similares y de acuerdo con las claves
taxonodmicas utilizadas correspondieron a la especie Myzus persicae. Asimismo, las secuencias
obtenidas del fragmento amplificado de ~710 pb con los iniciadores LCO1490 y HCO2198,
tuvieron una identidad del 99 % con M. persicae; los nimeros de accesion correspondientes de
estas secuencias son: PV746144, PV746145, PV746146 y PV746147.

Obtencion de la fuente de inéculo de Pospiviroid machoplantae

Las plantas inoculadas con el tejido seco, presentaron sintomas de mosaico siete dias
después de la inoculacion (ddi). Posteriormente, la distorsion y epinastia de las hojas fue visible a
los 14 ddi. Finalmente, se observo reduccion de crecimiento, clorosis, acortamiento de entrenudos
y excesiva brotacion de yemas axilares a los 30 ddi. Las secuencias de los productos amplificados

con los oligonucledtidos universales para el género Pospiviroid en las plantas de jitomate (num.
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Accesion: PV739839, PV739840, PV739841, PV739842 y PV739843), correspondieron al
Pospiviroid machoplantae con un 99 % de identidad. Respecto a las plantas inoculadas a partir de
ARN total de plantas infectadas, las hojas nuevas presentaban clorosis y enverdecimiento tanto de
las nervaduras primarias como secundarias. Asimismo, mostraron reduccion de crecimiento y
brotacion de yemas axilares, pero no tan severos como en el caso anterior; asimismo, se observo
epinastia y enrollamientos y las hojas mas grandes, presentaron necrosis, los productos
amplificados correspondieron al Pospiviroid machoplantae con un 99 % de identidad (num.
Accesion: PV739844, PV739845 y PV739846).
Transmision del Pospiviroid machoplantae por Myzus persicae
Las plantas de jitomate de todos los tratamientos (excepto del negativo y negativo absoluto)
presentaron ligero mosaico, reduccion de crecimiento y clorosis en las hojas nuevas a los 30 ddi;
asimismo, amplificaron el fragmento esperado mediante RT-PCR (100 % de transmision) (nim.
Accesion: PV739850, PV739851, PV739852, PV739853). Por otro lado, se obtuvo que el 74 % de
los pulgones utilizados en la prueba de adquisicion fueron positivos al viroide (num.
Accesion: PV739854, PV739855, PV739856 y PV739857). Por su parte, las plantas y los pulgones
analizados del testigo negativo y testigo absoluto no amplificaron ningiin producto por RT-PCR y
no presentaron sintomas. Con base en estos resultados se establece que la transmision del
Pospiviroid machoplantae por Myzus persicae en plantas de jitomate no es asistida por un virus
auxiliar.
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INTRODUCCION
En 2023, la superficie cultivada con ardndano (Vaccinium myrtillus) en México fue de

11400, (Aneberries,2023). Dado que se trata de una de las berries recientemente introducidas en el
pais, resulta fundamental evaluar su comportamiento frente a enfermedades clave que afectan la
poscosecha, como la pudricion gris considerada una de las principales amenazas para la calidad y
conservacion del fruto. B. cinerea se ha descrito como una especie compleja, donde se han
reclasificado un conjunto de especies morfoldégicamente cripticas (Azevedo et al., 2020). La
diversidad genética en este género depende de la capacidad de reproduccion sexual. Asimismo, se
atribuye a elementos transponibles (Boty y Flipper) y mutaciones ejercidas por la presion de
seleccion. Sin embargo, para la identificacion de especies dentro del complejo B. cinerea se
emplean genes codificantes nucleares (G3PDH, HSP60, RPB2) y genes de necrosis y etileno NEP1
y NEP 2 (Staats et al.,2007). Ademas, Leroch et al. (2013) determinaron que a nivel intraespecifico
se puede determinar el B. cinerea grupo S al evaluar el polimorfismo del gen codificante mrrl de
los aislamientos. A la actualidad basado en estos genes se han actualizado el estudio a nivel de la
diversidad genética presente en este complejo de B. cinerea. Por otro lado, la variabilidad genética
de Botrytis spp. puede comprometer la eficacia de los fungicidas, por lo que es necesario evaluar
la sensibilidad de aislamientos locales. Ademas, la deteccidon temprana es crucial para un manejo
efectivo. En este sentido, la metabolomica permite identificar metabolitos asociados a etapas
iniciales de infeccion mediante analisis multivariado (Gromski ef al., 2015).

Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetivo caracterizar aislamientos de Botrytis
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spp. provenientes de cultivos de ardndano en México, evaluando su diversidad genética y cultural
(tipos de apareamiento, elementos transponibles, gen mrrl), su sensibilidad a fungicidas de uso

comun y la presencia de metabolitos asociados a infecciones tempranas en el fruto.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de muestreo. Se obtuvieron 106 muestras de flores y frutos (con o sin sintomas)

procedentes de Jalisco, Michoacan, Sinaloa, Baja California y Guanajuato entre agosto de 2023 y
febrero de 2024.

Caracterizacion cultural. Los aislamientos se clasificaron morfologicamente y se
evaluaron esporulacion y esclerociogénesis segiin Esterio (2005).

Caracterizacion molecular. La caracterizacion molecular se baso en la deteccion de los
genes de apareamiento MATI-1 y MATI-2, utilizando los primers descritos por van Kan et al.
(2010), elementos transponibles y empleando el gen transcripcional mrrI (Plesken et al., 2015).

Identificacion molecular. la extraccion de DNA se realiz6 con micelio de 8 dias y lisis
mecanica, siguiendo el protocolo de Saitoh et al. (2006). Se amplificaron genes nucleares y de
necrosis para identificar los aislamientos y las secuencias se analizaron mediante BLAST. Se
construyd un arbol filogenético concatenado por inferencia bayesiana y méaxima verosimilitud,
visualizado en FigTree, considerando nodos con soporte > 60 % y posterior >0.9.

Prueba de patogenicidad. Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas con frutos de

arandanos recién cosechados bajo dos métodos siguiendo lo descrito por Saito et al. (2016).

Prueba de fungicida. Se evalud la sensibilidad de siete fungicidas a una dosis

discriminatoria propuesta por Weber & Hahn ( 2011).

Procesamiento y anadlisis metabolomico. Los frutos se analizaron las 44 y 88 h
postinoculacion, se liofilizaron y procesaron para extraer metabolitos con metanol al 80 %
mediante ultrasonido. Se cuantificaron fenoles y flavonoides totales mediante los métodos de
Folin-Ciocalteu y AICls, respectivamente. Los extractos fueron analizados por espectroscopia FT-
MIR vy los datos se sometieron a analisis multivariado para identificar patrones metabdlicos (Li

etal., 2013).

Analisis estadistico. Para el analisis estadistico de genotipos y fenotipos se empleo la
prueba de prueba ji-cuadrado de Pearson y andlisis multivariado. Los analisis fueron analizados

por el programa RStudio 2024.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 106 aislamientos de Botrytis spp. en cinco estados, destacando Jalisco (48)
y Michoacan (23). El 82 % correspondi6 al tipo esclerocial, proporcion significativamente mayor
que la del tipo micelial (18 %; p =3.87 x 107'"). Se describen ocho morfotipos donde el S4 y S3 es
una tasa de esporulacion alta (E3, 39%) y baja (E1, 42%), predominantes y con una capacidad
formadora de esclerocio alta (cfe3, 59%). Dado que los esclerocios confieren tolerancia a
condiciones ambientales extremas, estos aislamientos podrian tener mayor capacidad adaptativa y
actuar como fuente de indculo primario en arandano y otros cultivos hospedantes. Ademas, todos
los aislamientos se agruparon en ocho clusteres mediante un analisis MCA-Kmeans basado en
variables culturales, evidenciando la influencia del clima, el cultivar y el tipo de manejo en la
conformacioén de dichos grupos (Beever & Weeds, 2007).

A nivel de caracterizacion genética, los dos tipos de apareamiento MAT1-1 y MATI1-2 se
encontraron con una frecuencia de 42.2% y 57.8%, respectivamente; en una relacion 1:1
(P=0.1035), lo que indicaria el potencial de ocurrencia de una reproduccion sexual como lo indican
investigaciones previas (Pei etal.,, 2019). Basados en la deteccion de los dos elementos
transponibles presentes en Botrytis (Boty y Flipper), se detectaron tres genotipos: Boty, Flipper y
Transposa; sin embargo, el genotipo predominante fue Transposa con una frecuencia de 86.2%,
seguido de Boty (8.3%) y Flipper (5.5%). El genotipo Vacuma no se encontrd. Se encontro el
subgrupo B. cinerea S con una frecuencia de 2.8% en este estudio en México y un fenotipo rosado
de B. cinerea, reportado en Italia, Japon, Francia, EUA y en China. Esta coloracion se le atribuye
a un pigmento denominado bikaverina.

Finalmente, los fungicidas que mostraron mayor proporcion de cepas resistentes fueron
pyraclostrobin y metil tiofanato. En contraste, mas del 85 % de los aislamientos se mantuvieron
sensibles a fludioxonil, iprodione y fluopyram, lo que indica que estos compuestos aun presentan
una alta eficacia frente a Botrytis spp. Por otro lado, el analisis metabolémico revelo diferencias
significativas en la concentracion de ciertos metabolitos en funcion del cultivar, lo que sugiere una
posible interaccion genotipo y hongo que podria influir en la respuesta metaboélica frente a la
infeccion.

En conjunto, los resultados evidencian una alta diversidad morfoldgica, genética y cultural
de Botrytis spp. en arandano en M¢éxico, con predominio del tipo esclerocial y del genotipo

Transposa. La distribucion equilibrada de los idiomorfos sugiere potencial reproductivo sexual. A
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nivel funcional, se detectaron diferencias en sensibilidad a fungicidas y perfiles metabolomicos
diferenciales segun el cultivar, lo que resalta la importancia de estrategias integradas de manejo
adaptadas a la variabilidad local del patogeno.
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INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum) es un cultivo de gran importancia econémica en México cuya
produccion puede verse afectada por diversos fitopatdogenos. En este cultivo se ha reportado a un
complejo viral constituido de al menos ocho virus pertenecientes principalmente a los géneros
Potyvirus, Carlavirus y Allexivirus (Pérez-Moreno et al., 2010), asi como diferentes especies de
bacterias de los géneros Pantoea, Bacillus y Erwinia (Navarro-Leon et al., 2025). Mediante las
tecnologias actuales de secuenciacion masiva (NovaSeq 6000, Illumina) se ha encontrado que
materiales criollos de zanahoria y arroz contienen mayor diversidad de virus que aquellos
mejorados genéticamente (Alfenas-Zerbini et al., 2025). El objetivo de esta investigacion fue
realizar un estudio epidemioldgico viromico y determinar el perfil bacteriomico de especies
cultivables de bacterias procedentes de bulbos con diferentes grados de pudricion y larvas de

insectos asociadas, con el uso de secuenciacion masiva en un material criollo de ajo.
MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del experimento. En abril de 2024 se establecid una parcela de ajo
criollo-Puebla, en Montecillo, Texcoco, Estado de México, sembrando bulbos a doble hilera, con

0.8 m de separacion entre surcos y 0.2 m entre plantas.

Virémica. Se seleccionaron al azar 30 plantas de ajo que mostraban sintomas de amarillamiento,
rayado clorotico, curvamiento de hojas, mapeado-bandeado en hoja, necrosis con achaparramiento
y la combinacion de estos, las cuales fueron evaluadas semanalmente (13 evaluaciones) para

registrar el progreso de la severidad de los sintomas. Para conocer posibles variaciones en el viroma
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durante el periodo de estudio, se realizé extraccion de ARN total de las plantas en tres fechas (26
de septiembre, 11 de noviembre y 11 de diciembre de 2024) el cual se envid a secuenciacion masiva
(RNA-seq). Una vez realizado el andlisis bioinformatico de los datos de RNA-seq, se disenaron
iniciadores especificos para cada virus, con el proposito de corroborar su presencia, asi como para

analizar de manera individual las 30 plantas muestreadas en cada una de las tres fechas indicadas.

Bacteriomica en bulbos y larvas. El 14 de enero de 2025 se recolectaron nueve bulbos
que mostraban sintomas de pudricion, los cuales fueron clasificados en tres niveles de severidad
(alta, media y baja). Los tejidos internos de cada bulbo fueron suspendidos en agua destilada estéril
durante cinco minutos y posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta 10>, Los morfotipos
de larvas aislados de los bulbos con severidad alta se separaron y se analizaron con dos esquemas;
lavado externo e interno. Cada larva se dividié en dos partes: anterior (segmento 1-6) y posterior
(segmento 7-12), las cuales se maceraron de manera individual y se rehidrataron con 400 pL de
agua destilada estéril para hacer diluciones seriadas hasta 10, Las suspensiones de cada muestra
de bulbo y larvas se sembraron en agar nutritivo (tres repeticiones por muestra). Para el analisis
bacteridmico se extrajo ADN total con CTAB 2% (Minas et al., 2011) de dos bulbos con severidad
baja, dos con severidad alta y dos de larvas de un morfotipo. Estas muestras se enviaron a

secuenciacion masiva (DNA seq).

Epidemiologia. Para registrar el progreso temporal de intensidad de sintomas, cada semana
se evaluaron sistematicamente (1x3) 25 plantas en ocho surcos (200 plantas en total) con la
aplicacion App Explora (CP-LANREEF, 2024; sin publicar) en la que se configurd la siguiente
escala nominal:0= asintomatico, 1= rayado fino, 2= rayado bandeado mapeado, 3= enchinamiento,
4= enchinamiento con necrosis severa + achaparramiento y 5= presencia de dos o mas de los
sintomas anteriores. Adicionalmente, se realizd un muestreo sistematico espacial (1x4) en 48/200
plantas, en las que se determino la presencia viral por RT-PCR del total de virus encontrados en el
analisis viromico. Por otro lado, se registré semanalmente la presencia de insectos en la parcela
colocando cinco trampas pegajosas color azul y cinco trampas amarillas con agua tipo Moericke,
distribuidas en los cuatro puntos cardinales y una en el centro de la parcela. Los insectos
recolectados de las trampas amarillas se colocaron en alcohol 70% mientras que las trampas
pegajosas se mantuvieron en refrigeracion para su posterior conteo. Para conocer los virus

presentes en afidos y su correlacion con los virus presentes en las plantas, se realizé extraccion de
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RNA total de dos muestras compuestas de estos insectos recolectados en noviembre y diciembre
se enviaron a secuenciacion masiva (RNA-seq). Con los datos obtenidos se realizaron mapas
geoestadisticos de severidad, indices relativos de carga viral y de prevalencia de los virus
encontrados, asi como curvas temporales de severidad empleando los programas Surfer v. 11.0,

Gim v. 3.0 y R-studio para los analisis temporales y espaciales.
RESULTADOS Y DISCUSION

En los andlisis viromicos se detectaron ocho virus (Cuadro 1), de los cuales se reporta por
primera vez a nivel mundial a Curtovirus betae y Polerovirus TUYV, asociados al ajo. Asimismo,
se encontrd que Potyvirus cepae, Potyvirus ampeloprasi, Carlavirus latensascalonici, Carlavirus
latensallii, Curtovirus betae y Garlic yellow mosaic-associated virus (Betaflexiviridae), fueron los
mas prevalentes siendo detectados en las tres fechas de muestreo; Polerovirus TUYV se detectod
unicamente en la segunda fecha al igual que Allexivirus deltallii, este Gltimo en una de 20 plantas
muestreadas. Los virus con la mayor distribucion espacial fueron Potyvirus cepae y Carlavirus
latensascalonici (100 y 95%, respectivamente), encontraindose de manera homogénea en toda la
parcela. Asimismo, se registrd un gran nimero de plantas con infeccion mixta (de dos a seis virus
por planta) (Figura 1) observandose una mayor severidad de sintomas en plantas con la presencia
de mas virus. Estos resultados sugieren que la principal via de dispersion de estos virus en la parcela

se debe a su presencia en los bulbos.

También, en bulbos con pudricion de severidad alta, predominaron bacterias de los géneros
Microbacterium, Pseudomonas, Pantoea y Rahnella; mientras que en bulbos con severidad baja a
Microbacterium, Pseudomonas, Ralstonia y Sphingomonas. En el perfil bacteriomico de larvas, las
bacterias mas predominantes fueron de los géneros Comamonas, Pseudomonas, Kluyvera y
Aeromonas. Estos resultados sugieren que las bacterias del género Pseudomonas se encuentran

mas asociadas con la pudricion de bulbo, por lo que se realizaran pruebas de patogenicidad.

Pégina | 52




Cuadro 1. Especies de virus detectados por secuenciacion masiva en ajo criollo-Puebla,

Montecillo, Texcoco, Estado de México, 2024.

% de similitud Longitud del Longitud del Hospedante
con aislados “contig” genoma viral en reportado asociado
del GenBank ensamblado el GenBank a la secuencia

Especie (nombre
comun)

Potyvirus cepae (virus
del enanismo amarillo 96 10,515 810,514 Allium sativum
de la cebolla)
Potyvirus ampeloprasi
(virus del bandeado 95 9,923 10,364 Allium sativum
amarillo del poro)
Carlavirus latensallii
(virus latente comun 98 8,056 8,014 Allium sativum
del ajo)
Garlic yellow mosaic-
associated virus 89 8,248 8,209 Allium sativum
(Betaflexiviridae)
Carlavirus
latensascalonici (virus 97 4910 8,361 Allium sativum
latente del chalote)
Curtovirus betae
(virus del
enchinamiento apical
de la remolacha)
Allexivirus deltallii
(virus D del ajo)
Polerovirus TUYV
(virus del
amarillamiento del
nabo)
SNumero de nucledtidos

97 2,854 2,955 Capsicum annuum

97 8,412 8,420 Allium sativum

96 2,572 5,200 Cicer arietinum

Para el caso de insectos, se registraron tres picos poblacionales recolectados en trampas de
agua: 7 de octubre, 11 de noviembre y 9 de diciembre. Actualmente, los insectos estdn en proceso

de identificacion y andlisis para conocer los virus asociados a afidos y al cultivo de ajo.
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Figura 1. Mapa de distribucion espacial de ocho virus en 48 plantas de una plantacién de ajo
criollo-Puebla.
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INTRODUCCION

Michoacan es el principal productor y exportador mundial de aguacate, con 1,775,289
toneladas anuales enviadas a 34 paises. Este cultivo se ve afectado por el viroide Avsunviroid
albamaculaperseae (ASBVd), causante de la "mancha de sol". Este patogeno, el mas pequefio
conocido, es un ARN monocatenario circular que se replica en los cloroplastos y no tiene cubierta
proteica (Joubert et al., 2024). Presente en multiples paises, provoca clorosis en frutos, hojas y
tallos, reduciendo el rendimiento. En México, la incidencia varia del 4.5 al 16% (arboles con
sintomas y asintomaticos), lo que hace inviable su erradicacion (Beltran, 2014). Como alternativas
de manejo, se proponen inductores, bioestimulantes y elicitores de resistencia sistémica.
Los inductores son moléculas exdgenas que activan las defensas en la planta (Schreiber y
Desveaux, 2008), mientras que los bioestimulantes mejoran la productividad y la tolerancia al
estrés (ej. extractos de algas, adcidos humicos) (Du Jardin, 2019). Por otra parte, los elicitores
inducen respuestas de defensa, como la produccion de fitoalexinas (Garcia et al., 2018); ejemplos
de estos ultimos son algunos elementos como el Ca (calcio) y el Si (silicio) (Zehra et al., 2021).
Comercialmente en el pais existe un producto denominado Virablock 3G-50® recomendado para
el manejo de virosis que combina terpenoides, alcaloides y polifenoles como inductores de
resistencia, junto con nutrientes (K, Ca, S, Cu y B) para mejorar la calidad del fruto. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de *Virablock 3G-50®* y los nutrientes mencionados en
el contenido de clorofila, el desarrollo y el nimero de frutos en arboles de aguacate infectados con

A.albamaculaperseae.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 de agosto de 2023 a julio de 2024 en un huerto de aguacate ‘Hass’
de 12 anos de edad, injertado sobre portainjertos criollos mexicanos, ubicado en el municipio
de Tancitaro, Michoacan (19° 25° 57.56” N, 102° 37’ 68.87” O), a 1580 msnm. Se seleccionaron
22 arboles: 14 mostraban sintomas caracteristicos de la mancha de sol, consistentes en lesiones
hundidas de color amarillo a rojo (en frutos en madurez de consumo), bandas amarillas en ramas y

mosaicos en hojas; los 8 arboles restantes eran asintomaticos.

Deteccion del viroide. De cada uno de los 22 arboles se extrajeron acidos nucleicos totales
con CTAB al 2% y NaCl 5 M, pH 5.2, cuya concentracion y pureza se determinaron en un
Nanodrop®. Se disenaron los iniciadores FAa (5-TCTGTTCCGACTTTCCGACT-3") y RAa (5’
CCTGGTTTCGTCAAAC AAAG-3’), que amplifican todo el genoma del viroide (249 pb). El
amplicon obtenido se visualizo en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio, en un

fotodocumentador (Quantum®) y fue secuenciado (Macrogen Inc. En Corea).

Tratamientos. Se evaluaron tres tratamientos en un disefio completamente al azar: a)
Arboles sanos (S), b)Arboles enfermos (E), y ¢) Arboles enfermos tratados con un bioestimulante
(E+Be). a los arboles del tratamiento E+Be se les aplicod mensualmente Virablock 3G-
50® combinado con K, Ca, S, Cu y B; las aplicaciones se realizaron con una aspersora
manual Swissmex 425® de 20 L, asperjando cada arbol hasta el punto de goteo. A los

tratamientos E y S no se les aplicé ningtn producto.

Variables evaluadas. En campo se registr6 mensualmente durante un afio la longitud y el
diametro ecuatorial del fruto con un vernier digital Insize® mod. 1108-150 (cuatro frutos por arbol)
asi como el contenido de clorofila en ocho hojas por arbol con un equipo atLEAF®, cuyas lecturas
se convirtieron a unidades SPAD. Por otra parte, se seleccionaron aleatoriamente ocho frutos por
arbol de cada uno de los tratamientos y se determind lo siguiente: a) peso de fruto con una bascula
electronica OHAUS®); b)didmetro ecuatorial y longitud con un vernier digital Insize®; c)firmeza
con penetrometro analdgico Wagner® a los siete dias poscosecha; d)madurez determinando el
porcentaje de materia seca con el procedimiento que se describe a continuacion: de cada fruto se
retird la epidermis, se ralld la pulpa y se pesaron 10 g, los cuales se secaron en horno a 70 °C
durante 48 h hasta peso constante. El porcentaje se calculé6 como: Materia seca (%) = (peso de la

pulpa seca/peso de la pulpa fresca) x100.
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Analisis de datos. Los datos se analizaron bajo un esquema bifactorial (fecha X
tratamiento) haciendo un analisis de varianza y posterior comparacion de medias con la prueba de

Tukey (*p* < 0.05). utilizando el paquete SAS® v. 9.0.
RESULTADOS Y DISCUSION

Longitud y diametro de fruto. El crecimiento en longitud y didmetro del fruto es una fase
fisiolégica normal en arboles sanos que se redujo debido a la infeccion por Avsunviroid
albamaculapersea.. El tratamiento E+Be mostro un incremento del 71.30% en el valor de estas
variables en comparacion al testigo S, superando en 11.58% al tratamiento E (59.72%)(Figura 1).
Se sabe que los bioestimulantes, debido a sus propiedades bioactivas, impulsan el crecimiento y

desarrollo de las plantas en condiciones de estrés (Shahrajabian ef al., 2024).
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Figura 1. Longitud y didmetro de frutos de aguacate var. ‘Hass ‘en arboles sanos e infectados con
el A. albamaculaperseae: E+Be: arboles infectados + bioestimulante + nutrimentos; S: arboles
sanos; E: arboles infectados.

Los mecanismos de accion reales de los bioestimulantes sobre las enfermedades parecen
ser el resultado de la sinergia entre los diversos compuestos bioactivos en las materias primas, sin
embargo, se pueden esperar resultados diferentes dependiendo del cultivo y condiciones presentes
(Xu & Mou, 2018). Mas que eliminar al viroide, se buscaba reducir el dafio provocado por la
infeccion. Los viroides son muy resistentes a la degradacion debido a su estructura
autocomplementaria similar a un baston y al ARN circular cerrado covalentemente que forma una
estructura secundaria muy estable. Esta caracteristica les ha conferido ventajas selectivas para

sobrevivir durante la evolucion (Mélling & Broecker, 2021).

Clorofila. La clorofila present6 una fluctuacion variable a lo largo del periodo de

evaluacion, y en algunos meses el tratamiento E+Be fuera estadisticamente superior al
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tratamiento S. Comparando la primera y la tltima lectura correspondientes al inicio y término de
las aplicaciones del bioestimulante, respectivamente, el tratamiento S aumento6 en un 80,55%, el
tratamiento E en un 22,38%y el tratamiento E+Be en un 2,61%. La clorofila es un pigmento cuya
sintesis requiere una alta demanda de energia, principalmente por su alto contenido de nitrogeno
(N). La naturaleza sésil de las plantas genera competencia por la luz y los nutrientes para asegurar

el éxito reproductivo (Vojtech et al., 2007).

Variables de postcosecha. Elpeso de los frutos del tratamiento E+Be fue
estadisticamente menor (25,96%) en comparacion con los tratamientos Sy E. En cuanto a
la firmeza del fruto, el tratamiento S fue estadisticamente superior, (27,75%) que el tratamiento E y
E+Be (28,7%). Respecto al porcentaje de materia seca, el tratamiento S fue significativamente
menor que los tratamientos E (37,18% menos) y E+Be (37,53%). Estos resultados reflejan
un desfase fenologico entre los darboles infectados y los darboles sanos. Aunque el
tratamiento E+Be no igualdé en peso al tratamiento S, mostré un proceso de maduracion mas
acelerado, lo que se tradujo en menor firmeza y mayor contenido de materia seca, superando

el 24% requerido por la APEAM para productores y empacadores.
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INTRODUCCION

La pitahaya, también conocida como fruta del dragén, es originaria de Centro y Sudamérica.
En América se cultiva en Nicaragua, Colombia, México y Guatemala; no obstante, por su valor
nutritivo su cultivo se ha extendido a Israel, Vietnam, China, India e Indonesia (Balendres &
Bengoa, 2019). En México, los principales estados productores de este fruto son Quintana Roo,
Yucatan, Puebla, Aguascalientes y Tabasco (SIAP, 2022). Actualmente, las enfermedades
amenazan la produccion de pitahaya; a nivel mundial, se han identificado 17 géneros y 25 especies
de patogenos que afectan flores, frutos y tallos en diferentes materiales genéticos de pitahaya; la
mayoria de estas enfermedades son causadas por hongos y bacterias (Balendres & Bengoa, 2019).
En México, en los ultimos 23 afios, en el cultivo de pitahaya unicamente se han identificado dos
enterobacterias asociadas con la pudricion del tallo y al hongo Botryosphaeria dothidea como
agente causal de manchas en los tallos en el estado de Yucatan (Valencia-Botin et al., 2003). Desde
entonces, no existe otra informacion acerca de las principales enfermedades que afectan la
produccion de pitahaya en México. En el estado de Puebla, en los tltimos afios, se ha incrementado
la incidencia de plantas cultivadas de pitahaya con sintomas de pudriciones y manchas negras en
los tallos. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue identificar y caracterizar los
patodgenos putativos que causan los sintomas de pudricion y mancha negra de tallo observados en

campo en el estado de Puebla, México.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Durante el ciclo de produccion de 2023, en huertos comerciales de
Huitziltepec y Chilac en el estado de Puebla se realizaron tres muestreos: mayo-junio, julio-agosto
y septiembre-octubre, que incluyeron diferentes etapas fenoldgicas del cultivo de pitahaya. Se
colectaron tallos con sintomas de pudricion, necrosis y flores abiertas con insectos.

Aislamiento: En el laboratorio se clasificaron los sintomas en pudricién y manchas negras
en tallo. Del tejido con ambos sintomas, se cortd aproximadamente 1 cm? de tejido de la zona de
transicion entre tejido sano y enfermo. Los trozos de tejido se desinfestaron con hipoclorito de
sodio (1%) y sembraron en los medios de cultivo PDA, BK, R2A y CPV. Después, se incubaron a
28 °C para propiciar el desarrollo de hongos, y a 4 y 28 °C para bacterias durante diez y tres dias
respectivamente. Las bacterias y hongos aislados se preservaron en glicerol al 30%.

Pruebas de patogenicidad: Las bacterias aisladas se inocularon por herida e infiltracion
en rodajas y tallos de pitahaya sanas, agave y sabila, con 10 pL de una suspension bacteriana a una
concentracion de 108 ufc mL!. Asimismo, los aislamientos fiingicos se asperjaron sobre tallos de
pitahayas sanas con y sin herida con una suspension con 10° conidios mL-!. En los tratamientos
testigo se utilizd la misma cantidad de agua destilada estéril en lugar del indculo bacteriano y
fungoso. Los cladodios inoculados se mantuvieron en cdmara hiimeda (humedad relativa > 90%)
y temperatura constante de 25 °C.

Caracterizacion: Los métodos microbiologicos para identificar y caracterizar
fitopatdgenos incluyen morfologia del aislamiento y estructuras de reproduccion, caracteristicas
fisiologicas y bioquimicas, asi como técnicas apropiadas de inoculacion, para determinar la
patogenicidad. La caracterizacion de los aislados bacterianos se llevd a cabo mediante métodos
estandar que incluyeron reaccion de Gram, hidrélisis de esculina, oxidacion y/o fermentacion de
glucosa, produccion de pigmentos fluorescentes en medio KB, hidrolisis de gelatina, y actividad
de oxidasa y catalasa, reaccion de hipersensibilidad en tabaco y actividad pectinolitica en rodajas
de papa. Los hongos se crecieron en PDA a 25 °C durante 7 dias para medir la tasa de crecimiento
diaria y caracteristicas morfoldgicas de la colonia, pigmentacion de la colonia en adverso y reverso
de la caja de Petri y tipo de micelio. Para las observaciones microscopicas, los aislados fungosos
se cultivaron en SNA (agar sintético pobre en nutrientes) y se incubaron a 25 °C en oscuridad. Las
estructuras flngicas se observaron y fotografiaron con un microscopio Primo Star (ZEISS) y una

camara digital (AmScope).
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Identificaciéon molecular: La identificacion de género y especie de los aislamientos
bacterianos y fungosos se realizo por PCR. La extraccion de DNA gendmico se llevo a cabo
mediante el método CTAB 2 %. Los aislados bacterianos se sometieron a un analisis de secuencia
multilocus (MLSA) con cuatro genes constitutivos (rpoB, gyrB, leuS, y fusA) y condiciones de
PCR descrito por De Armas et al. (2022); asimismo, para los hongos aislados se secuenciaron los
genes ITS y los genes parciales gapdh, act, tub2, rpb2, EF-1o y LSU (Manamgoda et al., 2012).
Para algunos aislamientos de Pantoea, se utilizaron los iniciadores HiVir2p F/HiVir2p R para
detectar la presencia de los genes biosintéticos HiVir, que estdn asociados con la patogenicidad
(Polidore et al., 2021).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron ocho morfotipos de bacterias de los tallos con sintoma de pudricion. Entre
estas, la cepa 2-3TH que mostrd colonias amarillas opaco, de consistencia mucoide en medio agar
nutritivo, Gram negativa, reprodujo el sintoma de pudricion en tallo en las pruebas de
patogencidad. En 2003, Valencia-Botin et al. concluyeron que al menos dos enterobacterias
estaban involucradas en la pudricion de tallo de la pitahaya; no obstante, la identificaron de los
agentes causales no fue precisa.

El analisis molecular mostré que la cepa bacteriana 2-3TH pertenece al género Pantoea.
Las especies de Pantoea han emergido en los tltimos afios como importantes fitopatogenos en la
agricultura. La patogenicidad en algunas especies de este género se ha asociado al grupo de genes
biosintéticos HiVir (Polidore et al., 2021), que produce pantafos, una toxina de fosfanato que
induce necrosis; estos genes se han detectado en aislamientos de Pantoea que causan la
podredumbre en cebolla. En particular, los genes HiVir se han identificado en la cepa P. vagans
GMI1 que induce pudricidon en la cebolla (Shin et al., 2025). En esta investigacion, el analisis
multilocus con los genes rpoB, gyrB, leuS y fusA fue concluyente al identificar a la cepa 2-3TH
como P. vagans 'y agente causal de la pudricion del tallo de pitahaya en el estado de Puebla, México.
En México, P. vagans se ha aislado de flores de dalia (Dahlia sp.) y agave (Agave angustifolia)
con sintomas de pudricion (Lara-Cortés et al., 2019; Rodriguez-Veldzquez 2024).

Los hongos reprodujeron sintomas de mancha negra similares a los observados en campo.
La caracterizacion morfologica y microscopica permitio asociar los sintomas de antracnosis con el
género Colletotrichum, manchas oscuras con Bipolaris y lesiones rojizas en los frutos con

Alternaria. Mediante el andlisis filogenético basado en secuencias de multiples genes (gapdh, act,
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tub2, rpb2, et-1a y LSU), se identificaron las especies de hongos Colletotrichum karstii, Biopolaris

cactivora y Alternaria alternata como agentes causales de enfermedades en el cultivo de la

pitahaya. La antracnosis en pitahaya se ha asociado con seis especies de Colletotrichum en todo el
mundo: C. aenigma, C. gloeosporioides, C. siamense, C. tropicale, C. truncatum (Hilma-dos

Santos et al., 2025) y C. karstii (Nascimento et al., 2019). En esta investigacion se identificod a

Bipolaris cactivora como agente causal de la necrosis del tallo de la pitahaya en el estado de Puebla.

B. cactivora se ha reportado causando necrosis en plantaciones de cactus; mientras en China y

Florida se ha reportado causando pudricion de flores y frutos de pitahaya (Tarnowski et al., 2010;

Qiu et al., 2021). A. alternata, es un importante fitopatéogeno y toxigénico en la fruta (Vilaplana

etal.,2017).
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria % ananassa) es una de las berries mas importantes a nivel mundial por
su valor econdmico y alto contenido de antioxidantes como antocianinas y elagitaninos. Su
demanda ha incrementado la produccion global, liderada por China, EE.UU., Espafia y México.
Sin embargo, su rendimiento es afectado por un complejo de hongos constituido por Fusarium,
Neopestalotiopsis, Macrophomina, Colletotrichum, Phytophthora y Pythium, entre otros, que
causa pudricién de raiz y corona (Koike y Gordon, 2015; Marin et al., 2018). En México, N. rosae
se reportd recientemente con alta relevancia fitopatologica y ha sido identificado con bases
moleculares solidas (Rebollar-Alviter et al., 2020). Otros géneros reportados incluyen Fusarium,
Verticillium, Rhizoctonia y Colletotrichum, (Ceja-Torres et al., 2008; Mariscal-Amaro et al,
2017), con limitaciones metodoldgicas asociadas a su identificacion molecular, pues esta se ha
basado en la secuenciacion de la region ITS, insuficiente para delimitar especies complejas
(Burkhardt ez al., 2019). Estudios previos realizados en distintas regiones freseras de México (datos
propios, no publicados) revelaron que Fusarium, Neopestalotiopsis y Macrophomina son los
géneros mas frecuentes en raiz y corona. En algunos sistemas de produccion Fusarium spp., ha
mostrado indicios de resistencia a estrobilurinas, lo cual requiere de un analisis experimental
profundo para fundamentar este supuesto. Variedades como ‘San Andreas’ y ‘Frontera’ presentan

mayor susceptibilidad lo que subraya la necesidad de actualizar el conocimiento, sobre su
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distribucion y diversidad nacional especialmente ante los cambios de variedades cultivadas,
condiciones climaticas y practicas de manejo. Aunque, Macrophomina ha sido poco documentada
en México, su frecuencia consistente de aislamiento justifica su inclusion en esta investigacion.
Por su alta prevalencia, el enfoque de esta investigacion hace énfasis en el estudio de Fusarium
debido a su alta prevalencia, por lo que se plantea su caracterizacion cultural y molecular multilocus
(ITS, tefl, all, CaM y rpbl,) para identificar especies, analizar su diversidad genética,
endemismo, prevalencia e interacciones, que pueden modificar la severidad de la marchitez. Esta
investigacion tiene como objetivos: a) analizar la relevancia sanitaria de Fusarium spp., mediante
verificacion cultural y molecular, distribucion regional, filogenia, sensibilidad a fungicidas y
patogenicidad, b) evaluar la coinfeccion de Fusarium spp., con Neopestalotiopsis y Macrophomina
en invernadero, y ¢) desarrollar una estrategia de manejo basada en tolerancia varietal y efectividad
de fungicidas.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y aislamiento de muestras. Se recolectaron plantas de fresa con y sin
sintomas de pudricion de raiz y corona en Michoacan, Guanajuato y Jalisco. Los tejidos con
sintomas se desinfestaron con NaClO 2% (3 min), enjuagaron con agua estéril e incubaron a
23 £2 °C en cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, Bioxén) adicionado con
acido lactico al 0.05%. Los bordes fungicos se transfirieron a PDA para su aislamiento. Se incluiran

también zonas de cultivo de Baja California, Puebla y Estado de México.

Obtencion de aislamientos monoconidiales. Se obtuvieron aislamientos monoconidiales
de Fusarium sp. y Neopestalotiopsis sp. mediante dilucion seriada (107') en agua destilada estéril,
colocando gotas en placas con agar. Después de 12 h, se seleccionaron conidios germinados bajo
microscopio y transfirieron a medio PDA. Para Macrophomina sp., los aislamientos se obtuvieron

por cortes de punta de hifa en el mismo medio.

Caracterizacion morfolégica, cultural y morfométrica de Fusarium sp.
Neopestalotiopis sp.y Macrophomina sp. Un total de 271 cepas de Fusarium sp., se caracterizaron
por su tasa de crecimiento radial en medio PDA, incubadas a 28 °C y fotoperiodo 12h

luz/oscuridad. Se registraron caracteristicas morfoldgicas y pigmentacion segin Rayner
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(McKnight, 1972). La caracterizacion conidial de Neopestalotiopsis spp. y Fusarium spp.

Macrophomina spp. se realizara empleando medios especificos para analisis conidial.

Patogenicidad de Fusarium sp., Macrophomina sp., Neopestalotiopsis sp., y
coinfeccion. Se inocularan plantas sanas del cv. ‘Frontera’ en invernadero para seleccion de cepas
representativas por severidad. El inoculo, obtenido de cultivos monoconidiales en PDA, se
incrementara en arroz (Fusarium y Macrophomina) y trigo (Neopestalotiopsis) (Acosta-Gonzélez
etal.,2022). Se usard una densidad de 1x10° conidios/mL e inocularan 10 plantas por cepa (1 mes

de edad de la planta) con 60 mL via drench. Se evaluara la incidencia, severidad y mortalidad.

Susceptibilidad de variedades de fresa a Fusarium sp. Se evaluara la respuesta sanitaria
de dos variedades de fresa (‘San Andreas’ y ‘Frontera’) con el aislamiento mas virulento de
Fusarium sp. Se determinard el periodo de incubacion, periodo de latencia, incidencia, severidad

y mortalidad.

Caracterizacion molecular y analisis bioinformatico. Se extraerd ADN de Fusarium
spp., por el método CTAB al 2% (Doyle y Doyle, 1990). Se amplificaran por PCR la region ITS,
y los genes tefl, all, CaM y rpb1, y los productos se secuenciaran en Macrogen (Macrogen, EUA).

Se realizara un andlisis filogenético.

Sensibilidad de Fusarium sp., a fungicidas. Las pruebas se realizaran en medio PDA
modificado con 0,001, 0,01, 0,1, 1,10 y 100 ug ml™' del ingrediente activo del fungicida (por
definir). Se utilizard un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones y el experimento se
replicara tres veces. Se determinara el porcentaje de crecimiento relativo y la concentracion
efectiva 50 (DEso).

Material vegetal, incremento de inéculo y experimento in vivo. Se utilizara la variedad
‘Frontera’ por su alta susceptibilidad a Fusarium spp. El experimento se establecera en invernadero
bajo un disefio en bloques completamente al azar, con cuatro repeticiones, 10 plantas por unidad
experimental, replicado dos veces. Se evaluard incidencia, severidad y mortalidad (Rebollar-

Alviter et al., 2020). La severidad se estimarad mediante una escala ordinal basada en sintomas. Los
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datos se analizardn mediante ANOVA (Proc Glimmix) en RStudio v4.5.0, transformando la

severidad a proporcion y aplicando anélisis de mediciones repetidas por tiempo y tratamiento.
RESULTADOS Y DISCUSION

Hongos asociados a pudricion de raiz y corona de fresa. Los géneros aislados, con
frecuencia variable, fueron Fusarium, Neopestalotiopsis, Rhizoctonia, Macrophomina, Alternaria,
Cylindrocarpon, Colletotrichum y algunos oomicetos. A diferencia de Ceja-Torres et al. (2008),
se detectaron géneros no reportados previamente, aunque Fusarium sigue siendo frecuente. Las
variaciones podrian deberse al manejo, densidad de inoculo y sanidad del material vegetal usado
para establecer las plantaciones (Rebollar-Alviter et al., 2020).

Caracterizacion cultural. El andlisis de 271 cepas de Fusarium spp. reveld dos clados y
28 grupos morfoldgicos, lo que sugiere variacion de especies asociadas a necrosis de raiz y corona
de fresa en México. Por otra parte, Burkhardt ez al. (2019) destacaron la importancia del analisis
molecular para la delimitacion de especies dentro de grupos del género Fusarium. Actualmente, se
encuentra en proceso la caracterizacion de aislamientos de Neopestalotiopsis spp. y Macrophomina
spp. de esta investigacion.
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INTRODUCCION

México es el principal productor de zarzamora (Rubus ulmifolius) a nivel mundial,
Michoacéan concentra mas del 90% de la produccion nacional con 214,706 toneladas en 2023. Los
principales destinos de exportacion son Estados Unidos, Canadad y Europa (SIAP, 2024). Una de
las principales limitantes fitosanitarias del cultivo es la marchitez vascular de la zarzamora causada
por Fusarium. Este hongo se caracteriza por alta incidencia, severidad, distribucion y dificil manejo
(Pastrana et al., 2021). En México, la enfermedad se reportd en 2011 en Los Reyes Michoacan. La
variedad Tupy, ampliamente cultivada es susceptible, al igual que otras variedades recientes, un
sintoma tipico es el amarillamiento y necrosis parcial del tallo. El manejo intensivo y la produccion
forzada del cultivo genera estrés fisiologico que favorece la infeccion y severidad (Hernandez-Cruz
et al., 2020; Pastrana et al., 2021). Aunque el control quimico es frecuente, ha crecido el interés en
el uso de microorganismos como agentes de biocontrol, debido a la resistencia de patogenos,
impacto ambiental y riesgos a la salud. Trichoderma destaca por sus diferentes mecanismos de
accion (Dutta et al., 2022). En este trabajo se postula que el andlisis integral de la diversidad
morfoldgica y génica de Fusarium spp. y Trichoderma spp. representan una estrategia fundamental
para entender el efecto de la interaccion en la estructura poblacional espacio-temporal. Por tanto,
el objetivo fue: caracterizar la diversidad fenotipica y génica de Fusariumy Trichoderma asociados

a la marchitez de la zarzamora en el contexto tecnoldgico de la vertiente productiva en Michoacén.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Las colectas se realizaron en 10 municipios del estado de Michoacan y
36 huertos comerciales con diferentes variedades, niveles tecnologicos, condiciones climaticas y
manejo agronoémico, en diferentes afios 2018, 2020, 2023 y 2024, con el fin de determinar la

variabilidad de estos hongos a través del espacio y tiempo.

Método de muestreo: Se realizd un muestreo dirigido en torno a focos y perifocos, se
tomaron muestras de agua, suelo, raiz, corona, tallo y hoja. Se sigui6 el protocolo propuesto por
Lopez- Bautista et al. (2019) con modificaciones. Las muestras de tejido incluyeron raices
secundarias, coronas, tallos con y sin sintomas, foliolos de la parte baja, media y alta de la planta.

El material colectado se colocd en bolsas herméticas y se mantuvieron a 4- 6 °C hasta su proceso.

Aislamiento y purificacion: los aislamientos se realizaron siguiendo los protocolos
propuestos por CP-LANREF, se utilizaron medios selectivos y no selectivos. A partir de los
crecimientos obtenidos a las 48 h, se seleccionaron, cuantificaron y purificaron los morfotipos
putativos a Fusarium y Trichoderma los cuales se mantuvieron en camara bioclimatica a + 28°C.

Finalmente se conservaron las cepas con dos métodos: glicerol al 10% y silica gel.

Caracterizacion morfolégica: para la caracterizacion macroscopica se utilizaron los
medios de cultivo PDA y SDA para Fusarium; PDA y V8 para Trichoderma, se registraron
caracteristicas como tipo, forma, textura, y coloracion del micelio. Para la caracterizacion
microscopica se utilizo el medio SNA y la técnica de microcultivos, tomando en cuenta la
formacion de fialides, clamidosporas y la caracterizacion de conidios. Las estructuras se observaron
con un microscopio Carl Zeiss a 40x. Se tomaron fotografias con camara digital Canon (EOS

REBEL T6) y se realizaron las mediciones con el programa ImageJ 1.54.

Extraccion de DNA, PCR y secuenciacion génica: la seleccion de cepas de Fusarium
para el andlisis molecular se realizdé con el programa Reg-N (CP-LANREF, no publicado) que
contempla variables epidemiologicas. La extraccion de ADN se realiz6 con el protocolo AP (SDS
1%) (Sambrook y Russell, 2001) modificado. La calidad y concentracion de ADN se cuantifico
con un Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), la concentracion final se ajusto a 40
ng/ul. En la PCR se utilizaron los oligos EF1*/ EF2*, un termociclador T-100 de BioRad y el

programa propuesto por Mendoza-Ramos et al. (2021). Los fragmentos amplificados se analizaron
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por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y TBE 1X. El producto de PCR obtenido se envi6 a

Macrogen Inc., Korea.

Identificacion y analisis filogenético: Las secuencias se editaron con el programa
SeqAssem (v07/2008) para eliminar ambigiiedades y se compararon con la base de datos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar las especies y complejos.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron 360 cepas, 243 pertenecientes al género Fusarium y 117 a Trichoderma

de un total de 3704 aislados en medio PDA y Komada (Figura 1).
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Figura 1. Aislados seleccionados por variedad, municipio y tipo de tejido vegetal. A: Total de aislados de Fusarium.
B: Total de aislados de Trichoderma.

La caracterizacion cultural mostr6é 20 morfotipos de Fusarium y ocho de Trichoderma, sin
embargo, esta clasificacion es poco precisa debido a la plasticidad fenotipica de estos géneros, tal
como lo senala Infante et al. (2023) (Figura 2). En la caracterizacion microscopica de Fusarium
se observaron macroconidios con 3- 5 septos, de tamafio variable entre 12.10- 39.33 um de largo
y 2.20- 4.04 pm de ancho. Los microconidios observados fueron de formas unicelulares,
bicelulares, ovales, ovoides o reniformes, de 6.19- 14.33 um de largo y 1.60- 3.20 um de ancho, la
mayoria de los aislados present6 clamidosporas solitarias, en pares o grupos como lo reporta Leslie

y Summerell, (2006).
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Figura 2. Caracterizacion cultural. A: Morfotipos de Fusarium en medio PDA; B: Morfotipos de Fusarium en medio
SDA; C: Morfotipos de Trichoderma en medio SDA; D: Morfotipos de Trichoderma en medio V8.

Se realizo la extraccion de ADN de 20 aislados de Fusarium seleccionados por Reg-N. Las
calidades de ADN fueron entre 1.8-2.0 y se obtuvieron productos de PCR de 650 pb con el gen
TEF 1-a. El Blast de las secuencias de 11 aislados mostro 100 % de homologia con Fusarium
oxysporum, siete cepas con F. oxysporum f. sp. fragarie y dos con F. verticillioides, especies que
coinciden con lo reportado en zarzamora silvestre y la variedad tupy por Pastrana ef al. (2021) y
Hernandez-Cruz, (2020). Estos resultados concluyen que la caracterizacion morfo-molecular de
Fusarium refleja una diversidad de morfotipos y especies asociadas a la marchitez vascular del
cultivo, destacando F. oxysporum. La deteccion simultanea con Trichoderma sugiere una posible

interaccion de biocontrol lo cual requiere mayor investigacion.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria X ananassa Duch.) es un cultivo de alta demanda en México y en el
mundo (Romero-Romano et al., 2012). México fue el tercer productor mundial y el segundo
exportador en el 2020 (SIAP, 2021). Sin embargo, los reportes indican una disminucion, ya que en
el 2021 se produjo 36.9 % menos respecto al afio 2019 (SIAP, 2024). En el 2023, México descendio
al quinto lugar como productor, con una produccion de 641,552 toneladas (SIAP, 2024). Las dos
principales entidades productoras de fresa en México son Michoacan y Baja California, quienes
aportaron el 58.7 % y el 25.4 % del total de la produccion en el 2023 (SIAP, 2024). A pesar de su
importancia econdémica, la produccion de fresa enfrenta importantes desafios por plagas y
enfermedades. En las principales regiones productoras de fresa en México las enfermedades del
cultivo son un factor limitante importante, particularmente el marchitamiento de plantas y la
pudricién de raiz y la corona (Narro-Sanchez et al., 2006), que puede causar pérdidas superiores al
50 % (Martinez y Del Rio, 1977). Hasta 2006, los patdégenos reportados como causantes de estos
sintomas fueron Fusarium spp., Alternaria spp., Verticillium spp., Rhizoctonia spp. y Phytophthora
spp., destacando los dos primeros como los principales agentes causales de la enfermedad en la
fresa en Michoacan y Guanajuato. Aunado a esto, recientemente ha surgido un nuevo problema
fitopatoldgico de la fresa de gran importancia en México y en el mundo por su alto nivel de
incidencia en los predios y la severidad de dafios que causa. Este problema se ha asociado al hongo
Neopestalotiopsis spp. En México, en el 2017, se observaron pérdidas de trasplantes de hasta 50%
en Zamora, Michoacan, debida a una enfermedad asociada a pudricion de raiz, pudricién de corona
y manchas foliares. Rebollar-Alviter et al. (2020) reportaron a Neopestalotiopsis rosae como

agente causal de estos sintomas en fresa en Zamora, Michoacdn. Dada la importancia de la
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enfermedad, se requiere realizar estudios mdas extensos a nivel regional y tomar acciones que
contribuyan a la implementacioén de una estrategia de manejo integrado de la enfermedad basada
en la determinacion de fuentes de indculo primario y la epidemiologia de la enfermedad (Rebollar-
Alviter et al., 2020). En este sentido, la identificacion de el o los agentes causales de la enfermedad
y su prevalencia es crucial para investigar e implementar estrategias de manejo eficientes
(Martinez-Ruiz et al., 2016). Como una primera aproximacion al conocimiento de la etiologia
actual de la marchitez, pudricion de corona y raiz de la fresa, asi como del estudio de su
epidemiologia y estrategias de manejo, se realiz6 la identificacion de hongos y oomicetos asociados

a este cultivo en condiciones de plantas sintomaticas, en Michoacan, México.
MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y periodo de evaluacién. En el 2024, se realizo el muestreo de plantas
enfermas en 63 unidades de produccion (UP), en Zamora y Jacona, Michoacan. Se muestrearon

dos plantas sintomaticas por UP.

Aislamiento de hongos y oomicetos. Se obtuvieron fragmentos de tejido de raiz, corona y
hojas (cinco por tipo de tejido) por planta muestreada y se desinfestaron con alcohol (70%), seguido
de hipoclorito de sodio (3%), por tres minutos cada uno. Posteriormente se realizaron dos enjuagues
con agua destilada estéril y se colocaron sobre toallas estériles por 24 h para su secado. Se
sembraron los fragmentos en cajas de Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) con
acido lactico. Se sembraron 1,890 fragmentos (1/3 fue tejido de raiz, 1/3 de corona y 1/3 de hoja).
Se incubaron a 22 + 2 °C por 2-5 dias. Los crecimientos miceliales se transfirieron a cajas
individuales con PDA. Se realizo la purificacion de los aislamientos mediante cultivo monosporico

y punta de hifa.

Identificacion de los aislamientos. La identificacion fue mediante caracteristicas
morfologicas de la colonia y de conidios, asi como la comparacion con claves y descripciones

morfoldgicas en literatura cientifica.

RESULTADOS Y DISCUSION
En el 54.5 % de tejidos se tuvo crecimiento micelial (Figura 1a). La mayoria de estos

aislamientos (48.1 %) se obtuvieron de corona y raiz (30.4 %), siendo menor en hoja (Figura 1b).
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a) Neadihaids 5% b) Corona(48.1%)

Hoja(21.

aiz(30.4%)
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c) W 1(289%) Neopestalotiopsis spp.
W 2(138%) F oxysporum
3(10.9%) Rhizoctonia spp.

B 4(54%) Chaetomium spp.
@ 5(39%) Macrophomina spp.
© 6(38%) Botrytis spp.

B 7(34%) Aiternaria spp.

© 8(25%) £ graminearum

0 9(1.9%) £ solani

B 10(0.9%) Lasiodiplodia spp.
B 11(09%) Rhizopus spp.

B 12(05%) Saprofito

W 13(03%) Verticillium spp.

O 14(0.1%)  Colletotrichum spp.
O 15(0.1%) Gliocladium spp.
MW 16(226%) Desconocido

Figura 1. Resultados de aislamiento de hongos en fresa con marchitez y pudricién de raiz y corona: a)
porcentaje de tejidos que mostraron crecimiento micelial; b) distribucién de los aislamientos segtn el tipo
de tejido de aislamiento; c¢) Frecuencia de aislamiento de hongos por género o especie.

Se identificaron 12 diferentes géneros de hongo y una proporcion de los aislados (22.6 %)
aun no fue identificada (Figura 1¢). Neopestalotiopsis spp. se aislé con mayor frecuencia (28.9 %),
seguido de Fusarium oxysporum (13.8 %)y Rhizoctonia spp. (10.9 %). Hasta 2006, Fusarium spp.,
Alternaria spp, Verticillium spp., Rhizoctonia spp., y Phytophthora spp., se reportaron como
agentes causales de marchitez y pudricion de raiz y corona de la fresa, siendo los dos primeros, los
principales agentes causales de estos sintomas en fresa en Michoacan y Guanajuato (Narro-Sanchez
et al., 2006). Sin embargo, en el 2017, se observaron pérdidas de trasplantes de hasta 50% en
Zamora, Michoacén, debida a una enfermedad asociada a pudricion de raiz, pudricion de corona y
manchas foliares. Rebollar-Alviter et al. (2020) reportaron a Neopestalotiopsis rosae como agente
causal de estos sintomas en fresa en Zamora, Michoacan. Los resultados de este trabajo demuestran
que actualmente Neopestalotiopsis spp. esta ampliamente distribuido y en alta prevalencia en la
region productora de fresa en el estado de Michoacan. Otros hongos reportados como patdogenos
en fresa son Macrophomina spp. y Lasiodiplodia spp. Se reporta a Lasiodiplodia theobromae como
agente causal de muerte regresiva en este cultivo (Nam et al., 2016) y a Macrophomina phaseolina
como causante de pudriciéon de corona y raiz (Qamar et al., 2019). Estos hongos fueron
identificados en este estudio, aunque con menor frecuencia que otros géneros. Sin embargo, deben
considerarse de importancia, ya que M. phaseolina puede causar graves pérdidas (mas del 80 % de
mortalidad de plantas) en condiciones favorables para la enfermedad (Peres et al, 2018).

Chaetomium spp. fue de los que se aislo con mayor frecuencia. Muchas especies de Chaetomium
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spp. son endofitos que colonizan asintomaticamente tejidos sanos de plantas (Elkhateeb et al.,

2021). F. graminearum fue otro hongo identificado en este estudio. No existen reportes de esta

especie como patodgeno en fresa. Se ha reportado como patdogeno de cereales, como el maiz (Leslie

y Summerell, 2006), el cual se siembra en rotacion con la fresa en Michoacan.

Se aislaron 12 géneros distintos de hongos en fresa con sintomas de marchitez y pudricion
de corona y raiz. Neopestalotiopsis spp. se aislo con mayor frecuencia, seguido por F. oxysporum
y Rhizoctonia spp. Otros hongos aislados fueron Alternaria spp., Macrophomina spp.,
Lasiodiplodia spp. y Verticillium spp. Todos ellos reportados como patégenos en la fresa. Este
trabajo es una primera aproximacion del estudio del estado actual de la sanidad del cultivo de fresa
en el estado de Michoacan, que establece las bases para estudios posteriores en aspectos de
estrategias de manejo y epidemiologia de las enfermedades en este cultivo.
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INTRODUCCION

Meéxico se posicioné como el quinto productor mundial de fresa (Fragaria % ananassa),
con un rendimiento de 641 522.22 ton (FAOSTAT, 2023). En el mismo afo, los principales estados
productores fueron Michoacan, Guanajuato y Baja California (SIAP, 2023). La fresa es altamente
susceptible a patogenos bidticos y abioticos que afectan significativamente el rendimiento y calidad
de frutos. Uno de los principales problemas parasitarios es la “marchitez de la fresa”, que causa
necrosis de raiz, corona y tallo, asi como clorosis, enanismo, marchitamiento y muerte de la planta.
De acuerdo con Ceja-Torres et al., 2008, esta enfermedad se asocia a Fusarium sp., Cylindrocarpon
sp., Verticillium alboatrum, Colletotrichum sp, Phytophthora sp., Phytium aphanidermatum y
Rhizoctonia fragariae. Mariscal-Amaro et al. (2017), reportd pérdidas de hasta 50% en la
produccion de fresa en Guanajuato, Méx. Por su parte Barcenas-Santana et al. (2019) reporto el

mismo porcentaje para Morelos, Méx., en ambos casos atribuibles a este complejo.

Los sintomas de plantas enfermas, como clorosis, lesiones necréticas y reduccion de
biomasa, entre otros, inducen cambios en la coloracion de los tejidos, detectable mediante la
reflectancia registrada por sensores remotos de imagen RGB (Red, Green, Blue), multiespectral o
hiperespectrales, incorporados a vehiculos aéreos no tripulados (VANT) o drones. Estos
constituyen una herramienta de teledeteccion con alto nivel de resolucion, que permiten generar
indices de vegetacion para evaluar el estrés de las plantas. La aplicacion de estos modelos facilita
el diagnostico sanitario rapido y localizado de anomalias abioticas o biologicas, pudiendo aplicarse

simultaneamente y con rapidez a extensas superficies de cultivo.

Pégina | 80



mailto:aguilera@colpos.mx

Los objetivos de esta investigacion son; a) Determinar un modelo de deteccion temprana
de marchitez de la fresa con el uso de cdmara RGB incorporada a VANTS. b) Comparar indices de
vigor en diferentes estados fenologicos del cultivo, ¢) Determinar con indices de vigor el

comportamiento espacio-temporal de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El registro fotografico y otros datos biolégicos se realizé de marzo a mayo
de 2025, en una huerta comercial de fresa cv. ‘Frontera’, ubicada en Tarandacuao, Guanajuato,
Meéxico, bajo un sistema de plantacion semidirecta. El primer muestreo se realizo 20 dias después
del trasplante y los subsecuentes durante la etapa vegetativa del cultivo y emision de estolones
utilizados para repoblado de la plantacion. La verificacion de hongos se realizd con técnicas de
cultivo e identificacion de rutina utilizadas en el Laboratorio de Enfermedades de Frutales y
Epidemiologia LANREF, ubicado en el edificio de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo, Texcoco, México.

Recoleccion de material vegetativo. Se recolectaron plantas de fresa con marchitez,
amarillamiento, enanismo y necrosis radical. También, hojas individuales con gradientes de dafio
por necrosis o clorosis. Las muestras vegetativas recolectadas fueron trasladadas al laboratorio para

verificacion taxondémica de hongos.

Aislamiento e identificacion de hongos asociados. Las muestras se lavaron con agua
corriente para eliminar el exceso de tierra y otros contaminantes. Posteriormente, se secaron a
temperatura ambiente. De cada tejido afectado (raiz, corona y hoja), se seccionaron cuatro

fragmentos de 0.5 a 1cm?

. En el caso de la corona, se realiz6 un corte transversal para extraer
tejido vascular y medular. El resto del material vegetal se desinfestd con una solucion de hipoclorito
de sodio (2%) por 2 min, seguido de un triple lavado con agua estéril. Las muestras se secaron
sobre papel absorbente estéril (Sanitas®?) dentro de una cdmara de flujo laminar. Posteriormente,
los fragmentos se colocaron en cajas Petri con medio papa-dextrosa-agar (PDA, Bioxon) +
estreptomicina (0.25g/1) e incubaron a +£23°C por 15 dias a fotoperiodo 12 h luz/oscuridad. Se
obtuvieron cultivos monospdricos y por punta de hifa en medio de cultivo PDA + estreptomicina

(0.25g/1). Los aislados se caracterizados con base en color de colonias y presencia de estructuras

reproductivas, entre otras, conidiomas, conidiéforos y conidios Granados-Montero et al. (2022).
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Registro fotografico. Se emple6 un dron Phantom 4 (DJI), equipado con una cAmara RGB
con sensor CMOS 1/2.3"", resolucion de 12.4 megapixeles y sistema de posicionamiento
GPS/GLONASS DIJI (2025). En cada sesion, los vuelos horizontales se realizaron siguiendo una
ruta de vuelo automatica mediante la aplicacion DJI PilotR, a una altura de 15m sobre el suelo,
velocidad de 1.3m/s, y traslape fotografico del 65% frontal y 65% lateral. Asimismo, se realizé un
segundo vuelo con pardmetros de traslape de 70% frontal y 70% lateral para mejorar cobertura
espacial. Ademas, se capturaron imagenes verticales a partir del centroide de la parcela a diferentes
alturas (100, 90, 80, 70 y 60 m). El registro fotografico se realiz6 entre las 10:00 y 12:00 h, con
cielo parcialmente despejado y corrientes de aire menores a 10km/h. El area cubierta por cada vuelo

fue de aproximadamente 0.8 ha.

Procesamiento de imagenes. La construccion de ortomosaicos se realizo con el programa
Agisoft Metashape Professional v1.5.1. La extraccion y georreferenciacion de plantas con sintomas
seleccionadas en campo se realizd con el programa Qgis v3.42.0, la generacion de indices de

vegetacion se realizo con RStudio v2024.12.1 Build 563, aplicando c6digo abierto en lenguaje R.
RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de microorganismos asociados. Se obtuvieron 137 aislados
(55% se obtuvo de raices, 32% de coronas y 12% de hojas). Algunos de los organismos
preliminarmente identificados por técnicas culturales fueron: Fusarium sp., Alternaria sp.,
Colletotrichum sp., Neopestalotiopsis sp. y Dactylonectria sp. (Ceja-Torres et al., 2008; Espinoza-
Altamirano et al., 2017; Mariscal-Amaro et al., 2017; Rebollar-Alviter et al., 2020). Estos hongos
se han reportado como agentes causales de marchitez de la fresa en diversas variedades y sistemas

de produccion en México y de igual manera para Costa Rica (Granados-Montero et al., 2022).

Registro fotografico. Se tiene un acervo fotografico de 395 imagenes RGB del desarrollo
fenoldgico del cultivo y dispersion espacial de la marchitez, correspondiente a vuelos horizontales
con 65% de traslape frontal y lateral y 784 imagenes con traslape del 70%, asi como imagenes a

diferentes alturas (100, 90, 80, 70 y 60m).

Procesamiento de imagenes. Se han logrado construir seis ortomosaicos, correspondientes
al estado fenologico de desarrollo vegetativo y emision de estolones. Todas las plantas con

sintomas de marchitez se encuentran georreferenciadas para identificar la distribucion y expansion
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espacial de focos de infeccion. El procesamiento de ortomosaicos mediante cédigo R, se encuentra
en desarrollo. Se ajustaran variables y parametros para generar indices de vegetacion para deteccion

temprana de marchitez.

Actualmente, continua el registro fotografico para caracterizar la evolucién epidémica de
marchitez en concordancia con la fenologia del cultivo. También la verificacion de
microorganismos asociados en laboratorio. También se aplicaran técnicas complementarias para
confirmar la identificacion cultural y molecular de los microorganismos aislados y relacionar su

presencia con patrones espectrales observados con las imagenes RGB e indices de vegetacion.
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INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es el segundo grano mads cultivado en el mundo, con una
produccion de 789.5 millones de toneladas (Mt). En México ocupa el cuarto lugar, con una
produccion de 3.281 Mt, siendo el trigo harinero de ciclo otofio-invierno bajo riego el que aporta
alrededor del 90% de la produccion nacional (CANIMOLT, 2022). Sin embargo, su productividad
se ve afectada por enfermedades inducidas por fitopatdégenos, como Fusarium graminearum,
agente causal del tizon de la espiga, que posee como factor de virulencia la produccion de
micotoxinas como tricotecenos, deoxinivalenol (DON) y el nivalenol (NIV) perjudiciales para la
salud humana y animal (Malbran et al., 2014). Para su control, se emplean cultivares con resistencia
moderada a alta; no obstante, estos no son suficientes para prevenir una epidemia. Por ejemplo,
variedades resistentes como Sumai 3 presentan limitaciones como un tamafio inadecuado para la
trilla y bajo rendimiento del grano (Ribichich, Lopez & Vegetti, 2007). También se utilizan
fungicidas como benzimidazoles, triazoles y estrobilurinas; lo cual por su uso excesivo e
indiscriminado ha favorecido la aparicion de cepas resistentes y un incremento en la produccion de

micotoxinas (Zhou et al., 2020).

Hasta el momento, no existe un método de control completamente eficaz contra esta
enfermedad, por lo que se propone el uso de Trichoderma harzianum como una alternativa
ecologica. Este hongo presenta un mecanismo micoparasitico mediante la produccion de
compuestos antifungicos, enzimas y proteinas que degradan la pared celular del patogeno (Schmoll

& Schuster, 2010). Ademas, activa los mecanismos de defensa de la planta y facilita la absorcion
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de nutrientes, promoviendo asi su crecimiento y desarrollo (Vinale et al., 2008). Por otro lado, la
nanotecnologia ha incursionado en la creacién de nanoparticulas (NPs) de 6xidos metalicos que
poseen propiedades antifungicas (Akbar et al., 2019). Gaber et al., (2023) reportan que las NPs de

CuO tienen efecto antifiingico frente especies de Fusarium.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de 7. harzianum y NPs de CuO en el
control de F. graminearum en trigo. Se presenta ensayos de inhibicion y antagonismo in vitro de

las NPs, asi como pruebas de toxicidad en plantas adultas de trigo.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los medios de cultivo y ensayos de inhibicion de las NPs de CuO

Para el testigo se utilizo medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA-Difco™) se prepard como
lo describe el fabricante y el medio que contenia las NPs de CuO se prepard como se describe: una
vez esterilizado el medio PDA, se mantuvo en agitacion constante y se le agregaron
concentraciones de 50, 200, 400, 500, 600, 700, 900 y 1000 ppm, las NPs de CuO previamente
sonicadas por 20 min. Finalmente, se inocularon mediante la técnica de bocado a 7. harzianum y
F. graminearum, y se monitoreo su crecimiento durante 15 dias. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se calculo el porcentaje de inhibicion micelial, finalmente las muestras se llevaron a
microscopia electronica de barrido para observar y medir el efecto de las NPs de CuO en las hifas
de hongos evaluados.

Ensayos de antagonismo de 7. harzianum contra F. graminearum

Las confrontaciones se realizaron por triplicado, se incubaron a 28 °C a 12h luz y 12 h
oscuridad. Como control, cada hongo se confronté consigo mismo. Para las confrontaciones en
presencia de NPs de CuO, se utilizaron concentraciones de 50, 200, 400 y 500 ppm se monitoreo
durante 15 dias y se calcul6 el porcentaje de reduccion de crecimiento con la ecuacion propuesta
por Sundar ef al. (1995).

Pruebas de toxicidad de NPs de CO en plantas adultas de trigo

Se realizaron dos aplicaciones semanales foliares hasta punto de saturacion de NPs de CuO
en plantas de trigo de variedad Urbina y Maya de 10 semanas de edad. Las concentraciones
utilizadas fueron de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. Ademas del tratamiento control donde se utiliz6
agua destilada. La evaluacion de los parametros se realizo dos semanas después de la aplicacion de

los tratamientos, donde se midio altura total, peso seco y analisis quimico elemental.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La inhibicion del desarrollo de F. graminearum en medio PDA con NPs de CuO, se observo
al noveno dia de la inoculacion, mostrando una reduccion del crecimiento micelial de 9.6 %, 54.17
%, 22.13% y 100 % con dosis de 50, 200, 400 y 500 ppm, respectivamente. A partir de 500 ppm,
hay una inhibicion del 100%, por lo que las NPs de CuO poseen propiedades antifiingicas. Las
micrografias obtenidas y las mediciones del grosor de las hifas mostraron que a partir de 200 ppm
se presentan alteraciones morfoldgicas en las hifas de F. graminearum. Hifas excesivamente
anchas podrian dificultar la penetracion inicial en los tejidos del trigo, mientras que hifas
excesivamente delgadas podrian comprometer el transporte de nutrientes, la resistencia a
condiciones adversas y la formacion de estructuras de dispersion, afectando asi el crecimiento y la

propagacion del hongo (Giedroj¢ et al., 2025).

En las pruebas de antagonismo, la reduccion del crecimiento micelial fue del 43.4 % en el
control (medio de cultivo sin NPs), mientras que los tratamientos con nanoparticulas mostraron
reducciones del 62.85 %, 67.42 %, 80.57 % y 100 % con concentraciones de 50, 200, 400 y 500
ppm, respectivamente. Estos resultados sugieren que la combinacion de 7. harzianum y NPs de

CuO e¢jerce un efecto antagonico y antifungico significativo contra F. graminearum.

En los ensayos de toxicidad de las NPs de CuO realizados en plantas adultas de trigo, se
observo un aumento en el crecimiento y en el peso seco a una concentracion de 500 ppm, en
concordancia con lo reportado por Rashid ef al. (2023). No obstante, también se detectaron
malformaciones en algunas espigas y una disminucién en los niveles de manganeso (Mn).
Generalmente, las dosis utilizadas en estudios de fertilizacion con NPs de CuO en plantulas de
trigo no superan los 100 ppm; sin embargo, no existen reportes previos de ensayos realizados en

plantas adultas (Alhaithloul et al., 2023).

Con base en los resultados de los ensayos de fitoxicidad y eficacia antifingica, se propone
una concentracion de 400 ppm de NPs de CuO como dosis 6ptima para el control de la fusariosis

de la espiga en trigo.
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INTRODUCCION

La produccion de maiz (Zea mays L.) en México es diversa, pero a pesar del sistema de
cultivo, el grano se puede contaminar por aflatoxinas (AF). Las AF son metabolitos secundarios,
producidos por el hongo Aspergillus flavus. Desde 1990 se tienen los primeros reportes de
contaminacion por AF en la region de Tamaulipas. Sin embargo, en los ultimos afios, el problema
ha aumentado debido a que en el pais se han presentado condiciones favorables, como altas
temperaturas y sequias, que propician la produccion de AF. Una de las mejores estrategias para
reducir la contaminacion por AF es el uso del control bioldgico mediante la aplicacion en campo
de cepas no aflatoxigénicas de A4. flavus en formulaciones comerciales como: AF36-Prevail® y
Afla-Guard® (EE. UU), Aflasafe (Africa) y AF-XI® (Italia) (Moral et al., 2020). La formulacion
AF36-Prevail® se probd con buenos resultados en campos maiceros de Tamaulipas y Campeche
con reduccion en los niveles de AF en grano por debajo de los limites maximos permitidos (<20
ppb) (Mufioz-Zavala et al., 2025; Ortega-Beltran et al., 2016). Para mayor efectividad, es
importante que la cepa sea endogena de la zona donde se usard, y que los productos de biocontrol
se hayan formulado con multiples cepas (Mehl et al., 2012).

Por lo tanto, el objetivo general de este proyecto es estudiar la distribucion poblacional de
cepas de A. flavus nativas de campos maiceros con produccion de hibridos y criollos en climas
tropicales y subtropicales de México, para seleccionar las cepas mas promisorias con actividad de
biocontrol similar o superior a la cepa control AF36-Prevail®. En este evento se reportan avances
del aislamiento, caracterizacion y determinacion de morfotipo esclerotico de cepas de Aspergillus

de suelos maiceros de México.
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MATERIALES Y METODOS
Muestreo de suelos maiceros. Se muestrearon 286 campos distribuidos en 96 municipios
de 11 regiones de México durante 2023-2025 (Cuadro 1) con diferentes escenarios de: manejo
agrondmico, clima, tipo de suelo, siembra de maiz hibrido y criollo, para examinar la asociacion
que pudiera ocurrir en presencia o ausencia de 4. flavus. Los procedimientos de colecta se hicieron
de acuerdo con Ortega-Beltran et al. (2015).

Cuadro 1. Total de muestras de suelo maicero colectadas por lugar de origen en México.

Numero
Estado Municipio / Localidad de
muestras
Baja California  Mexicali 15
Bacabchen, Calakmul, Candelaria, Chavi, Chunyaxnic,
Campeche Emiliano Zapata, Katab, Nohalal, Nuevo Progreso, Nueva 66
Trinidad, Pachuitz, Santa Rosa, Yalnon
Chiapas Chiapa de Corzo, La Concordia, Suchiapa, Villaflores 15
Chihuahua Guachochi, Mariano Balleza 10
Guanajuato Celaya, Cortazar, Juventino 6
Jalisco San Juan de los Lagos, Poncitlan 6
Michoacan Zamora 3
Sonora Benito Juarez, Cajeme, Huatabampo 15
Tamaulipas Abasolo, Diaz Ordaz, Rio Bravo 23

Veracruz-Region:
Acajete, Altotonga, Atzalan, Ayahualulco, Jalacingo, Las
Centro . . 52
Vigas, Tepeyolulco, Texhuacan, Xico, Xoxocotla
Alamo Temapache, Benito Juarez, Chalma, Chicontepec,
Huasteca Chontla, Ixcatepec, Ixhuatlan de Madero, Platon Sanchez, 19
Tantoyuca, Tempoal, Tepetzintla, Zontecomatlan
Agua Fria, Cazones, Chumatlan, Coatzintla, Coxquihui,
Norte Coyutla, Espinal, Mecatlan, Papantla, Ricardo Flores Magon, 27
Zozocolco de Hidalgo
Benito Juarez, Buena Vista, El Corpal, El Garro, El Juile, El
Marquesillo, Emiliano Zapata, La Cafiada, La Colmena, La
Sur Pitahaya, Las Pochotas, Ocozotepec, Ojo De Agua, Ojochapa, 29
Piedras Negras, Poblado 3, San Antonio, Santa Rosa Loma
Larga, Villa Alta, Villa Guerrero

Aislamiento de A. flavus en medio rosa de Bengala (MRB). En este medio se registro el

numero total de colonias por placa para calcular las unidades formadoras de colonias por gramo de
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suelo (UFC/g). El MRB es especifico para especies de Aspergillus seccion Flavi, y restringe el
crecimiento de otros hongos de rapido crecimiento (Cotty, 1994).

Caracterizacion morfologica de A. flavus. Con ayuda de un palillo de madera estéril se
tomaron las UFC para inocular placas Petri con medio jugo V8 (Campbells®) al 5% a 31+1°C, en
oscuridad por 7 dias. Todos los aislamientos se caracterizaron por su morfotipo esclerotico L o S
de acuerdo a Cotty (1989) con algunas modificaciones (Figura 1A). Seis discos de 2 mm de cada
aislamiento con morfotipo L se almacenaron en tubos eppendorf con 1 mL de agua destilada-estéril
a 4 °C para estudios de efectividad biologica.

Tratamiento con vapor de amoniaco (AM). De cada morfotipo de A. flavus con morfotipo
L se tomaron 10 pL para reactivarse por separado en medio glucosa-levadura (GY) a 31£1°C, en
oscuridad por 7 dias. Las colonias desarrolladas se expusieron a vapor de hidréxido de amonio a
28 % (200 pL) para registrar cambios en la coloracion después de 20 min de tratamiento. Los

morfotipos que presentaron cambio de amarillo palido a rojo-purpura se registraron como

morfotipos toxigénicos (Kushiro et al., 2018) (Figura 1B).

Figura 1. Clasificacion morfologica de aislamientos de 4. flavus obtenidos de suelos maiceros en
México. A) Nueve morfotipos en medio GY organizados por tamafio de esclerocio (1-6, cepas L
con esclerocios >400 um y 7-9, cepa S con esclerocios <400 um). B) Reverso de placas de
morfotipos en GY registrados como: atoxigénicos (1 a 3) y toxigénicos (4 a 9) por la reaccion del
tratamiento con vapor de amoniaco.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron e identificaron especies de Aspergillus seccion Flavi, en muestras de suelos

maiceros de diferentes regiones de México. Los aislamientos se clasificaron en cepas S y L segun
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el tamano del esclerocio. Los aislamientos L (1,944 morfotipos) predominaron sobre los
aislamientos S (601 morfotipos). El 44.3% de los morfotipos L resultaron no aflatoxigénicos por

la prueba con vapor de AM (Cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio de UFC/g y distribucion de aislamientos de Aspergillus con morfotipo L
obtenidos a partir de suelos maiceros en México.

Estado Promedio UFClg' Total? Atoxlz/;(é)fnng:sgo - Toxigénicos®
Baja California 190.3 98 52 46
Campeche 270.2 647 306 341
Chiapas 734.2 172 41 131
Chihuahua 27.5 16 2 14
Guanajuato 85.4 45 25 20
Jalisco 81.3 38 22 16
Michoacan 195.8 30 5 25
Sonora 1376.7 96 45 51
Tamaulipas 817.9 331 197 134
Veracruz-region:
Centro 1.0 2 1 1
Huasteca 135.7 86 56 30
Norte 312.1 184 28 151
Sur 245.7 199 76 123
Gran total 1,944 856 1,083

'"UFC/g = (Ntmero de colonias en MRB/ Volumen de muestra inoculada) x Factor de dilucién (volumen del agua /
volumen del suelo). *Total de aislamientos de 4. flavus con morfotipo L crecidos en medio V8. 3Aislamientos de A.
Sflavus con morfotipo L crecidos en medio GY y tratados con vapor de amoniaco.
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INTRODUCCION

El uso de bioreguladores microbianos (BM) es una medida compatible con los 17 objetivos
para la sostenibilidad de la ONU (2015). Sin embargo, requiere bioprospecciéon con fines
adaptativos y la aplicacion eficiente de microorganismos o sus bioproductos (Roberts y Tylor,
2016). Otra estrategia, es fortalecer o inducir suelos supresivos donde el microbioma endémico
puede reducir cargas de in6culo y la incidencia/severidad de enfermedades de raiz en presencia del
hospedero (Schlatter ef al.,2017). Se han identificado 25 especies de Trichoderma con potencial de
BM para mas de 100 fitopatdogenos con multiples mecanismos de accion (Thambugala et al.,2020).
Se postula que la dispersion de Fusarium spp. en hijuelos de A. tequilana explica los niveles de
salud del suelo (SS) y la intensidad del sindrome de marchitez y pudricion del agave (SMAP),
influenciados por carga de inéculo, diversidad genética y de complejos de especies de Fusarium
spp, densidad del hospedero y propiedades edaficas. Asimismo, que se puede optimizar la
supresividad del suelo para la produccion sostenible del agave, con subpoblaciones nativas
adaptadas de Trichoderma y otros BM. El objetivo de esta investigacion es desarrollar y validar in
vitro e in vivo una matriz funcional a base de linajes de especies nativas y prevalentes de
Trichoderma spp. con mecanismos de accion complementarios, empleando subproductos (industria
tequilera) para encapsular, que permitan innovar los métodos de aplicacion convencional con un

Nivel de Madurez Tecnologica (TRL) 4.
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MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron seis y una especies-haplotipo de Trichoderma vy Fusarium,
respectivamente de la coleccion de CP- LANREF. El acervo se obtuvo con criterios del sistema
epidemioldgico SMAP en A. tequilana en las regiones Altos, Valles y Sur de Jalisco. Se confirmo
la prevalencia regional de estos aislados empleando el indice multivariado de salud de suelos CP-
LANREF (Mufioz-Alcala ef al.,2024). Se estandarizo la actividad enzimatica en 7. asperellioides,
T. lentiforme, T. asperellum, T. koningopsis, T. afroharzianum T. endophyticum, aislados de
plantaciones A. tequilana (regiones altos y sur). Los aislados se activaron en PDA a 28°C con 12
h luz por siete dias, posteriormente se verifico la pureza. La actividad quitinolitica (AQ) y
celulolitica (AC) se evalu6 en medios con carboximetilcelulosa y quitina coloidal, respectivamente,
sembrado por triplicado con discos de 0.5 cm con micelio activo segiin las metodologias reportadas
por Herndndez-Melchor et al., (2022). Fermentacion liquida: La fuente de celulosa (1%), obtuvo
de 5 g de bagazo de agave, molido con 32 balines de acero (%) a 25 frecuencias por 10 minutos,
en un disruptor Retsch MM-400. La fuente de quitina (0.5%) se obtuvo biomasa del aislado
Fusarium oxysporum H1 (Mendoza—Ramos et al.,2020) en PD a 28 °C y 120 rpm por nueve dias.
Se empled un diseno factorial (4x6), los tratamientos fueron T1, Medio minimo basal (MMB), T2,
MMB y bagazo 1%, T3, MMB mas 0.5% de F. oxysporum H1. T4, combinacion de T1 + T2 + T3.
La unidad experimental fue un tubo de 50 mL con 40 mL segtn el tratamiento y 1 x 10° conidios/
mL de cada aislado. La fermentacion se mantuvo a 170 rpm por 30 dias a temperatura ambiente,
con evaluaciones cada tercer dia. La AC y AQ se midio6 segun lo descrito por Vargas-Hoyos (2015)
y Hernandez-Melchor et al., (2022) por la técnica de DNS. Los datos se analizaron mediante el
area bajo la curva del progreso de absorbancias en tiempo (ABCP). Se utilizo el software RStudio
v.2024.04.2+764 lib. tidyr, purrr y pracma. Encapsulamiento mediante gelificacion ionica: Se
adapt6 la metodologia de Localli et al. (2018) para encapsular Trichoderma spp. usando bagazo de
agave con tres formulaciones al 1, 2 y 4% en combinacion con alginato de sodio 1, 2 y 2%,

respectivamente.
RESULTADOS Y DISCUSION

La coleccion de CP-LANREF conserva 101 aislamientos de Trichoderma spp., distribuidos
en las regiones Altos (41), Valles (16) y Sur (35) con 50 variables asociadas a factores quimicos,

fisicos y biologicos de los suelos de colecta. Se confirmé que los aislados de Trichoderma
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estuvieran asociados con muestras provenientes de salud de suelo de agave potencialmente
supresivo (Lopez-Bautista et al.,2019; Mendoza-Ramos et al., 2021; Mufioz- Alcala et al; 2024).
Las seis especies mostraron capacidad enzimatica diferencial. 7. afroharzianum (Figura 1A y D)
exhibi6 los mayores halos de degradacion para ambas enzimas, en contraste con 7. lentiforme y T.
endophyticum en AC y AQ, respectivamente (Figura 1 E y H). En estos avances la cinética
enzimatica ha sido analizada en 40%, mostrando datos sin una distribucion normal ni varianzas
homogéneas (Shapiro y Levene p<0.05). En celulasas-CMC, T. endophyticum y T. asperellum
presentaron la mayor efectividad, con una media estimada X = 62.7 y 5.5 UI L'}, grupo ¢ y bc,
respectivamente. En contraste, 7. asperellioides, T. koningopsis, y T. lentiforme con valores
inferiores (17.6 - 24.4 UI L'!). Los tratamientos T4 y T2 mostraron X = 58.9 y 50.1 UI L'}, grupo d
y ¢, superiores a T3 y T1 con valores x=26.4y 10.6 UI L. Las interacciones especie — tratamiento
a T. asperellum y T. endophyticum con T2 y T4, respectivamente como las combinaciones mas
eficientes. Temporalmente se observa un comportamiento oscilante con la mayor produccion dos
dias después de la inoculacion (DDI) por T. endophyticum con T4 con ABCP= 4648.47 Ul L,
replicado por T afroharzianum posiblemente por la disponibilidad inmediata de celulasa en el T4
(Figura 1Cy G). En contraste con los aislados de Trichoderma sp. aislados de maiz donde se reporta
1323 IU L' (Hernandez-Melchor et al.,2022). En quitinasas el comportamiento mostré a T.
endophyticum con x= 58.9 UI L grupo c, en comparacion con 7. asperellum, x=17.2 UL L"! grupo
a. Los tratamientos T4 y T2 presentaron la mejor produccion con 51.3 y 47.8 UI L! grupo b,
respectivamente. Mientras que T1 y T3 (grupo a) fueron menores 17.9 y 28.9 58.9 UI L., Las
interacciones especie — tratamiento no evidenciaron diferencias significativas (11.3 a 57.3 UI L),
El comportamiento temporal no mostr6 diferencias en la mayoria de las especies a excepcion de 7.
endophyticum 'y T. koningiopsis (2 DDI). Por su parte las formulaciones realizadas mostraron que
bagazo y alginato (2%) produjeron esferulas firmes, mientras que al 4% dificulta la incorporacion
al ClCay. El uso de subproductos de la industria tequilera es promisorio para una formulacion
estable de una matriz de Trichoderma. Se requiere ampliar la exploracion del acervo, completar la
colecta en Valles. Ademas, de evaluar compatibilidad entre cepas, los mecanismos de accion contra

Fusarium y otros métodos de encapsulamiento.
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Quitinasas Celulasas
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Figura 1. Produccion de quitinasas y celulasas en sustratos de bagazo T2, F. oxysporum H1 T3, combinacion T2 + T3

y testigo. A-D: T. afroharzianum; E-H: T. endophyticum; 1-L: T. asperellum; A, E, I: La actividad quitinolitica (halos

morados). B, F, J: Cuantificacién de quitinas expresada en Unidades Internacionales por litro Ul L. C, G, K: La

actividad celulolitica (halos rojos). D, H, L: Cuantificacién de celulasas — CMC en UL L.
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INTRODUCCION

En las ltimas décadas, la produccion agricola ha enfrentado diversos desafios que afectan
tanto el rendimiento como la calidad de los cultivos. Entre ellos, los nematodos fitopatogenos
agalladores representan una de las principales amenazas causantes de estos problemas para el
agricultor. Dentro de este grupo, estan los nematodos endoparasitos sésiles Meloidogyne spp. y
Nacobbus aberrans destacan como algunas de las especies mas dafiinas presentes en México (Cid
del Prado-Vera et al., 2022). Estos organismos comprometen la sanidad de cultivos horticolas como
el tomate (Solanum Ilycopersicum L.), papa (S. tuberosum L.), chile (Capsicum annuum L.) y
leguminosas como el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), generando pérdidas econdmicas que
pueden superar el 50 % en infestaciones severas (Manzanilla-Lépez et al., 2002). Cabe destacar
que N. aberrans ain no esta presente en la Unidon Europea, lo que incrementa su relevancia como
riesgo fitosanitario a nivel global (EPPO, 2025). Para combatir este problema, es fundamental el
desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas y enfermedades. Si bien los nematicidas
sintéticos han sido eficaces, su uso prolongado genera consecuencias negativas como fitotoxicidad,
riesgo para la salud humana y contaminacion ambiental. Como alternativa, se han propuesto
extractos vegetales provenientes de especies de plantas con amplia distribucion. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto nematicida bajo condiciones de laboratorio (in vitro) de extractos
metanodlicos de Ipomoea purpurea, Lysimachia arvensis y Conium maculatum, especies

consideradas malezas comunes en la region central de México. Su abundancia representa una
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opcion viable y sustentable para el manejo de nematodos, minimizando los efectos colaterales de

los productos quimicos tradicionales.

MATERIALES Y METODOS
2.1. Indculo de nematodos
Se utilizaron poblaciones de M. incognita y N. aberrans mantenidas en cultivos de tomate
variedad “Rio Grande” bajo condiciones de invernadero en el Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillos. La identificacion se realizd mediante técnicas morfologicas y morfométricas
aplicadas a hembras sésiles y J2, observando caracteristicas como la morfologia de la region

cefalica, estiletes, glandulas esofagicas y patron perineal.

2.2. Juveniles J2 de M. incognita'y N. aberrans

Los huevos fueron extraidos de raices agalladas por la técnica de NaOCI al 0.4% (Vrain,
1997), capturados en el tamiz de 500 mallas y concentrados en placas Petri para su incubacion. Se
mantuvieron a 2627 °C para M. incognita, presentandose una eclosion maxima a los 4 dias
mientras que a 25 °C, N. aberrans presento la maxima eclosion a los 6 dias. Solo se utilizaron J2

eclosionados dentro de estos periodos.

2.3. Actividad nematicida in vitro

Se evalu6 la inmovilidad de individuos J2 de ambas especies tras 24, 48 y 72 h de
exposicion con los extractos metanolicos de 1. purpurea, L. arvensis y C. maculatum a 10, 100 y
1000 pg/mL, el control positivo fue fluopyram (VerangoPrime®, Bayer) y el control negativo una
solucion de Tween 80 al 0.05%. El nimero de individuos J2 por tratamiento fue de 25, en placas
de 96 pozos, por triplicado, y mantenidos a 25°C. Después de 72 h, los tratamientos fueron
reemplazados por agua destilada estéril, y se evaluo la recuperacion de movilidad a las 24 h
posteriores. Se utilizo la formula de Abbott para corregir la mortalidad.
2.4 Analisis estadistico

Se realizdé el Andlisis de varianza y Comparacion multiple de medias mediante el
procedimiento Tukey, con el método DMS (P<0.05) con el software SAS.

2.5. Fraccionamiento cromatografo
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Se fraccionaron 10g de extracto de cada una de las plantas seleccionadas, en cromatografia
flash de 16 x 2 cm con flujo de 2 ml/min con hexano/AcOEt, colectando fracciones de 50 ml, la
cuales fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina. Los compuestos aislados se elucidaron

mediante experimentos de RMN de 1Hy 13C a 400 y 100 MHz con CDCI3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los extractos metandlicos sobre la inmovilidad y su actividad nematicida en Meloidogyne
incognita y Nacobbus aberrans

Los extractos metanolicos de C. maculatum, I. purpurea y L. arvensis mostraron efectos
diferenciados sobre la inmovilidad y mortalidad de individuos (J2) de M. incognita'y N. aberrans,
en funcion del tiempo de exposicion (24, 48, 72 'y 96 h) y la concentracion aplicada (10, 100 y 1000
pg mL™). El extracto de C. maculatum fue el mas efectivo, induciendo inmovilidad desde las
primeras 24 horas, especialmente a concentraciones de 100 y 1000 pg mL™". Este efecto se mantuvo
hasta las 72 horas. A las 96 horas, su actividad nematicida se confirm6 con una baja recuperacion
de movilidad (8%), incluso después de diluir el tratamiento con agua destilada estéril. . purpurea
presentd una respuesta mas gradual. En M. incognita, la inmovilidad fue baja <50%, mientras que
en N. aberrans se alcanzo >50% a las 24 horas en concentraciones altas, con maxima eficacia a las
72 horas. Su actividad nematicida a 96 horas fue mas efectiva contra N. aberrans, con apenas 3.5%
de recuperacion, pero limitada frente a M. incognita. Por su parte, L. arvensis no mostrd efectos

relevantes ni en la inmovilidad ni en la mortalidad de ninguna de las especies evaluadas.

La eficacia del extracto de C. maculatum se relaciona con la presencia de coniina, un
alcaloide piperidinico neurotoxico que actiia como antagonista de los receptores nicotinicos de
acetilcolina en invertebrados (Hotti, 2017; Erkent et al., 2016; Redulovic et al., 2012). Este estudio
reporta una mayor eficacia que la observada por (Akyazi, 2014), y demuestra por primera vez su
actividad nematicida contra M. incognita'y N. aberrans. I. purpurea, aunque no habia sido evaluada
previamente frente a nematodos fitoparasitos, mostrd buen efecto, similar o superior al de otras
especies del género como 1. carnea (Abdullah et al., 2023) y 1. murcoides (Vazquez-Sanchez et
al., 2018). El fraccionamiento del extracto reveld la presencia de beta-sitosterol y estigmasterol,
compuestos con actividad nematicida (Cabianca et al., 2022; Velasco-Azorsa et al., 2021). En

contraste, L. arvensis no mostrd antecedentes ni eficacia relevante; sus efectos leves podrian
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atribuirse a baja concentracion de compuestos activos, por lo que se sugiere explorar otras
condiciones de extraccion.
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INTRODUCCION

Los nematodos fitopatdégenos generan pérdidas en la produccion de cultivos principalmente
en hortalizas. En plantas ornamentales, como violeta africana, se han reportado a las especies
Malenchus bryophilus, Meloidogyne arenaria, M. incognita, M. hapla, M. javanica, Scutellonema
brachyurus, Criconema sp., Paratylenchus projectus, Pratylenchus pratensis y Rotylenchus
brachyurum, las cuales tienen la capacidad de afectar el cultivo (Horst, 2013; Kepenekci, 2014;
Knight et al., 1997; Silva et al., 2017). El uso de productos quimicos es el método mas utilizado
para el control de nematodos (Mwamula et al., 2022). Sin embargo, el control no siempre es el
esperado debido a diversos factores que afectan su eficiencia. Alternativas de origen biologico se
han desarrollado, como es el uso de Paecilomyces lilacinus un hongo que es capaz de infectar tanto
huevos como juveniles de nematodos (Saxena, 2018; Viaene et al., 2013). Asimismo, existe amplia
investigacion sobre el uso extractos vegetales capaces de disminuir la poblacion de nematodos
fitopatogenos (Mwamula et al., 2022). En este sentido, extractos de especies como Ricinus
communis 'y Melia azedarach se han reportado como toxicos para nematodos (Ayala et al., 2017,
Ntalli et al., 2010). Es por ello que esta investigacion tuvo como objetivo evaluar in vitro la
toxicidad de extractos metanolicos de R. communis 'y M. azedarach sobre M. incognita e identificar
nematodos asociados al cultivo de violeta africana.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de nematodos: Recoleccion y procesamiento de muestras de sustrato. Las
muestras de sustrato fueron colectadas en Jalpan, Puebla, en marzo de 2024, de plantas de violeta
africana que se encontraban en maceta en invernadero. Los nematodos fueron extraidos de
mediante la técnica de flotacion centrifugado (Viaene et al., 2021). Los especimenes fueron
sacrificados, deshidratados y transferidos a glicerina, mediante el método descrito por Cid del

Prado Vera & Subbotin (2012), y se montaron en portaobjetos de vidrio. La observacion de los
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especimenes en microscopia electronica de barrido, y se preparados segun los descrito por Yushin
etal. (2021).

Obtencion de extractos vegetales. El material vegetal se colectd en el municipio de Jalpan,
Puebla. Los frutos de R. communis se secaron en una estufa a 40° C y las hojas de M. azedarach
se secaron a temperatura ambiente hasta obtener peso constante. Posteriormente, los extractos de
ambas plantas se obtuvieron mediante maceraciéon con metanol. El extracto se concentrd en un
rotavapor BUCHI® y posteriormente se guardd en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Obtencion de Meloidogyne. Las hembras, machos y masas de huevos se extrajeron
mediante diseccion de agallas de las raices del cultivo de violeta africana; con las masas de huevos
extraidas se inocularon plantas de jitomate cv. “Rio Grande” para incrementar y mantener el

inoculo, en condiciones de invernadero.

Actividad nematicida in vitro. Se colocaron 25 juveniles activos en segundo estadio (J2)
de M. incognita recién eclosionados en pequefios contenedores estériles con 400 uL de los extractos
de cada una de las plantas a 500, 1 000, 2 000, 5 000 y 10 000 mg/L, para lo cual se prepard una
solucion madre de ambos extractos al 2 % en agua y “Tween 20” al 0.3 %. El ensayo fue
completamente aleatorizado y se repitid tres veces bajo condiciones de laboratorio. Observandolos
bajo el microscopio se evalualo la inmovilidad de nematodos a las 72 h, posteriormente se
colocaron los nematodos en agua destilada por 48 horas para evaluar y confirmar su mortalidad.
Los datos de porcentaje de inmovilidad y mortalidad promedio de los tres ensayos se transformaron
mediante la funcion sin~*(v/x) y se realiz6 un anélisis de varianza completamente al azar y prueba
de separacion de medias de Tukey (0=0.05) en SAS v.9 (SAS Institute Inc.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de extractos metanoélicos in vitro. La inmovilidad y mortalidad del J2 de
Meloidogyne fue significadamente mayor a partir de partir del 1 000 mg/L del extracto metandlico
de M. azedarach, en comparacion con el testigo. Mientras que el extracto R. communis tuvo menor
efecto y fue significativo hasta 10 000 mg/L. Estos resultados indican una mayor toxicidad de los
extractos de M. azedarach que los de R. communis. Ambos extractos tienen efecto de inmovilidad,
aunque difieren de forma significativa. Sin embargo, con M. azedarach, en su mayoria los
juveniles, no recuperan movimiento después de la prueba de recuperacién en comparacion con R.

Ccommunis.
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Nuestros resultados indican que el extracto de M. azedarach tienen efecto nematicida,
siendo esto consistente con lo reportado en otras investigaciones con extractos de hojas y frutos
(Elkhiat et al., 2025; Maregiani et al., 2010; Solano-Castillo et al., 2013). Por otra parte, los
extractos de R. communis indican que a bajas concentraciones no tiene actividad nematicida, en
contraste a lo reportado en otras investigaciones, donde a altas concentraciones muestran toxicidad
sobre nematodos (Adomako & Kwoseh, 2013; Estelle et al., 2023; Vinueza et al., 2006).

Nematodos asociados al cultivo de violeta africana. En funcion de las caracteristicas
morfoldgicas observadas tanto en microscopio de luz como en microscopia electronica de barrido,
las especies de nematodos encontradas en el cultivo de violeta africana fueron Meloidogyne
incognita, Scutellonema brachyurus y Paratylenchus minutus (Ghaderi et al., 2014; Hunt &
Handoo, 2009; Kolombia et al., 2017).
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INTRODUCCION

El banano (Musa spp.) es una planta tropical y subtropical importante en la economia regional
y nacional (Garcia ef al., 2021). La produccion del cultivo esta en riesgo por Fusarium oxysporum f.
sp. cubense Raza 4 (FOC-R4T), agente causal de una marchitez y muerte de plantas, considerado un
hongo cuarentenario a nivel internacional (Dita et al., 2018). Las experiencias con esta enfermedad a
nivel mundial han demostrado la complejidad de su manejo, por lo que se estan buscando manejos
integrales donde la salud del suelo y su componente biologico constituyen una estrategia fundamental
(Rocha et al., 2021). La aplicacion de Bacillus spp. constituye una alternativa viable, debido a su alta
capacidad adaptativa al suelo (Du et al., 2024). Mediante técnicas de metagenomicas se ha
caracterizado la diversidad del microbioma de rizosfera y de planta de Musa sp. identificandose a
Bacillus spp en rizosfera y planta, pero no directamente en suelo (Kaushal et al., 2024). El objetivo de
esta investigacion fue aplicar técnicas culturales convencionales y metagenomica direccional a
poblaciones de putativos Bacillus a partir de suelos de plantaciones de banano de Chiapas con
antecedentes de marchitez por Fusarium spp, no vinculantes a la raza 4, con el fin de identificar
potenciales especies con capacidad supresiva ante el eventual ingreso de FOC-R4T.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestras. La colecta de muestras de suelo se realizo en septiembre de
2023, en las fincas productoras de banano El Sacrificio, San Jose Cano y San Pedro ubicadas en el
municipio de Pichucalco, Chiapas. Tres muestras compuestas por foco (2) y perifoco (1) por

plantacion (Mendoza et al., 2021), con un total de 250 g de tierra extraida a una profundidad de 20 cm
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Cada muestra fue dividida para diferentes fines experimentales. Una parte se destind al andlisis
microbioldgico, realizado en el laboratorio de Tequila, Jalisco.

Analisis de laboratorio: Se utilizaron 5 g de suelo suspendidas en 45 ml de agua destilada
estéril, para andlisis microbiologico. Para la obtencion de Fusarium spp se realizaron siembras en
medios de cultivo Komada, PDA y Sabouraud (Mendoza et al., 2021). En cuanto al analisis
fisicoquimico se destinaron 100 gr de suelo en el laboratorio de fertilidad de suelos del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. Para el aislamiento de putativos Bacillus spp, se tomo 1 gr de
suelo suspendi6 en 9 ml de agua destilada estéril (1x10"). Esta suspension se sometid a tratamiento
hidrotérmico a 80°C por 20 minutos (Gajbhiye et al., 2010). Posteriormente se realizaron diluciones
alalx107 con tres repeticiones y sembradas en agar nutritivo. Las colonias de putativos Bacillus spp.
fueron caracterizadas considerando el borde, forma, elevacion y superficie, purificadas y conservadas
en medio nutritivo con glicerol al 40% a -20 °C.

Extraccion de ADN y analisis metagendémico. Para la identificacion molecular de Fusarium
spp, de utilizé el protocolo AP (SDS 1%), la concentracion y calidad de ADN se verifico con el
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) y posteriormente se homogenizaron a 40 ng pL-1
para su uso en la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Se amplifico el gen factor de elongacion
(EF-1a). Para el anélisis de Bacillus spp se preparé una suspension de suelo 1x107' con dos
repeticiones. Las muestras fueron sometida a termoterapia 80°C por 20 min, mientras que las
muestras sin tratamiento se incluyeron como testigo. Posteriormente, se realizaron siembras en agar
nutritivo y tras 24 horas de incubacion, las colonias fueron recolectadas mediante raspado con un asa
de Drigalsky estéril. Estas se transfirieron a tubos de 2 ml con agua destilada estéril, y posteriormente
se les anadieron perlas de vidrio. La extraccion de ADN bacteriano se utilizo el protocolo CTAB
basado en la metodologia descrita por Minas et al, (2011), y adaptado por CP-LANREF, la
concentracion y calidad del ADN se verifico con NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

y la integridad con un gel de agarosa al 1%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron ocho morfotipos de Fusarium spp., de las cuales cinco fueron seleccionados
para identificacion genomica. Las secuencias obtenidas se editaron en el programa SaqAssem
(v07/2008) donde se verifico la calidad de los espectrogramas. Las secuencias presentaron un
consenso mayor del 97% a Fusarium sp comparadas con la base de datos del GenBank. El suelo

present6 una textura arcillo-limosa y un pH entre 7.4 a 8.1 clasificandose como alcalino favorable a
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bacterias en general. El contenido de materia organica (MO) oscil6 entre 0.4 a 2%. Algunas especies
de Bacillus spp toleran condiciones de alcalinidad y tratamiento hidrotérmico, lo que sugiere su alta
adaptabilidad y sobrevivencia en suelo, aptitudes requeridas para fines de uso potencial en supresion
microbioldgica (Shen et al., 2023). A partir del tratamiento hidrotérmico y seleccionando una
dilucion de 1x1072 (Figura 1), se aplico el criterio de saturacion de colonias bacteriana, el cual
establece un rango optimo de 30 a 300 colonias viables por placa. Bajo esas condiciones, se aislaron
un total de 54 morfotipos bacterianos con amplia variabilidad morfologica. Las colonias presentaron

diferencia en forma, borde, textura y elevacion.
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Figura 1. A. Promedio de colonias bacterianas cultivables en agar nutritivo obtenidas de muestras de suelo de focos y
perifocos de plantas de banano comercial con sintomas putativos a marchitez por Fusarium. Extracto de suelo (1x107?)
con tratamiento hidrotérmico (TH) y sin tratamiento hidrotérmico (ST) obtenidas de muestras de tres fincas bananeras. B.
Numeros de morfotipos putativos a Bacillus aislados de TH, clasificados por forma de colonia, elevacion y borde.

Estos resultados sugieren que el tratamiento hidrotérmico actiia como un proceso de seleccion
microbiana, reduciendo la carga bacteriana total y posiblemente con potencial para su uso en
estrategias de control bioldgico. El andlisis metagendmico permitio identificar seis especies del
género Bacillus en suelos tratados hidrotérmicamente (Cuadro 1). El mayor indice Relativo de
Prevalencia fue Bacillus velezensis (1.00), seguido de B. thuringiensis (0.54) y B. xiamenensis
(0.43), respectivamente. Estas especies han sido previamente asociadas con propiedades

antifingicas y promocion del crecimiento vegetal (Liu et al., 2021).
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Cuadro 1. Especies de Bacillus e indice relativo de prevalencia obtenidas mediante secuenciacion masiva
de una fraccion acuosa de suelo tratada hidrotérmicamente (80 °C/20 min) proveniente de una plantacion

bananera de Enano Gigante de Pichucalco, Chiapas.

Suelo con tratamiento Copias (millones) de Indice relativo

Hidrotérmico secuencias completas de prevalencia
Bacillus velezensis 4.14 1.00
Bacillus thuringiensis 2.227 0.54
Bacillus xiamenensis 1.8 0.43
Bacillus altitudinis 1.62 0.39
Bacillus cereus 1.361 0.33
Bacillus bombysepticus 0.142 0.03

La composicion microbiana del suelo es un factor clave para comprender la dindmica de las
poblaciones microbianas y su impacto en la salud del suelo. El andlisis genomico revel6 la estructura
de los Bacillus spp antes y después del tratamiento hidrotérmico. Estos resultados permiten generar
una coleccion de Bacillus spp y una metodologia para obtencion de estas bacterias para su potencial
evaluacion como agentes de biocontrol respecto a Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 ante

un eventual ingreso a México.
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INTRODUCCION

Los microorganismos endo6fitos como bacterias, actinomicetos y hongos (Anand et al.,
2023), son aquellos que pueden colonizar de manera intercelular o intracelular diferentes tejidos
de las plantas, durante todo su ciclo de vida o parte de €ste, sin causar sintomas aparentes de dafo
o enfermedad (Hardoim ef al., 2015). En el caso particular de los hongos endéfitos (HE), algunos
logran establecer una simbiosis benéfica con su hospedante, que favorece la promocion del
crecimiento de las plantas (Wang ef al., 2024) y mejora la tolerancia a diversos tipos de estrés. La
actividad promotora del crecimiento de los HE en plantas lefiosas (Qin ef al., 2024) y orquideas
(Pant et al., 2017) ha sido explorado, asi como su actividad antagonista a fitopatdgenos de cultivos
agricolas (Manathunga et al., 2024). El cultivo de vainilla se ve afectado por la enfermedad
marchitez causada por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-vanillae que provoca pudricion de raices
y tallo (Kouyyappurath, 2016). El uso de hongos endofitos para el biocontrol de la marchitez se ha
reportado a nivel in vitro con Tulasnella y Ceratobasidium, pero hace falta seguir estudiando el
potencial del género Rhizoctonia y otros enddfitos como agentes de biocontrol de la marchitez de
la vainilla (Manrrique-Barros et al., 2023). Sin embargo, se desconoce la dinamica temporal de los
hongos endoéfitos de la vainilla durante el ciclo de desarrollo de las plantas y en presencia de la
enfermedad. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar la dindmica de la diversidad de
hongos endofitos y rizosféricos cultivables asociados a raices de vainilla asintomadticas y
sintomaticas en plantas con dafio por la enfermedad marchitez, en una poblacion de vainilla

cultivada y una poblacion silvestre, mediante técnicas tradicionales, dependientes de cultivo. Asi
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como la evaluacion del potencial de algunos HE como promotores del crecimiento de las plantas y

antagonistas a Fusarium oxysporum f. sp. vanillae.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de hongos endoéfitos
Se seleccionaron nueve hongos endofitos de raices de vainilla silvestre (Rhizoctonia sp.,
Trichoderma sp.2, Cladosporium sp., Scytalidium sp., y Morfotipo56) y cultivada (Fusarium sp.1,
Fusarium sp.2, Xylaria sp. 'y Trichoderma sp.1). La seleccion de aislamientos se hizo con base en
una evaluacion previa in vitro de la activad promotora del crecimiento vegetal, mediante

solubilizacion de fosfatos, produccion de acido indol acético (AIA) y produccion de sideroforos.

Dinamica de la diversidad en presencia de la enfermedad marchitez
La biodiversidad de hongos endofitos y rizosféricos de vainilla cultivada y silvestre, se
analizd con base en la riqueza de morfotipos fungicos, Se utiliz6 el software Stimate S 9.1. La.
dindmica de la diversidad en las poblaciones y etapas fenoldgicas de la vainilla se estimo6 utilizando
el Software PAST 4.13, se determinaron diferencias significativas mediante (ANOVA), utilizando
la prueba de separacién de medias Tukey (p<0.05) (Liu et al., 2024). En cada fecha de muestreo

de evaluo la densidad de indculo del patogeno, la incidencia y severidad de la enfermedad.

Antagonismo in vitro a Fusarium oxysporum f. sp. vanillae
Los hongos endofitos de raices de vainilla seleccionados y el fitopatogeno Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae, se sembraron en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se
incubaron a 25 °C en oscuridad para su crecimiento durante siete dias. Posteriormente se hizo la
confrontacion dual. Se hicieron tres repeticiones por cada aislamiento evaluado y su respectivo
testigo, se midio el crecimiento radial de las colonias cada 24 horas y se calcul6 el porcentaje de

inhibicion del crecimiento del micelio (Posthangbam et al., 2017).

Analisis estadistico
Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) completamente al azar y la prueba de
separacion de medias de Tukey en Rstudio©, para determinar diferencias significativas (p<0.05)

en la inhibicion del crecimiento del patdégeno.

Péagina | 116




RESULTADOS Y DISCUSION

Dindamica de la diversidad en presencia de la enfermedad marchitez

La diversidad de hongos endofitos y rizosféricos fue significativamente diferente (4.41e-
06) entre las dos poblaciones de vainilla, el mayor valor del indice de Shannon (H'=2.9) se obtuvo
en vainilla silvestre. De manera general, la diversidad de hongos fue mayor en raices y rizésfera en
la poblacion silvestre de vainilla, misma que presentd la mayor diversidad de hongos endofitos en
raices asintomaticas y difirid6 de manera significativa respecto a vainilla cultivada. En vainilla
cultivada los indices de diversidad mas altos para hongos de las raices y la rizosfera se obtuvieron
durante el desarrollo de frutos (julio) y cosecha, durante este periodo (diciembre), la severidad de
la enfermedad marchitez present6 un valor de 44.8%. En vainilla silvestre, la mayor diversidad de
los endofitos fungicos de raices asintomaticas (H'= 3.4) se obtuvo durante las etapas de crecimiento

4 (diciembre) y crecimiento 1 (julio), con dafio por la marchitez de 18.5 % y 5.5 % respectivamente.

Antagonismo in vitro a Fusarium oxysporum f. sp. vanillae

Cuatro hongos endofitos mostraron inhibiciéon del crecimiento de F. oxysporum f. sp.
vanillae de manera significativa, el endofito Trichoderma sp.1 aislado de raices de plantas
silvestres, fue el que inhibi6 en mayor porcentaje (86.34 %) el crecimiento del patégeno (fig.2). Se
observé antagonismo por competencia, lisis y micoparasitismo. Fusarium sp.1, Fusarium sp.2'y
Xylaria sp., continian creciendo después de los 10 dias sin inhibir a la colonia del patogeno,
mientras que el Morfotipo 56, Cladosporium sp.y Scytalidium sp. forman una pigmentacion oscura
en la zona de contacto e impiden el crecimiento del fitopatégeno. La mayoria de los endofitos que

inhibieron el crecimiento del patogeno corresponde a aislamientos de plantas silvestres de vainilla.
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Figura 1. Efecto antagonista de algunos hongos endoéfitos aislados de raices de Vanilla spp., sobre
la inhibicion del crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas. (p<0.05).
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INTRODUCCION

Los residuos vegetales de las plantas estdn conformados por ramas, hojas y otras partes;
que contienen lignocelulosa y al incorporarse al suelo, forman parte esencial de la materia organica
(Prescott et al., 2004), y estos residuos contienen lignocelulosa, que consiste de tres elementos:
celulosa, hemicelulosa y lignina; y la biodegradacion de residuos ricos en lignocelulosa es llevado
a cabo generalmente por hongos (Vallejos, 2013; Lucas et al., 2001?). Existen alrededor de 2000
especies de hongos que pueden degradar lignina, celulosa y lignina o inicamente lignina (Lucas et
al., 2001°). En México, los residuos de poda representan el 10.84% de los residuos sélidos urbanos
(SEMARNAT, 2020), lo que genera problemas ambientales y de salud (Adebayo et al., 2011;
Benito et al., 2006). El aprovechamiento de los residuos para la produccién de composta puede
mitigar estos impactos y generar valor econdmico (Adebayo et al., 2011); pero para ello es
importante conocer algunas caracteristicas que contiene la composta para lo cual se planteo el
siguiente objetivo: conocer la diversidad de hongos presentes en la composta antes de ser usados
como abonos organicos en plantacion de agave espadin (Agave angustifolia Haw).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El presente ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Patologia Forestal
del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo ubicado en Texcoco Estado de México y la
composta fue proporcionada por la empresa TERRAMULCH.

Control de calidad y obtencién de lixiviado. Una vez que se estableci6 la composta se le
dio seguimiento por 177 dias, y durante este periodo se tomaron seis muestras, una cada mes
aproximadamente. Las muestras fueron tomadas a 20 y 60 cm de profundidad. La composta fue
evaluada con la norma mexicana (NMX-AA-180-SCFI-2018), donde las muestras se tamizaron

con un tamiz del namero 10 — 2mm.
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De las seis muestras de composta tamizada, se pesaron 25 gramos de cada una y se
colocaron en un matraz de 250 mL, se le agregdo100 mL de agua destilada estéril y se taparon con
un algodon, para ser agitadas hasta homogenizar las muestras y que quedaran humedecidas,
después se dejaron reposar por 24 horas. Transcurrido las 24 horas, se filtro el lixiviado y el
contenido se vacio en botellas de 125 mL.

Siembra en medios de cultivo: Para obtener los crecimientos del lixiviado, se sembro en
cuatro diferentes medios de cultivo: Extracto de Malta Agar (MEA), Papa—Dextrosa-Agar (PDA),
Agel y Agar Nutritivo (AN), con tres repeticiones cada muestra y en total se sembraron seis
muestras. Del lixiviado obtenido se tomo un mL y se coloc6 en nueve de agua destilada estéril, este
proceso se repitid dos veces mas hasta llegar a 103 y de éste solo se tomé 0.1 mL para colocarse
en las cajas con medio de cultivo, y se distribuyd de manera uniforme; posteriormente, las cajas
fueron incubadas a 25°C bajo condiciones de laboratorio. A los siete dias, las colonias
desarrolladas, fueron cuantificados y clasificadas de acuerdo a las caracteristicas de coloracion y
forma de crecimientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Control de calidad y obtencion de lixiviado. Los resultados obtenidos, de acuerdo con la
NMX-AA-180-SCFI-2018, se encuentran especificados en el Cuadro 1. En la composta de seis
meses de edad se alcanza el mayor porcentaje de descomposicion de acuerdo a las especificaciones
de la norma.

Cuadro 1. Control de calidad de compostas obtenidas a partir de palmera 100%.

Numero de muestreo % Material fino (2mm) *Tipo de composta
1 54.6 Composta tipo I <10 mm
2 56.6 Composta tipo [ <10 mm
3 57.3 Composta tipo I <10 mm
4 58.2 Composta tipo I <10 mm
5 64.0 Composta tipo I <10 mm
6 83.8 Composta tipo I <10 mm

* Especificacion NMX-AA-180-SCFI-2018.

Pagina | 121



Siembra en medios de cultivo. El mayor nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) se obtuvo en el medio de cultivo hecho a base de PDA, seguido de MEA y AN. En Agel no

se obtuvieron crecimientos (Figura 1).
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Figura 1. Unidades formadoras de colonias obtenidas en diferentes medios de cultivo del muestreo
de la composta hecha a base palmera 100%, en diferentes etapas del proceso.

En total se obtuvieron 596 UFC, de los cuales se clasificaron de acuerdo a sus caracteristicas
de crecimiento y color: rojiza (393), amarillo (187), blanco (10), gris (5) y verde (1). Los
aislamientos de color amarillo correspondieron a Paecilomyces sp., de color blanco a Fusarium
sp., Aspergillus sp., gris a Cladosporium sp., y los otros dos restantes ain se encuentran en
identificacion.

Xie et al., (2022) mencionan que la relacion inicial C/N del sustrato tiene un efecto
significativo en la comunidad microbiana y la degradacién de la materia organica durante el
compostaje de ramas de nogal, y que una relaciéon C/N adecuada en los residuos de ramas permite
una nutricién equilibrada, incrementa la abundancia de microorganismos, mejora la degradacion
de lignocelulosa y favorece la eliminacion de fitopatogenos; en este sentido, se recomienda una
relacion C/N de 30:1 para la conversion bioldgica eficiente de residuos de ramas, y en nuestros
resultados se encontr6 una relacion de 65:1, lo cual nos indica la busqueda de estrategias para
mejorar la calidad de la composta en cuanto a la diversidad de hongos.

Los hongos del género Fusarium ocasionan ablandamiento de los tejidos de la madera que
va seguido de una pérdida importante de peso (Baltierra et al., 2015; Huang et al., 2015), lo cual
esta relacionado con los aislamientos obtenidos en este estudio.

El género Paecilomyces cuenta con muchas especies, tanto patogenas como saprofitas, y
puede encontrarse en una amplia variedad de habitats, incluyendo las compostas, en el deterioro de

los alimentos y la rizosfera de diversas plantas, por lo cual, no es de extrafiarse que en este estudio
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sea uno de los hongos con mayor frecuencia aislados, y es que este género juega un papel

importante como endofito en numerosas plantas, brindando varias ventajas para el desarrollo

vegetal como un potencial bioestimulante, aunque en algunos casos se ha estudiado como agentes

de control bioldgico de diferentes plagas y enfermedades (Moreno-Gavira et al., 2020; Urquhart e

Idnurm, 2023).

Camacho y colaboradores (2014) mencionan que se puede inocular actinobacterias y el
hongo Aspergillus fumigatus para acelerar el compostaje y ser utilizado en corto tiempo para el
mejoramiento de la calidad de suelos pobres, y en este estudio el hongo Aspergillus sp., fue uno de
los hongos encontrados. En resumen, los hongos con mayor presencia en la composta hecha de
palmera 100% fueron: Paecilomyces sp., Fusarium sp., Aspergillus sp., y Cladosporium sp.
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INTRODUCCION

La autorreflexion académica es un proceso continuo que debe ser integrado en la rutina
de estudio de las y los estudiantes para lograr un aprendizaje mas profundo y significativo. Al
autoevaluarse, las personas pueden obtener un mejor conocimiento de si mismas que les permita
desarrollar una perspectiva positiva y optimista frente a los desafios (retos) y fracasos (resultados
adversos) a los que se puedan enfrentar durante sus estudios. En el Posgrado en Fitosanidad-
Fitopatologia, del Colegio de Postgraduados, se carece de conocimiento sobre los desafios y
fracasos que enfrentan y experimentan las y los estudiantes durante sus estudios, por lo que el
objetivo general de este ejercicio es brindar un espacio de oportunidad para que lleven a cabo una
reflexion critica de su desempefio académico, para la deteccion de oportunidades de mejora, y
fortalecer habilidades en posgrado.

METODOLOGIA

Se envid un cuestionario encuesta a través de un formulario en linea a una poblacion de
33 estudiantes en activo del posgrado en Fitosanidad-Fitopatologia, del periodo primavera 2022 —
2024. El cuestionario constd de las siguientes seis preguntas abiertas relacionadas con
competencias cognitivas, técnicas, €ticas, sociales, entre otras, las cuales fueron aprobadas por el
Comité organizador de Avances de Investigacion LGAC-Fitosanidad 2025, de Fitopatologia.

1. Normalmente utilizo estrategias de estudio en una clase especifica y evalio su
efectividad de tal forma que el conocimiento adquirido lo pueda aplicar en mi trabajo de
investigacion.

2. Identifico o se cudles son mis puntos fuertes y débiles en mi trabajo de investigacion y
analizo como mejorar el desempefio futuro.

3. Normalmente evaltio la comprension de un concepto o tema con mi Consejero (a),

Asesores (as), y determino si requiero mas informacion o apoyo.
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4. Ante la complejidad de un problema cientifico, me preparo mentalmente para un
analisis, recurro a fuentes de informacion confiables y, abordo el problema.

5. Normalmente aplico los valores de la ética de la investigacion en mi practica
profesional, y evalto cuales he omitido o que puedo reforzar.

6. Participo en actividades académicas colaborativas o de trabajo en equipo, fomentando
la comunicacion y resolviendo problemas de manera conjunta.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total, 23 (70%) de 33 estudiantes del posgrado en Fitosanidad-Fitopatologia, aceptd

participar en forma andénima y voluntaria en el ejercicio de hacer una reflexion critica de su

desempefio académico (Cuadro 1).

Cuadrol. Preguntas sistematizadas y respuestas.

Pregunta Nimero de respuestas

SI NO
(%) (%)

1. Normalmente utilizo estrategias de estudio 18 5
(78) (22)

2. Identifico mis puntos fuertes y débiles en mi trabajo 20 3
(87) (13)

3. Normalmente evaltio la comprension de un concepto 17 6
(74) (26)

4. Ante la complejidad de un problema cientifico, me 22 1
preparo mentalmente (96) 4)

5. Aplico los valores de la ética de la investigacion 23 0
(100) (0)

6. Participo en actividades académicas colaborativas 20 3
87 13)

Las respuestas obtenidas permitieron registrar el sentir general en cada pregunta, asi como
detectar oportunidades para mejorar y fortalecer habilidades, como se describe a continuacion.

Pregunta 1.- Las personas participantes muestran una actitud positiva hacia el uso de
estrategias de estudio, destacando métodos como esquemas, resimenes, revision de literatura y
discusiones en grupo. Muchas mencionan que estas estrategias estan enfocadas en su investigacion,

y algunas reconocen que ain deben mejorar en evaluar su efectividad. La mayoria vincula

Pagina | 126




directamente el aprendizaje con su practica investigativa. Valoran la retroalimentacion de Asesores
(as), y el uso de cursos o materiales complementarios.

Pregunta 2.- Las personas encuestadas muestran clara conciencia de sus fortalezas y
debilidades en su trabajo de investigacion, lo cual les permite buscar estrategias para superarlas.
Este proceso incluye desde la busqueda activa de apoyo (Consejero (a), colegas, expertos) hasta la
toma de decisiones estratégicas como la eleccion de llevar cursos o hacer ajustes metodolédgicos.

Pregunta 3.- Las respuestas reflejan que la mayoria de las personas participantes suelen
validar sus comprensiones conceptuales o metodologicas a través del didlogo ya sea con Asesores
(as) o colegas o bien mediante la revision critica de articulos. Aunque hay algunas personas que no
lo hacen sistematicamente, la mayoria reconoce la utilidad de compartir conceptos para corregir
errores o profundizar ideas. El apoyo del Consejero (a) es valorado como guia.

Pregunta 4.- La mayoria de las personas participantes indica que adopta un enfoque
estructurado y reflexivo ante problemas cientificos complejos. Algunas destacan la importancia de
planificar estrategias para resolver problemas desde multiples angulos. Mencionan que recurren a
consultar y contrastar diversas fuentes: colegas, Asesores (as), literatura cientifica, y plataformas
especializadas.

Pregunta 5.- Las respuestas dadas reflejan que las personas encuestadas son conscientes
de su responsabilidad profesional, que reconocen la importancia de la transparencia, el respeto por
la autoria y la responsabilidad profesional. Algunas reflexionan también sobre valores personales
complementarios (como la lealtad y el respeto) y reconocen areas a fortalecer como la autocritica.
Las respuestas también reflejan que las personas tienen conciencia clara del impacto de la ética en
su desarrollo profesional.

Pregunta 6.- Las respuestas muestran que la mayoria de las personas encuestadas valora
y practica el trabajo en equipo y la colaboracion interdisciplinaria, reconociendo que la ciencia es
una construccion colectiva. Aunque algunas aiin no se involucran, reconocen que la disposicion a
compartir, dialogar y construir en comunidad fortalece no solo los proyectos individuales, sino el
desarrollo académico de todo el grupo.

El presente ejercicio revela que las y los estudiantes de Fitosanidad-Fitopatologia
muestran muy buena disposicion para llevar a cabo una autorreflexion de su desempefio académico.
También muestra que las personas participantes tienen un alto grado de reflexion critica y

compromiso académico.
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A través de las respuestas, a las seis preguntas planteadas, se encuentra que hay
oportunidades en las que el posgrado puede incidir para mejorar y fortalecer habilidades. En
especial, en lo referente a lo de facilitar el acceso a herramientas metodologicas para fortalecer la
comprension de conceptos, y optimizar las estrategias de estudio (Preguntas 1 y 3,

respectivamente).
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RESUMEN TEMATICO GENERAL Y COMENTARIO FINAL

El siguiente resumen estd basado en enfoques y objetivos que se destacan en los 23

trabajos de Avances de Investigacion LGAC- Fitopatologia 2025.

Temas principales abordados en las introducciones de los trabajos

1. Enfermedades causadas por hongos fitopatégenos
o Phytophthora, Fusarium, Colletotrichum, Rhizoctonia, entre otros, son los géneros
mas estudiados.
o Se enfatiza su papel en la disminucién del rendimiento y calidad en cultivos como
aguacate, jitomate, chile, papa, frijol, y ornamentales.
2. Diagnostico y caracterizacion de patogenos
o Uso de técnicas moleculares: PCR, secuenciacion ITS, marcadores SSR.
o Aislamiento e identificacion morfolégica y molecular.
3. Evaluacion de resistencia genética en cultivos
o Estudio de variedades resistentes a ciertos patdgenos, especialmente en jitomate,
frijol y chile.
o Uso de bancos de germoplasma y cruzas dirigidas.
4. Control bioldgico y alternativas al manejo quimico
o Uso de 4spergillus, Trichoderma, bacterias benéficas, extractos vegetales y
aceites esenciales.
o Evaluacion de su efectividad frente a enfermedades como antracnosis, pudriciones
radiculares y marchiteces.
5. Interaccion planta-patégeno
o Seinvestiga como responde la planta a infecciones: mecanismos de defensa,
produccion de fitoalexinas, cambios histoldgicos.
o Se abordan también efectos del estrés combinado (bidtico y abidtico).
6. Impacto del cambio climatico y condiciones ambientales
o Algunos trabajos destacan como la temperatura, humedad y manejo del cultivo

influyen en la severidad de enfermedades.
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Principales objetivos identificados en los trabajos

1. Identificar y caracterizar agentes fitopatdgenos asociados a enfermedades emergentes.

2. Evaluar la resistencia de diferentes genotipos o variedades a infecciones especificas.

3. Analizar la efectividad de agentes de control bioldgico o extractos naturales como
alternativas al control quimico.

4. Comprender los mecanismos fisiologicos y moleculares de defensa de la planta ante
infecciones.

5. Proponer estrategias de manejo integrado para reducir la incidencia de enfermedades.

6. Documentar la distribucion geografica y prevalencia de ciertos patdgenos en regiones
productivas clave.

COMENTARIO FINAL

En los trabajos de investigacion es frecuente el uso de drones como herramienta en el

diagnostico para la deteccion temprana de enfermedades fingicas y virales como la marchitez de

la fresa cultivada (Fragaria x ananassa), el sindrome de declinamiento de esparrago (Asparagus

officinalis) y la tristeza de los citricos en limon persa (Citrus latifolia). Estos trabajos con el uso de

drone también representan una vertiente de investigacion sdlida, pertinente y actual en

fitopatologia.

Ana Maria Hernandez Anguiano

Coordinadora de Avances de Investigacion LGAC-Fitopatologia 2025
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