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RESUMEN
VARIABILIDAD MORFOLOGICA, PATOGENICA Y MOLECULAR DE
Neopestalotiopsis spp EN FRESA EN EL ESTADO DE MICHOACAN

POR

LIZETH ALEJANDRA VELASCO LOPEZ

MAESTRIA EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DR. EPIFANIO CASTRO DEL ANGEL -DIRECTOR DE TESIS-

Saltillo, Coahuila. Diciembre 2025



La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo de gran importancia econémica en México,
donde Neopestalotiopsis rosae ha sido identificada como el principal patdégeno asociado
con pudriciones en raiz, corona y fruto. Aunque en distintas regiones del mundo se han
reportado varias especies de Neopestalotiopsis afectando la fresa, en México solo se ha
confirmado la presencia de N. rosae. En este estudio se evaluo la variabilidad genética de
17 aislados de Neopestalotiopsis spp. mediante marcadores moleculares RAPD y pruebas
de compatibilidad micelial. Los resultados mostraron amplificaciones consistentes y un
nivel moderado de polimorfismo, con valores de PIC y del indice de Shannon que
evidencian una diversidad genética apreciable. Asimismo, las pruebas de compatibilidad
revelaron la existencia de distintos grupos vegetativos, lo que sugiere cierta
heterogeneidad genética dentro de la poblacion analizada. En conjunto, los resultados
confirman que Neopestalotiopsis spp. presenta una diversidad genética moderada, cuya

base podria explorarse mas a fondo en estudios futuros.

Palabras clave: Diversidad genética, Marcadores RAPD, Polimorfismo, Compatibilidad

micelial.
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Neopestalotiopsis spp IN STRAWBERRY IN THE STATE OF MICHOACAN

BY

LIZETH ALEJANDRA VELASCO LOPEZ

MASTER OF SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
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Strawberry (Fragaria x ananassa) is a crop of great economic importance in Mexico,
where Neopestalotiopsis rosae has been identified as the main pathogen associated with
root, crown, and fruit rot. Although several Neopestalotiopsis species have been reported
affecting strawberries worldwide, only N. rosae has been confirmed in Mexico. In this
study, the genetic variability of 17 isolates of Neopestalotiopsis spp. was assessed using
RAPD molecular markers and mycelial compatibility tests. The results showed consistent
amplifications and a moderate level of polymorphism, with PIC and Shannon index values
indicating appreciable genetic diversity. Mycelial compatibility tests also revealed
different vegetative groups, suggesting a degree of genetic heterogeneity within the
population. Overall, the findings indicate that Neopestalotiopsis spp. exhibits moderate

genetic diversity, the underlying causes of which warrant further investigation.

Keywords: Genetic diversity, RAPD markers, Polymorphism, Mycelial compatibility.
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INTRODUCCION

En México, la fresa se cultiva en 16 de las 32 entidades federativas, siendo Michoacan,
Baja California y Guanajuato los principales estados productores y concentran la mayor
parte de la produccion nacional (STAP, 2024). Sin embargo, las enfermedades emergentes
causadas por el hongo Neopestalotiopsis rosae, han representado un desafio en el cultivo
fresa en nuestro pais (Rebollar et al., 2020). Este patogeno ha sido identificado como el
agente causal de manchas foliares en hojas y de la pudricion de la raiz y corona
provocando una reduccion de hasta un 70% en el rendimiento (Acosta Gonzalez, 2022;
Olivares-Rodriguez et al., 2024).

Las especies de Neopestalotiopsis asociadas al cultivo de fresa suelen provocar un
conjunto de sintomas similares, que incluyen manchas foliares, pudricion del fruto y, en
casos severos, necrosis en corona y raices. Si bien pueden existir variaciones leves en la
expresion de los sintomas segun el 6rgano afectado o las condiciones ambientales, el
cuadro general de la enfermedad tiende a ser consistente entre especies. En Norteamérica
(EE. UU. y Canadad), por ejemplo, N. rosae y otras especies del género han sido vinculadas
principalmente con manchas foliares y pudricion del fruto, afectando la calidad comercial
de la cosecha. Estudios en Florida y California también describen manifestaciones mas
severas, con marchitez y muerte de plantas bajo alta presion de enfermedad (Baggio et al.,
2021; Lawrence et al., 2023). Reportes en Ontario y otras regiones temperadas coinciden
en la presencia concomitante de manchas foliares y pudricion del fruto, subrayando la
importancia de la conservacion de la calidad del fruto en la cadena productiva (McNally
et al., 2023; Rotondo et al., 2023).

En Sudamérica, las infecciones por Neopestalotiopsis suelen manifestarse con mayor
frecuencia como podredumbre de corona y raiz, signos que afectan la estabilidad y el vigor
de las plantas y que obligan a renovar plantas infectadas en viveros. Trabajos en Argentina
y Ecuador documentaron principalmente podredumbre de corona/raiz asociada a N.
clavispora y N. mesopotamica, respectivamente, lo que indica una tendencia a atacar
organos subterraneos o a nivel del cuello de la planta en esas poblaciones (Obregon et al.,

2018; Hidrobo-Chavez et al., 2022). Informes de Uruguay también respaldan esta



sintomatologia, lo que sugiere patrones regionales de dafio sistémico en ciertas
condiciones agrondmicas (Machin et al., 2019).

En Europa se han descrito tanto tizones foliares y manchas como podredumbres de corona,
dependiendo de la especie y localidad. En Italia y Espana se han registrado episodios
criticos de podredumbre de corona al que han atribuido a N. clavispora y especies
cercanas, mientras que en Alemania se observo tanto tizon foliar como afectacion del fruto
(Chamorro et al., 2016; Gilardi et al., 2019; Schierling et al., 2024).

En Asia, los informes describen una amplia gama de sintomas: desde tizones del céliz y
del receptaculo hasta marchitamiento por pudricion de raiz. En regiones como Taiwan y
China continental se han notificado tanto lesiones foliares y pudricién de fruto como
afecciones radiculares que conducen a marchitez, confirmando que algunas cepas asiaticas
tienden a causar sintomas severos que comprometen tanto rendimiento como
supervivencia de plantas (Wu et al., 2021; Shi et al., 2022). Asimismo, descripciones
recientes en India indican la capacidad de ciertas especies de provocar afectacion
simultanea de hojas, raices y frutos, situacion critica en sistemas de produccion con altas
densidades de plantacién (Rakhonde et al., 2025).

Por ello, estudiar la variabilidad genética en hongos fitopatdgenos es esencial para
anticipar y controlar brotes de enfermedades, ya que poblaciones con gran diversidad
tienen mayor probabilidad de generar variantes resistentes a fungicidas o capaces de
evadir cultivares con resistencia genética (Zhang et al., 2023).

Sin embargo, aunque la secuenciacion completa de genoma sea mas adecuado para el
estudio el estudio de especies, este suele ser costoso y tardado. Por ello, se han
desarrollado alternativas basadas en marcadores moleculares de ADN que utilizan la
técnica de PCR. Entre ellos, los RAPD contintian siendo una herramienta ttil para detectar
diversidad genética (Oliveira y Azevedo, 2022). Kermani et al. (2016) realizaron estudios
donde las variaciones genéticas tanto intra como interespecificas en Aspergillus fueron
detectadas utilizando RAPD-PCR a partir de muestras atmosféricas. De acuerdo con
Valencia-Ledezma et al. (2022), esta técnica permite explorar la variabilidad genética al
generar patrones de amplificacion especificos que reflejan diferencias entre organismos.

Su eficacia ha sido comprobada para distinguir especies con alta similitud morfologica,



como en el caso de Aspergillus, donde los perfiles obtenidos con distintos iniciadores
lograron diferenciarlas con gran precision.

De manera adicional la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal se
considera el marcador universal para hongos por su variabilidad y facilidad de
amplificacion, siendo clave en la identificacion y analisis filogenético. Suuso como “DNA
barcode” ha sido ampliamente validado, aunque puede presentar limitaciones de
resolucion en linajes cripticos (Schoch et al., 2012; Bellemain et al., 2010). Finalmente,
los grupos de compatibilidad micelial (VCGs) constituyen una herramienta bioldgica que
agrupa aislados capaces de formar heterocariones viables. En Verticillium dahliae, los
VCGs han mostrado correlacion con diversidad genética y distribucion poblacional,
aportando informacion valiosa sobre la epidemiologia de los patogenos (Collado-Romero
et al., 2006).

Diversas especies de Neopestalotiopsis se reconocen actualmente como agentes causales
de enfermedades en fresa (Fragaria x ananassa), responsables de sintomas en hojas,
corona y raices (Baggio et al., 2021; Chamorro et al., 2016; Obregon et al., 2018). Estas
evidencias sustentan el caracter patogénico del género y permiten discutir la variabilidad
patogénica a partir de los antecedentes documentados, aun cuando no se hayan realizado
pruebas de inoculacidon directa en este estudio. En el presente trabajo, se analiz6 la
variabilidad morfologica y molecular de aislados obtenidos en Michoacan,
complementando dicha caracterizacion con la informacion disponible en la literatura sobre
su comportamiento patogénico.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue analizar la diversidad genética de cepas
de Neopestalotiopsis spp. obtenidos de cultivos de fresa en Michoacan, mediante el uso
de marcadores RAPD, la evaluacion de grupos de compatibilidad micelial y a sus

relaciones filogeneticas basados en secuencias a paratir de la region ITS.



OBJETIVOS

I.  Caracterizar la morfologia de cepas de Neopestalotiopsis spp.
II.  Evaluar la variabilidad genética de cepas de Neopestalotiopsis spp. mediante

marcadores moleculares RAPD e ITS.

HIPOTESIS
Los aislados de Neopestalotiopsis spp. asociados al cultivo de fresa en Michoacan
presentan una variabilidad morfologica y genética, evidenciable mediante andlisis de

secuencias ITS, marcadores RAPD, grupos de compatibilidad y morfometria.



REVISION DE LITERATURA

Historia y origen del cultivo

Fragaria x ananassa, la fresa cultivada, es una especie alooctoploide considerada como
uno de los cultivos domesticados mas recientes, con una historia de domesticacioén de
aproximadamente tres siglos. Este hibrido surgié en Europa a partir del cruce entre dos
especies silvestres americana; F. virginiana, originaria de América del Norte, y F
chiloensis, procedente de Sudamérica (Hardigan et al., 2016; Liston et al., 2014; Whitaker
et al.,, 2020). El encuentro entre ambas especies ocurrido en los jardines europeos a
mediados del siglo XVII. Esta hibridacion dio lugar a una nueva especie que daba lugar a

frutos de mayor tamafio y mejor adaptacion a las condiciones climaticas (Hancock, 2010).

Importancia econémica de la fresa

La produccion de fresa en México representa una de las actividades agricolas de mayor
relevancia dentro del sector hortofruticola debido a su impacto econémico. De acuerdo
con los datos del Servicio de Informacidon Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2024 se
se sembraron 15,936.46 ha y se consecharon 15,858.36 ha. La produccion total nacional
alcanzo las 696,112.63 t/ha, con un promedio de rendimiento de 43.9 t/ha y un precio
medio rural (PMR) de $24,706.56 por unidad medida, generando un valor total de
produccién estimado en $17.198 millones de pesos (cifra originalmente reportada por
SIAP en miles de pesos y convertida aqui a millones para facilitar su interpretacion).

Entre las entidades productoras, Michoacén destaca como el principal estado productor,
con 9,720 hectareas cosechadas y una producciéon de 411,927.40 toneladas, lo que
equivale al 59.2% de la produccion nacional total. Este estado generd un valor econdmico
de 9.206 millones de pesos. En segundo lugar, se encuentra Baja California, con
137,424.42 toneladas, que representan el 19.7% del total nacional, y un valor de 5.417
millones de pesos, a partir de una superficie cosechada de 2,958.4 hectareas. En tercer
lugar, se ubica Guanajuato, con una produccion de 107,920.17 toneladas (15.5% del total)

y un valor de 1.502 millones de pesos (SIAP, 2024).



Principales enfermedades de la fresa en causadas por hongos

Podosphaera aphanis

La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo de alto valor econdémico y nutricional que,
sin embargo, presenta una alta susceptibilidad a una amplia gama de patdgenos fingicos
que afectan distintas etapas de su desarrollo. Entre las enfermedades mas relevantes se
encuentran las ocasionadas por Podosphaera aphanis, agente causal del oidio, que se
manifiesta con micelio blanquecino sobre hojas y frutos, reduciendo la fotosintesis y la

calidad comercial del producto (Amorim et al., 2025; Simard et al., 2025).

Colletotrichum acutatum

Colletotrichum acutatum, agente causal de la antracnosis de la fresa, representa una
amenaza significativa para la produccion comercial, ya que puede permanecer
asintomatico durante la etapa de vivero, pero volverse altamente destructivo tras el
trasplante a campo. La infeccion latente en plantas madre y trasplantes reduce el
crecimiento vegetativo, el tamafio del dosel y el rendimiento de frutos, llegando a

ocasionar pérdidas superiores al 40% (Daugovish et al., 2012).

Phomopsis obscurans

Phomopsis obscurans, responsable de la mancha foliar de la frutilla En estudios realizados
en Serbia, este hongo fue detectado en plantas de fresa, aunque con baja frecuencia. Atin
asi, su relevancia radica en la capacidad de provocar lesiones necréticas en hojas, peciolos
y frutos, lo que compromete la fotosintesis, la calidad del fruto y, en casos severos, la
productividad del cultivo. Ademas, Phomopsis obscurans puede sobrevivir en restos
vegetales y material de propagacion, facilitando su diseminacion entre ciclos productivos

y su establecimiento en nuevas plantaciones (Tanovi¢ et al., 2014).



Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum es un hongo fitopatégeno que desencadena la marchitez y
podredumbre blanca en diversos cultivos, entre ellos la fresa (Fragaria x ananassa). Esta
enfermedad provoca el deterioro de los tejidos vegetales, afectando tanto la parte aérea

como el sistema radicular y reduciendo significativamente el rendimiento del cultivo

(Delgado et al., 2023).

Mpycosphaerella fragariae

Mycosphaerella fragariae produce la mancha foliar en la fresa, una de las principales
enfermedades que afectan la produccién y la calidad del fruto, y que en etapas avanzadas
puede llegar a provocar la pérdida total de la plantacion (Rojas et al., 2023). En un estudio
realizado durante dos afos, se observo que el dafio ocasionado por este patdgeno
disminuy¢ cerca del 90 % cuando se llevaron a cabo labores de saneamiento en primavera,
consistentes en eliminar hojas muertas e infectadas. Asimismo, se registrd una reduccion
aproximada del 50 % al emplear un sistema de siembra en una sola hilera en lugar de dos

(Schmid et al., 2005).

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum, identificado como uno de los principales agentes de la podredumbre
de la raiz, una enfermedad que induce marchitamiento del follaje, secado y deterioro de
las hojas mas viejas, retraso en el crecimiento y una marcada reduccién en la produccion
de frutos. En etapas avanzadas, las plantas terminan por colapsar y morir, mostrando una
decoloracion de tonalidad marrén a marrén anaranjado en los tejidos vasculares y

corticales de la corona (Koike et al., 2009; Zhang et al., 2025).



Botrytis cinerea

Botrytis cinerea o moho gris es un hongo necrotréfico que tiene la capacidad de destruir
las células del fruto mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno y toxinas, lo
que provoca pérdidas considerables de produccion tanto durante el desarrollo del cultivo
como en la etapa de postcosecha (Rhouma et al., 2020). Durante el almacenamiento y
transporte, B. cinerea se mantiene como la causa mas importante de descomposicion,
reduciendo la vida util de los frutos y generando pérdidas econdmicas significativas en la
cadena de comercializacion (Ling et al., 2025). A diferencia de la mancha foliar, ni el
saneamiento de las hojas ni la eliminacion de frutos dafiados durante la cosecha logran
reducir de manera significativa el dafio causado por este patdgeno, lo que evidencia la

complejidad de su control (Schmid et al., 2005).

Neopestalotiopsis spp

En los ultimos afios, el cultivo de fresa ha enfrentado un incremento en la incidencia de
enfermedades fungicas emergentes y reemergentes, entre las que destaca
Neopestalotiopsis sp., considerada una amenaza creciente para la produccion. Este
patdégeno plantea importantes desafios fitosanitarios debido a su alta variabilidad
patogénica, la falta de informacion sobre la susceptibilidad de las variedades comerciales,
la escasa disponibilidad de fumigantes efectivos y el conocimiento limitado acerca de sus
fuentes de inoculo. Estas condiciones dificultan el disefio de estrategias de manejo
integradas y aumentan el riesgo de pérdidas significativas en los sistemas de produccion

de fresa (Avilés et al., 2024).

Historia de Neopestalotiopsis

A mediados del siglo XIX, el micologo italiano De Notaris realiz6 los primeros intentos
para clasificar a los hongos multiseptados y dio origen al género Pestalotia para una sola
especie, Pestalotia pezizoides, pero posteriormente se afadieron mdas especies que

compartian morfologia diversa que generd confusion taxondémica dentro de este grupo.



Asi, casi un siglo después, Steyaert (1949) revisé de manera detallada el grupo y
determino que muchas especies atribuidas a Pestalotia no compartian los rasgos
diagnosticos de la especie tipo. Por ello, se propuso el establecimiento de dos nuevos
géneros, Pestalotiopsis y Truncatella. Pestalotiopsis abarcd hongos cosmopolitas con un
amplio rango ecologico, que podian comportarse como saprobicos, endofitos o patdgenos
oportunistas en diversos cultivos de importancia econdmica.

En afios més recientes, gracias a los avances de las técnicas moleculares, se reevaluo la
clasificacion del complejo del género Pestalotiopsis. Maharachchikumbura et al. (2014)
realizaron un estudio filogenético detallado utilizando secuencias multilocus de regiones
génicas como ITS, B-tubulina y fefl-o aunado a las observaciones morfoldgicas
confirmaron una divergencia. Los resultados llevaron a los autores proponer la
segregacion de Pestalotiopsis en tres géneros distintos: Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis
y Pseudopestalotiopsis. Respecto a las caracteristicas morfologicas que los diferencian,
Neopestalotiopsis presenta células medianas versicoloras y conididforos indistintos
mientras que Pseudopestalotiopsis se diferencia de Pestalotiopsis, por las células
medianas oscuras y concoloras. Asimismo, los tres géneros pueden distinguirse de forma
aproximada segun el niumero total de pares de bases en la region ITS. Neopestalotiopsis
posee secuencias con una longitud aproximada de 480 a 484 pares de bases, lo que la
distingue de Pestalotiopsis (489—495 pb) y Pseudopestalotiopsis (536—540 pb) (Liu et al.,
2010). De esta manera, la redefinicion consolido la posicion taxonomica de

Neopestalotiopsis como un género independiente dentro de la familia Sporocadaceae.

Caracteristicas morfologicas

El nombre de Neopestalotiopsis proviene de su arecido morfolégico con el género
Pestalotiopsis. Neopestalotiopsis se caracteriza por producir conidiomas acervulares o
picnidiales, generalmente oscuros, globosos o subglobosos, que pueden presentarse de
forma aislada o agregada sobre el tejido hospedero. Los conididforos son poco
diferenciados o reducidos a células conididgenas hialinas, lisas y de paredes delgadas. Los
conidios son fusiformes a elipsoides, con cuatro septos y tres células medianas

versicolores. Presentan ademas una célula apical hialina provista de uno o varios
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apéndices filiformes y una célula basal con un apéndice Unico y céntrico

(Maharachchikumbura et al., 2014).

Panorama global y nacional de Neopestalotiopsis spp. asociadas al cultivo de fresa

Variabilidad patogénica y distribucion de Neopestalotiopsis spp. asociadas al cultivo

de fresa

En los ultimos afios, diversas especies del género Neopestalotiopsis han adquirido
relevancia como patogenos de alto impacto econdmico en el cultivo de fresa (Fragaria x
ananassa). Este género se caracteriza por presentar una amplia gama de sintomas, que
incluyen manchas foliares, necrosis del peciolo, pudriciones en la corona y las raices, e
incluso afectacion del fruto, comprometiendo tanto el rendimiento como la calidad
comercial del producto (Schierling et al., 2024).

En distintos paises donde se ha reportado, Neopestalotiopsis representa una seria amenaza
para la produccion de fresa, con pérdidas que pueden alcanzar hasta un 70% (Olivares-
Rodriguez et al., 2024). La variabilidad en la sintomatologia observada entre regiones y
especies sugiere diferencias en el comportamiento patogénico dentro del género. Factores
como la especie involucrada, el 6rgano afectado, las condiciones ambientales y la
respuesta varietal del hospedero influyen en la expresion de los sintomas, lo que respalda
la existencia de una variabilidad patogénica intra e interespecifica (Baggio et al., 2021;
Obregodn et al., 2018; Rakhonde et al., 2025).

A continuacidn, se presenta un resumen de las especies de Neopestalotiopsis reportadas
como agentes causales de enfermedades en fresa en distintas regiones del mundo (Tabla
1). Esta evidencia respalda el cardcter patogénico del género y sirve de referencia para
contextualizar la diversidad bioldgica y funcional de los aislados encontrados en

Michoacan.



11

Tabla 1. Especies de Neopestalotiopsis reportadas como agentes causales de la

pudricion de la corona, raiz y fruto.

Especie Pais Cultivo Sintomas Referencia
N. rosae Florida, EE. UU. Fresa Manchas Baggio et al.,
foliares y 2021
pudricion de
fruta
N. rosae California, EE. Fresa Lesiones Lawrence et
UU. necroticas y al., 2023
ennegrecimiento
en corona Yy
raices;
marchitez y
muerte de
plantas.
N. rosae Boves, provincia Fresa Podredumbre de Dardani etal.,
N. hispanica de Cuneo, Italia la corona 2025
(syn. vaccinii)
N. clavispora Bella Vista y Fresa Podredumbre de Obregoén et
Tucuman, corona y raiz al., 2018
Argentina
N. rosae Stuttgart, Fresa Tizones foliares Schierling et
Alemania y pudricion del al., 2024
fruto
N. mesopotamica Ecuador Fresa Podredumbre de Hidrobo-
corona y raiz Chavez et al.,
2022
Neopestalotiopsis Georgia, EE. Fresa Manchas Madrid et al.,
sp. UU. foliares y 2024



N. rosae

N. clavispora

Neopestalotiopsis

sp.

N. rosae

N. clavispora

N. clavispora

Neopestalotiopsis

sp.

N. clavispora

Neopestalotiopsis

sp.

Neopestalotiopsis

rosae

Neopestalotiopsis

rosae

Michoacan,

México

Huelva, Espana

Ohio, EE. UU.

Taiwan

Italia

Salto, Uruguay

Ontario, Canada

Liaoning

Province, China

New  England,

EE. UU.

Beijing, China

Paraguay

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

Fresa

pudricion  del
fruto
Podredumbre de
la. corona 'y
mancha foliar
Podredumbre de
corona y raiz

Mancha foliar

Tizones foliares
y pudricion del
fruto
Podredumbre de
corona y raiz
Podredumbre de
corona y raiz
Mancha foliar y
pudricion  del
fruto

Tizon del céliz y
del receptaculo
Manchas
foliares y tizén
del peciolo
Podredumbre de
la raiz y
marchitamiento
Mancha foliar y
pudricién de la

corona.

12

Rebollar-
Altiver et al.,
2020

Chamorro et

al., 2016
Rotondo et
al., 2023
Wu et al,
2021

Gilardi et al.,
2019
Machin et al.,
2019

McNally et
al., 2023
Shi et al,
2022

Salvas et al.,

2024

Sun et al,

2021

Fernandez-
Ozuna et al.,

2023
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N. mesopotimica Kurdistan, [ran ~ Fresa Manchas Ayoubi &
N. iranensis Foliares y Soleimani,

pudricion  del 2016

fruto
Neopestalotiopsis India Fresa Manchas Rakhonde et
javaensis Foliares, al., 2025

pudricién de raiz

y fruto
Neopestalotiopsis Virginia, EE. Fresa Manchas Gangwar et
vaccinii UuU. Foliares, al., 2025

pudricion  del

fruto y raiz

Diversidad y relevancia fitopatoldgica de Neopestalotiopsis en México

Durante la temporada de fresa de 2017 en Zamora, Michoacan, se reportd una alta
mortalidad de trasplantes hasta el 50%. Las plantas afectadas mostraron pudricion de los
tejidos radiculares, asi como en las coronas y manchas en el follaje, sintomas asociados a
la enfermedad emergente causada por el hongo Neopestalotiopsis. Para confirmar la
identidad se realizd una caracterizacion morfologica y molecular que incluyo la
secuenciacion de las regiones ITS, del factor de elongacion 1a y la porcion parcial del
gen (B-tubulina (Revollar-Alviter et al., 2020).

De manera similar, en otros cultivos de importancia economica también se ha identificado
la presencia de especies de este género. Gerardo-Lugo et al. (2020) realizaron el primer
informe de Neopestalotiopsis como el agente causa de la mancha gris en hojas de mango.
Este hallazgo se obtuvo a partir de una colecta efectuada durante el periodo de 2016-2017,
de la cual se aislaron cepas de Neopestalotiopsis, que fueron identificados mediante
analisis morfoldgicos y moleculares. Las secuencias obtenidas de las regiones ITS, EF -
la y TUB se alinearon y analizaron filogenéticamente. El analisis filogenético revelo la

existencia de 20 aislados se agruparon en cuatro clados consistentes, aunque no
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sustentados por las topologias generales de los arboles. En las pruebas de patogenicidad
se comprobd que todos estos aislados inducian lesiones en las hojas de mango
comprobando su capacidad patogenética (Sarmiento-Chacoén et al., 2023).

Ademas de cultivos frutales, también se han reportado especies ornamentales afectadas
por este patogeno. Tal es el caso de Chamaedorea quezalteca, una palmera de camedor de
la region Frailesca, Chiapas. En este cultivo, Neopestalotiopsis causaba manchas foliares
que reducian la produccion y reducian su calor comercial. Otro cultivo afectado por N.
australis es Byrsonima crassifolia (conocido cominmente como nanche). Este patogeno
que provoca la formacion de una costra en los frutos jovenes fue, reportado por primera

vez en Choapas, Veracruz (Moreno-Veldzquez et al., 2025).

Métodos de control de Neopestalotiopsis en cultivos de fresa

A nivel mundial las plagas y enfermedades siguen representando una de las principales
amenazas para la seguridad alimentaria, ya que provoca reducciones significativas en el
rendimiento y la calidad de los cultivos de hasta un 40% de la produccion. Debido a ello,
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
enfatiza que la proteccion preventiva de las plantas resulta mucho mas rentable que la
respuesta a emergencias fitosanitarias una vez que los brotes se han establecido. De hecho,
cuando las plagas o enfermedades logran consolidarse en un érea, su erradicacion se
vuelve practicamente imposible, y su manejo implica un proceso prolongado y costoso.
Por ello, fortalecer las estrategias de prevencion, monitoreo y control temprano constituye
una prioridad esencial para preservar la sanidad vegetal y garantizar la sostenibilidad de
los sistemas agricolas a escala global (FAO, 2022).

De manera particular, hongos como Neopestalotiopsis spp que usualmente se comporta
como un endoéfito en tejidos vegetales, han mostrado en los Ultimos afios una transicién
hacia un modo de vida patogénico, ocasionando brotes severos que han comprometido la

rentabilidad del cultivo de fresa a nivel global (Avila-Hernandez et al., 2025).
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Control quimico

Baggio et al. (2023) evaluaron la eficacia de fungicidas de accion simple y multiple en el
control de este patdgeno, demostrando que los compuestos de accion especifica, como
fludioxonil, fluazinam y los inhibidores de la desmetilacion del esterol, junto con los de
accion multiple como captan, thiram y clorotalonil, resultaron ser los més efectivos para
reducir el crecimiento micelial y limitar el desarrollo de los sintomas. Asimismo, se
confirmo resistencia a los fungicidas del grupo 11, como la azoxistrobina, asociada con la
mutacion G143A en el gen del citocromo b, hallazgo que coincide con los resultados

obtenidos en las pruebas de inoculacion y los ensayos de campo.

Alternativas de control

Ante la evidencia de resistencia a fungicidas se han explorado alternativas, como el uso
de agentes biocontroladores. Zhang et al (2024) se han enfocado en el potencial de manejo
de Neopestalotiopsis spp a través de cepas de Bacillus cereus (Bce-2) que han demostrado
una fuerte actividad antagdnica, con inhibiciones de crecimiento micelial superiores al
70%. En campo, la aplicaciéon de su soluciéon de fermentacion redujo el indice de
enfermedad en plantas de fresa en un 57,8% y estimuld enzimas de defensa como
peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa. Ademas, el tratamiento indujo la expresion
de genes relacionados con la resistencia vegetal, lo que confirma el papel de Bacillus
cereus como agente antagonista a Neopestalotiopsis clavispora. Se han evaluado otras
cepas antagonistas como Bacillus velezensis (QY-4 y QJ-3) y Bacillus subtilis (TT-3), las
cuales mostraron una inhibicion del crecimiento micelial de N. clavispora superior al 60%.
Estas bacterias afectaron la integridad de la membrana fungica y, mediante la emision de
compuestos organicos volatiles, redujeron el desarrollo del patégeno en méas del 40%. En
ensayos de invernadero, la aplicacion de dichas cepas disminuy6 significativamente los
sintomas de la enfermedad, con eficiencias de control de hasta 67%, ademas de inducir la
actividad de enzimas defensivas como peroxidasa, catalasa y superdxido dismutasa. Estos

resultados confirman el potencial de Bacillus velezensis y B. subtilis como agentes de
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control bioldgico eficaces frente a Neopestalotiopsis clavispora en fresa (Zhang et al.,
2024).

De manera complementaria, Olivares-Rodriguez et al. (2025) evaluaron alternativas para
el control de Neopestalotiopsis sp. en fresa, reportando la eficacia de cepas de
Trichoderma sp., asi como del acido peracético y extractos de canela y neem. Las cepas
de Trichoderma sp. presentaron actividad micoparasitica caracterizada por el
enrollamiento, adhesion y lisis de las hifas del patdgeno, lo que confirma su potencial

como agente de control bioldgico de bajo impacto ambiental.

Métodos para la caracterizacion genética y evaluacion de la diversidad en hongos

patogenos

Uso de marcadores RAPD en la identificacion genética y analisis de diversidad

Los marcadores moleculares han revolucionado el estudio genético de los frutales al
permitir identificar la diversidad, evolucion y resistencia a enfermedades. Estos
fragmentos de ADN son herramientas clave en la taxonomia, el mapeo génico y el
mejoramiento, ya que facilitan el desarrollo de cultivares con rasgos superiores y
promueven la conservacion sostenible de los recursos genéticos (Thakur et al., 2023).

Los marcadores moleculares permiten reconocer con precision si un organismo tiene o no
genes que interesan. Dentro de estos marcadores se encuentran los RAPDs, un método
que consiste en la amplificacion aleatoria de fragmentos ADN mediante PCR utilizando
iniciadores de secuencias arbitrarias (Miiller et al., 2023). Los marcadores RAPD
requieren una cantidad baja de ADN y se basan en cambios de una sola base o indels, lo
que les proporciona un alto nivel de polimorfismo. Su razén de multiplex efectivo es
media, y presenta un patréon de herencia dominante. Para su amplificacion se emplean
iniciadores de aproximadamente 10 nucleotidos con secuencias aleatorias. La técnica,
aunque no es exigente desde el punto de vista técnico y no requiere deteccion radiactiva.
Sin embargo, su reproductibilidad es baja a media, lo que, aunque puede limitar su
aplicacion en algunos estudios pueden ser ttiles en los anélisis de diversidad genética, y

en menor medida en programas de genética y mejoramiento (Singh et al., 2025).
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Variabilidad genética en hongos y Oomycetos fitopatogenos

En los sistemas agricolas, los monocultivos aceleran la evolucion de nuevas razas
patdgenas. Por ejemplo, las condiciones ambientales y las practicas agricolas son factores
de presion selectiva sobre los genes de resistencia de las cruciferas, promoviendo la
evolucion y diversificacion de razas patdgenas mas virulentas durante distintas etapas de
la interaccion huésped-patdgeno.

Entre los hongos y Oomycetes fitopatogenos que afectan a las cruciferas y que presentan
alta diversidad genética son; Albugo candida (mildiu blanco), Alternaria brassicae y A.
brassicicola (mancha foliar), Hyaloperonospora parasitica (mildia velloso),
Leptosphaeria maculans (tizoén del tallo o “pierna negra”), Plasmodiophora brassicae
(hernia de la col), Sclerotinia sclerotiorum (podredumbre blanca), Verticillium spp.
(marchitez), Xanthomonas campestris (podredumbre negra bacteriana).

Para estudiar su evolucion se utilizan herramientas moleculares como RAPD-PCR, ITS y
COX2 (secuencias genéticas), andlisis filogenético, asi como estudios de protedmica y
genodmica, ademds de marcadores moleculares para identificar genes de virulencia o
avirulencia (como AvrAC1, AvrLm, Cr811). La diversidad genética encontrada en estos
patdgenos se debe a mutaciones, recombinaciones sexuales, presion de seleccion por

cultivos resistentes y, en el caso de A/bugo candida, 1a polopoidia (Singh et al., 2023).

Grupos de compatibilidad micelial como indicador de diversidad

En un estudio realizado por Junior et al. (2010) se evaluo la diversidad genética de
Sclerotinia sclerotiorum mediante el analisis de 40 aislamientos obtenidos de distintos
cultivos y regiones de Brasil. Los investigadores emplearon marcadores RAPD junto con
la identificacion de grupos de compatibilidad micelial (GCM) para explorar la variabilidad
existente entre los aislamientos. A partir de 16 iniciadores aleatorios se generaron 121
fragmentos de ADN, y el andlisis de conglomerados con el método UPGMA permitio
diferenciar tres grupos principales y cinco GCM, con niveles de similitud genética entre

61.8% y 68.2%. Se observdo una correspondencia clara entre los patrones de
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compatibilidad micelial y los perfiles genéticos obtenidos por RAPD, lo que evidencia
que los GCM reflejan efectivamente la diversidad genética dentro de la especie. Sin
embargo, no se detectaron asociaciones entre los grupos y el origen geografico o el tipo
de hospedante. El andlisis de varianza molecular mostré que casi toda la variacion (99.1
%) provenia de diferencias individuales, sin un efecto notable del cultivo hospedante. Este
trabajo demostr6 que la compatibilidad micelial puede servir como un indicador sélido de
la variabilidad genética en S. sclerotiorum, y sugirid que las poblaciones de regiones
tropicales y subtropicales tienden a reproducirse sexualmente, a diferencia de las
poblaciones clonales predominantes en zonas templadas.

En otro estudio realizado en nueve provincias de Turquia, se llevd a cabo por primera vez
un muestreo en areas de césped para detectar la presencia de Sclerotium rolfsii, la fase
asexual de Athelia rolfsii, un patégeno del suelo que afecta a numerosas especies vegetales
en distintas partes del mundo. Se recolectaron muestras que presentaban parches circulares
de coloracidn clordtica, marron rojiza o con apariencia de ojo de rana, a partir de las cuales
se obtuvieron 32 aislados del hongo. Entre estos, se identifico un grupo de compatibilidad
micelial (MCQG), lo que permiti6 establecer una relacion entre los aislamientos obtenidos.
Las pruebas de patogenicidad en invernadero mostraron una severidad de la enfermedad

entre 83.74 % y 92.87(Unal et al., 2019).

ITS como indicador de diversidad

En un estudio sobre la diversidad fungica en Brasil, se analizaron marcadores moleculares
de importancia filogenética generados desde 1996, con el objetivo de caracterizar la
biodiversidad de hongos en distintas regiones del pais. Se recopilaron 19 440 secuencias
de ADN fungico-provenientes de GenBank, entre ellas ITS, LSU, SSU, tef1-a, B-tubulina,
rpbl, rpb2, actina, quitina sintasa y ATP6. El marcador ITS fue el mas representativo, con
11 209 secuencias, principalmente de Ascomycota (70,1 %) y Basidiomycota (18,6 %). A
partir de un umbral del 98 % de similitud, las secuencias ITS se agruparon en 3 047
unidades taxondmicas operativas (OTU), lo que refleja una notable diversidad genética

dentro de estos grupos. Aunque algunos filos como Cryptomycota y Entorrhizomycota no
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estuvieron representados, los resultados evidencian la utilidad del ITS como un marcador
confiable para estimar la diversidad fungica. Ademas, el andlisis revelo la existencia de
linajes aun no identificados, lo que sugiere que la diversidad de hongos en Brasil podria
ser incluso mayor a la reportada con base en datos morfologicos y bibliograficos (Menolli
y Sanchez-Garcia, 2019).

En otro estudio relacionado en un estudio centrado en los hongos micorrizicos
arbusculares (AMF) se emplearon secuencias de ADN ribosomal ITS obtenidas de bases
de datos publicas para examinar su distribucion a escala continental y global. Mediante
un analisis filogenético de méaxima probabilidad se definieron 305 taxones virtuales ITS
(ITS-VT) pertenecientes al filo Glomeromycota. Los resultados mostraron que alrededor
del 60% de los ITS-VT fueron especificos de un hospedero, mientras que aquellos con un
rango mas amplio de plantas presentaron también una distribucion geografica mas
extensa. Asimismo, se observod que la mayoria de los ITS-VT se restringieron a un solo
tipo de grupo funcional de hospedero, con distribuciones limitadas entre ecosistemas,
continentes y zonas climaticas. Los analisis de composicidon comunitaria evidenciaron
diferencias significativas entre grupos funcionales de plantas y regiones, y demostraron
que la estructura de las comunidades de AMF se correlaciona con la composicion vegetal.
En conjunto, las secuencias ITS reflejaron un patrén de alto endemismo y especificidad
hospedero-dependiente, lo que reafirma el valor del ITS como indicador eficaz de

diversidad y distribucion fingica a gran escala (Yang et al., 2012).
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y aislamiento del patogeno

La recoleccion de muestras se llevo a cabo en tres municipios del estado de Michoacan:
Irimbo, Maravatio y Epitacio Huerta. Se seleccionaron plantas adultas de fresa (Fragaria
X ananassa) provenientes de viveros y parcelas comerciales que presentaban sintomas
compatibles con infecciones por especies del género Neopestalotiopsis. Las muestras se
trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Los aislados
de Neopestalotiopsis se obtuvieron a partir de coronas y raices de plantas afectadas.
Siguiendo la metodologia descrita por Torres-Calzada et al (2013), se cortaron fragmentos
de aproximadamente 1 cm? de tejido vegetal, los cuales se desinfectaron con una solucion
de hipoclorito de sodio al 1.2%. Posteriormente, los fragmentos se colocaron en cajas Petri
con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) para favorecer el crecimiento fingico.

Las colonias con caracteristicas morfolodgicas tipicas de Neopestalotiopsis fueron
transferidas a nuevas cajas con PDA y se incubaron a 26 °C hasta la formacion de esporas.
A partir de estas, se prepararon suspensiones conidiales que se dispersaron nuevamente
sobre PDA. Después de 24 horas, se seleccionaron conidias germinadas, las cuales se
transfirieron a cajas Petri frescas para su uso en la caracterizacion morfoldgica y en los
analisis moleculares. La identidad del género se corrobord mediante caracteres
morfoldgicos y andlisis moleculares, considerando la informacion patogénica reportada

previamente para especies del mismo grupo.

Caracterizacion morfologica y morfometria

Se seleccionaron 17 aislamientos para su caracterizacion mediante las claves de
Maharachchikumbura et al. (2014). Entre las caracteristicas morfologicas utilizadas para
la identificacion del género Neopestalotiopsis se examino el color de la colonia, tambien
la presencia o ausencia de acérvulos, las dimensiones (longitud y ancho) de los conidios,
asi como la longitud de los apéndices apical y basal. Estas caracteristicas han sido
fundamentales en los estudios de taxonomia fungica, tal como lo describen Keith et al.

(2006) y Maharachchikumbura et al. (2011). Con el objetivo de determinar la longitud, el
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ancho y el nimero promedio de apéndices presentes en las conidias, se seleccionaron 150
conidias maduras por cada aislado, obtenidas de cultivos de 15 dias de antigiiedad. Las
conidias fueron cuidadosamente montadas en portaobjetos y tefiidas con azul de algodon
para mejorar el contraste. Posteriormente, se capturaron fotografias utilizando un
microscopio compuesto con un aumento de X400 y una camara Dino-Lite. Las mediciones
se realizaron en el software DinoXcope V2.6.

Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por Raeder y
Broda (1985). Se inocularon fragmentos pequefios de colonias en 20 mL de caldo de
dextrosa y papa (PDB) y se incubaron a 25 °C con agitacién a 150 rpm durante 4 dias. El
micelio se recuperd, se lavo de dos a cuatro veces con buffer TE 1X y se transfiri6 a tubos
de 1.5 mL. Se anadi6 buffer de lisis (200 mM Tris-HCI pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM
EDTA, 0.5% SDS) y se realizdo la ruptura de tejido con un disruptor mecanico.
Posteriormente, se realizaron extracciones con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1), centrifugando a 14,000 rpm a 4 °C para separar fases acuosas, repitiendo este
paso dos veces. El ADN se precipit6 afiadiendo acetato de sodio 3M (pH 7) e isopropanol
frio, seguido de centrifugacion. El precipitado se lavd dos veces con etanol al 70% frio y
se seco. Finalmente, el pellet obtenido se resuspendi6 en buffer TE 1X y se tratdé con
RNasa (0.15 U/10 pL) durante 5—15 minutos a 37 °C. Para verificar la integridad y pureza
del ADN, se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% a 100 V durante
40 minutos. La concentracion de ADN (ng/puL) se determind mediante un
espectrofotometro NanoDrop.

Amplificacion de la region ITS

La amplificacion de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) se realizo en un volumen
final de 25 pL. La mezcla de reaccion incluyod: 2.5 puL de buffer, 1.75 pL. de MgClz, 0.5
puL de dNTPs, 1 puL de cada cebador (ITS1 e ITS4), 17.05 puL de agua ultrapura, 0.2 uL. de
Taq ADN polimerasa y 1 uL. de ADN molde. Se utilizaron los iniciadores ITS1 (5’TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G3’) e ITS4 (5°’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3’)
descritos para la amplificacion de esta region. El programa de amplificacion consistio en
una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos con las

siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 56 °C
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por 45 segundos y extension a 72 °C por 90 segundos. Finalmente, se realiz6 una extension
final a 72 °C por 8 minutos. Los productos de la PCR obtenidos fueron furificados
enviados para su secuenciacion al laboratorio YPICIT (San Luis Potosi, México).
Construccion del arbol filogenetico de ITS

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa MEGA 12 (Tamura et al., 2021) y
se alinearon utilizando el software MAFFT v7 (Katoh & Standley, 2013). El archivo de
alineamiento resultante en formato FASTA se emple6 posteriormente para inferir el arbol
filogenético mediante el servidor en linea IQ-TREE (Nguyen et al., 2015). Para la
construccion del arbol, se selecciond el modelo evolutivo K2P+G4, determinado a través
de ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). La robustez de la topologia se evalud
con el método de bootstrap ultrarrapido utilizando 10,000 réplicas (Hoang et al., 2018).
Finalmente, el arbol filogenético se visualizé en el programa FigTree v1.4.4 (Rambaut,
2016) y se edit6 en Inkscape para su presentacion.

Amplificacion RAPD

El ADN gendmico obtenido de los aislados fue cuantificado con un espectofotometro
NanoDrop, ajustando a una concentracion final de 50 ng en 2 pL para las reacciones de
amplificacion. Las pruebas RAPD se llevaron a cabo en el Laboratorio de Plagas
Cuarentenarias del INIFAP, sede General Teran. Para ello, se utilizando los iniciadores:
P23 (5'-GGCGATCACG-3'), P30 (5'-CTCCTGCGAC-3"), mezcla de P 23 y P30, P2 (5'-
CGAACATGAG-3"), P31 (5-CGACCCCCGT-3'), mezcla de P31 y P35 (5'-
GCTGGGGACC-3").

Cada reaccion se prepard en un volumen final de 25 pL por reaccion, compuesto por 5 pL
de buffer 1X, 2 pL del primer respectivo, 0.05 pL de enzima ADN polimerasa, 13.5 pL
de agua bidestilada ultrapura y 4 pL de ADN genomico previamente estandarizado. El
programa de amplificacion utilizado fue de desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 3
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, alineamiento a
36 °C por 2 minutos y extension a 72 °C por 1 minuto. Finalmente, se realizd una
extension final a 72 °C durante 1 minuto.

Los productos de PCR se visualizaron inicialmente en geles de agarosa al 3% corriendo a
100 V durante 40 minutos, y las bandas resultantes fueron observadas en un

transiluminador para confirmar su presencia y tamano. Posteriormente, las muestras se
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analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% (preparados con 22.7
mL de agua bidestilada, 8 mL de buffer BS 5X, 5.6 mL de poliacrilamida al 30%, 60 puL
de TEMED y 300 uL de APS al 15%) corriendo a 90 V durante 3 horas. Estos geles se
realizaron en el laboratorio #4 en la Facultad de Ciencias Biologicas en la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon

Grupos de compatibilidad micelial

Earnshaw y Boland (1997) describieron los grupos de compatibilidad micelial como una
herramienta indirecta para detectar variabilidad genética en hongos. Con base en esta
metodologia, se llevaron a cabo pruebas de compatibilidad micelial en 45 cajas de Petri,
colocando en cada caja cuatro discos de PDA con crecimiento de micelio de las diferentes
cepas: uno en el centro y tres distribuidos equidistantemente a 3 cm de distancia alrededor
del disco central. Se considerd una interacciéon como compatible cuando se observé un
crecimiento uniforme y continuo en el punto de unioén entre las cepas. Por el contrario, las
interacciones fueron clasificadas como incompatibles si se produjo inhibicion del
crecimiento de una cepa sobre la otra o si no se observo desarrollo de micelio en el punto

de contacto.
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RESULTADOS

Recoleccion de muestras y aislamiento del patogeno

Durante la recoleccion de muestras se obtuvieron tejidos de plantas de fresa con sintomas
visibles de enfermedad en tres municipios del estado de Michoacéan: Irimbo, Maravatio y
Epitacio Huerta. Las muestras correspondieron principalmente coronas con lesiones
necroéticas. En laboratorio, se logrod el aislamiento del hongo asociado a estas lesiones, del
cual se obtuvieron cultivos puros mediante la técnica de cultivos monoconidiales. El
crecimiento en medio PDA mostr6 colonias de coloracion variable entre blanco grisaceo
y marrdn claro, con margenes definidos y presencia de estructuras conidiales tipicas del
género Neopestalotiopsis. En total se seleccionaron 17 aislamientos representativos para
su caracterizacion morfoldgica y molecular.

Morfometria

Para el andlisis morfométrico se midieron un total de 150 conidias por aislado. Cada
conidia fue dividida en cinco secciones con el fin de describir detalladamente su estructura
(Imagen 1): la seccidon 1 correspondi6 a los apéndices apicales, la seccion 2 a la célula
apical, la seccion 3 a las tres células medias, la seccion 4 a la célula basal y la seccion 5
al apéndice basal.

El largo total de las conidias, considerando el eje comprendido desde la célula apical hasta
la célula basal, vari6 entre 20 y 29 pm. El punto mas ancho se registr6 en la célula media
2, con un rango de 6-8 pm. Los apéndices apicales mostraron una longitud variable de 9-
28 um, mientras que la célula apical presentd dimensiones de 3-6 um. En cuanto a las
células medias (1, 2 y 3) (figura 1), los valores oscilaron entre 3—6 pm, 4—6 umy 4—7 pm,
respectivamente. La célula basal mostr6 una longitud de 3-6 um, y los apéndices basales
variaron entre 5-13 pum. Estas medidas evidencian la variabilidad morfologica
caracteristica del género Neopestalotiopsis, especialmente en la longitud de los apéndices

y la proporcion entre las células medias y la apical.
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Figura 1. Esquema de las dimensiones evaluadas en las conidias de

Neopestalotiopsis spp.

Extraccion de ADN

La integridad del ADN extraido se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa al
3% (Figura 2), observandose en todos los carriles una banda definida de alto peso
molecular que confirma la extraccion exitosa del ADN gendmico. La calidad del ADN se
evalud con un espectrofotometro NanoDrop, el cual permitié medir tanto la concentracion
como la pureza del material genético, obteniéndose rendimientos que variaron entre 60 y
4600 ng/uL. En cuanto a la pureza, la relacion A260/A280 se encontrd entre 1.5 y 2.0, lo
que indica valores aceptables frente a contaminantes como proteinas o fenol; sin embargo,
la variabilidad en este parametro probablemente se deba a la presencia de ARN residual,
ya que no se aplico tratamiento con RNasa durante la extraccion. Por su parte, la relacion
A260/A230 oscild entre 1.1 y 1.9, lo que sugiere la presencia de sales u otros compuestos
del buffer de extraccion. A pesar de que algunos valores no correspondieron a condiciones
Optimas, las concentraciones de ADN obtenidas fueron consideradas suficientes y

adecuadas para los analisis moleculares posteriores.
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Figura 2. Visualizacion de ADN genomico de aislados de Neopestalotiopsis sp. en gel

de agarosa al 3%.

Amplificacion de la region ITS

La amplificacion de la region ITS con los iniciadores universales ITS1 e ITS4 generd
productos especificos de aproximadamente 600 pb en la mayoria de las cepas, los cuales
fueron claramente visibles en los geles de agarosa. Los 17 cepas analizados produjeron
amplicones de calidad adecuada para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se
editaron y alinearon, y posteriormente se compararon con registros disponibles en la base
de datos GenBank. Los resultados mostraron una similitud del 98 al 100% con secuencias
correspondientes a Neopestalotiopsis rosae. Sin embargo, debido a la alta cercania
genética entre especies del género Neopestalotiopsis, se considera necesario incorporar
otros marcadores moleculares para confirmar con mayor precision la identidad
taxonémica de las cepas.

Analisis filogenético basado en la region ITS

El analisis filogenético basado en las secuencias ITS1-1TS4 agrup6 a los 17 aislados de
Neopestalotiopsis dentro de un clado monofilético correspondiente a N. rosae, junto con
la secuencia de referencia MN385720.1 (Figura 3). Los valores de soporte bootstrap (77—
92%) confirmaron la solidez de esta relacion. Sin embargo, la formacioén de subclados
bien definidos entre los aislados MOS1, E8, R Al y R _C31, lo que indica la existencia
de variabilidad genética intraespecifica, probablemente asociada a diferencias en el origen

geografico o a microevolucion dentro de la poblacion local. Aunque todas las cepas
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pertenecen al mismo linaje, la divergencia observada en la region ITS sugiere la presencia
de distintos haplotipos dentro de N. rosae, lo que respalda la heterogeneidad genética

detectada mediante los andlisis de compatibilidad micelial y RAPD.

N. rosae MN495972.1
N. rosae MN385719.1
Neopestalotiopsis mesopolamnca KM199362.1
Neopestalotiopsis rosae KM199360.
NW7941 121

Neopestalotiopsis acrostichi MK764273.1
Neopestalotiopsis sp. OP497994.1
Neopestalotiopsis sp. MW969750.1
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[— Neopestalotiopsis phoenicis PP784730.1
hispanica NW794107 1
| 0K493585.1
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Figura 3. Arbol filogenético inferido a partir de secuencias ITS1-ITS4 de
Neopestalotiopsis spp. de fresa en Michoacan. El analisis en IQ-TREE (modelo
K2P+G4, 10,000 réplicas bootstrap) mostro que las cepas estudiadas se agrupan con

N. rosae (MN385720.1), evidenciando variabilidad genética intraespecifica.

Amplificacion RDP’s

La amplificacion de las 17 cepas se obtuvo con todos los iniciadores evaluados. Entre
ellos, las combinaciones P23/P30 y P31/P35 destacaron por generar la mayor cantidad de
fragmentos amplificados (Figura 4), en contraste con el iniciador P2, que al emplearse de

manera individual produjo el menor nimero de fragmentos (Tabla 2).
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Figura 4. Patron representativo de bandas amplificadas con los iniciadores P31/P35

en gel de poliacrilamida de Neopestalotiopsis spp.

Los iniciadores evaluados mostraron una alta capacidad para detectar variabilidad
genética entre las cepas analizadas, con porcentajes de polimorfismo superiores al 90%
en la mayoria de los casos (Tabla 2). Los marcadores 23, 30 y 2 presentaron el 100% de
fragmentos polimorficos, evidenciando su alta eficiencia para discriminar genotipos,
mientras que el marcador 31 mostr6 el menor nivel de polimorfismo (85.7%). En conjunto,
estos resultados indican una elevada diversidad genética en las poblaciones estudiadas y
confirman la utilidad de los iniciadores seleccionados para estudios de variabilidad

intraespecifica.

Tabla 2. Numero de fragmentos, fragmentos polimorficos y % de polimorfismo por

iniciador (individuales y mezclados).

Fragmentos

Marcador Numero de fragmentos polimérficos % de polimorfismo
23 17 17 100.00
30 16 16 100.00
23/30 20 19 95.00
2 9 9 100.00
31 7 6 85.71

31/35 16 15 93.75
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Los valores del Coeficiente de Informacion Polimoérfica (PIC) variaron entre 0.3052 y
0.3814, con un promedio de 0.3551 (Tabla 3). Estos valores indican un nivel de
polimorfismo moderado entre los iniciadores evaluados.

Por su parte, el indice de diversidad de Shannon fluctu6 entre 46.17% y 55.99%,
alcanzando una media de 52.37% (Tabla 3). Entre los iniciadores empleados, P2 y P30
generaron el mayor nimero de bandas polimorficas, mientras que la combinacion P23/P30

mostrd la menor capacidad de amplificacion y resolucion.

Tabla 3. Informacion sobre el PIC promedio por iniciador e indice de Shannon

promedio por iniciador.

Iniciador PIC indice de Shannon
23 0.3664 0.5447
30 0.3702 0.5467
23/30 0.3052 0.4617
2 0.3814 0.5599
31 0.3539 0.5076
3135 0.3538 0.5218

El dendrograma (Figura 5), generado a partir de la matriz de similitud de Dice, revelo la
formacion de cinco grupos principales. El grupo 1 estuvo integrado por las cepas Al y
D12; el grupo 2 por D43, B1, E8, F4, C13, F18 y A11; el grupo 3 Gnicamente por la cepa
A17; el grupo 4 por B22, B25 y F26; y el grupo 5 por C9, C33, D3 y E30.
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Figura 5. Relaciones genéticas de 17 cepas de Neopestalotiopsis spp. recolectadas en
distintas localidades del estado de Michoacan, obtenidas mediante el coeficiente de
Nei-Li a partir de los datos generados con cinco marcadores RAPD aplicados de

manera individual.

El dendrograma resultante indica la presencia de al menos cinco variantes genéticas de
Neopestalotiopsis spp. en la zona productora de fresa de Michoacan, ya que algunas cepas
presentan valores de similitud superiores al 90% e incluso del 100%, lo que evidencia
aislamientos genéticamente idénticos. Sin embargo, el nimero real de variantes podria ser
mayor, dado que en ciertos grupos los valores de similitud son inferiores al 80%.

El Andlisis de Coordenadas Principales (ACP) (Figura 6) respaldd la agrupacion
observada en el dendrograma, mostrando nuevamente cinco grupos principales. Aun asi,
algunos subgrupos registraron similitudes menores al 90%, lo que sugiere la posible

existencia de una diversidad genética mas amplia dentro de las cepas analizadas.
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Figura 6. Analisis de Coordenadas Principales (ACP) de los aislamientos de

Neopestalotiopsis basado en los perfiles de amplificacion obtenidos.

Compatibiliadad micelial

Del total de interacciones analizadas en las pruebas de compatibilidad micelial, se observo
que las cepas pertenecientes al grupo A1 mostraron un comportamiento mayoritariamente
compatible (Figura 7), estableciendo uniones estables con la mayoria de los aislados
evaluados. Sin embargo, se detectd incompatibilidad en su interaccion con las cepas A17
y E30, en las cuales se evidencid una barrera de reconocimiento que impidi6 la fusion de
hifas. Este patron sugiere que Al podria constituir un grupo de compatibilidad
relativamente amplio, pero con ciertos limites frente a cepas especificas.

Por el contrario, el resto de los aislados (A1l1, F4, F18, D12, A17, B22, C13, F25, B25,
B1, E8, E30, D43, C9, D3 y C33) presentaron interacciones incompatibles (Figura 8)) en
la mayoria de los enfrentamientos, caracterizadas por zonas de inhibicidn del crecimiento
o ausencia de anastomosis en el punto de contacto. Estos resultados indican que la
poblacion analizada se encuentra conformada principalmente por aislados que pertenecen

a distintos grupos de compatibilidad micelial (VCGs), lo cual refleja una marcada

heterogeneidad genética.



32

Compatibilidad +

Figura 7. Interacciones miceliales entre aislamientos de Neopestalotiopsis,

evidenciando reacciones de compatibilidad entre cepas.

Incompatible

Figura 8. Interacciones miceliales entre aislamientos de Neopestalotiopsis,

evidenciando reacciones de incompatibilidad entre cepas.
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DISCUSION

Las conidias analizadas presentaron forma fusiforme, con cuatro septos y cinco células
bien definidas. Su longitud varié entre 20 y 29 pm y el ancho entre 6 y 8§ pm. Los
apéndices apicales midieron de 9 a 28 um y los basales de 5 a 13 um, con la presencia de
tres a cuatro apéndices apicales por conidia. Estas caracteristicas coinciden parcialmente
con lo descrito por Erdurmus et al. (2022) para Neopestalotiopsis rosae, quienes
reportaron conidias fusiformes de 24.1 x 7.3 um, con tres células medias pardas, extremos
hialinos y 3—4 apéndices apicales.

Fernandez-Ozuna et al. (2023) reportaron conidias de 24.5 a 30.2 um de longitud y 7.3 a
10.2 um de ancho, con dos a cuatro apéndices apicales de 22.9 a 30.6 um y un apéndice
basal de 3.9 a 6.9 um. Las medidas obtenidas en este estudio se ubican dentro de los rangos
mencionados por ambos autores, lo que respalda la correspondencia morfoldgica con N.
rosae..

El andlisis filogenético basado en las secuencias ITS1-I1TS4 agrup¢ los 17 aislados dentro
de un clado monofilético correspondiente a Neopestalotiopsis rosae, junto con la
secuencia de referencia MN385720.1, con valores de soporte bootstrap robustos (77—
92%). Sin embargo, la presencia de subclados bien definidos entre aislados como MOSI,
E8, R Al y R C31 evidencia una variabilidad genética intraespecifica, probablemente
relacionada con diferencias geograficas o procesos de microevolucion local. Este tipo de
variacion es consistente con lo reportado en otros hongos fitopatdogenos, donde la region
ITS se ha utilizado con éxito para diferenciar especies estrechamente relacionadas y
detectar linajes divergentes. Dicha regién, ampliamente empleada en estudios
taxonomicos y filogenéticos, permite ademas inferir relaciones intraespecificas y patrones
de diversidad genética asociados a la patogenicidad o adaptacion ecologica (Merseguel et
al., 2015; Rampersad, 2014; Nilsson et al., 2008).

El andlisis de variabilidad genética mediante marcadores RAPD permitiéo obtener
amplificaciones consistentes en las 17 cepas de Neopestalotiopsis spp. estudiadas. El
hecho de que todos los iniciadores generaran productos de amplificacion confirma que la
técnica fue adecuada para este grupo de hongos. Resultados similares se han descrito para

hongos fitopatdogenos, como Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae, F. solani.
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En dicho estudio el uso de 15 iniciadores RAPD permitieron detectar altos niveles de
polimorfismo, alcanzando hasta un 83% en el caso de F. oxysporum (Kumari et al., 2014).
Asi mismo, Khan y colaboradores (2025) evaluaron la diversidad genética de Curvularia
lunata mediante el uso combinado de marcadores ISSR, URP y RAPD. Todos los sistemas
mostraron un 100% de polimorfismo. Sin embargo, los marcadores RAPD generaron el
mayor nimero de bandas (66) y presentaron el valor més alto de contenido de informacion
polimérfica (PIC = 0.89).

Los marcadores moleculares basados en la tecnica de PCR como lo es RAPD son
comunmente usados para los estudios de diversidad genética fungica y sigue siendo una
alternativa viable para el estudio de diversos patogenos frente a MPS en estudios con
recursos limitados (Oliveira & Azevedo, 2022)

Una vez comprobada la eficiencia de los marcadores en la amplificacion de las secuencias
gendmicas, se procedio a evaluar el nivel de polimorfismo y la diversidad genética entre
los aislados.

Los valores de PIC obtenidos (0.3052-0.3814; media = 0.3551) reflejan un nivel
moderado de polimorfismo, lo que sugiere que los marcadores RAPD aplicados fueron
adecuados para distinguir la variacion genética entre las cepas. Este grado de diversidad
es consistente con lo reportado en otros estudios sobre hongos fitopatogenos. Resultados
similares fueron reportados por Zafar et al. (2025) en su estudio con Botryodiplodia
theobromae, Fusarium solani 'y F. oxysporum, donde los valores de PIC alcanzaron hasta
0.416, lo que demuestra la utilidad de los marcadores RAPD para evaluar la diversidad
genética en hongos patdogenos. Por otro lado, Patel et al. (2018), en Colletotrichum
falcatum, registraron un valor promedio de PIC de 0.705 al combinar marcadores RAPD
e ISSR, lo que evidencia que el uso conjunto de diferentes tipos de marcadores puede
aumentar la resolucion en los estudios de variabilidad genética.

Las diferencias entre ambos estudios pueden explicarse por el tipo de marcador empleado,
la cantidad de loci amplificados o las particularidades biologicas de cada organismo.
Ademads, procesos como la recombinacion sexual y las mutaciones espontaneas
contribuyen a generar una mayor diversidad genotipica en las poblaciones fingicas.

El indice de diversidad de Shannon obtenido en este estudio (46.17-55.99%, media =

52.37%) refleja un nivel moderado de diversidad genética entre los aislados de
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Neopestalotiopsis. Este resultado sugiere que, si bien existe una variabilidad apreciable
dentro de la poblacion analizada, la estructura genética podria estar condicionada por un
origen comun o por una dispersion limitada entre los sitios de muestreo.

Por, ejemplo, en el caso de Histoplasma capsulatum, Sahaza et al. (2019) aplicaron
andlisis RAPD-PCR para estudiar la estructura poblacional y encontraron que el indice de
Shannon fue un indicador clave para detectar diferencias genéticas relacionadas con el
origen geografico de los aislados. Sus resultados demostraron que este parametro es util
para revelar patrones de diversidad y estructuracion genética en hongos patdgenos,
respaldando su uso en estudios similares.

De manera comparable, Wang et al. (2025) reportaron valores de diversidad genética
relativamente bajos en poblaciones de 7. koraiensis, donde el indice de Shannon varid
entre 0.0462 y 0.2614, con una media de 0.1687. Dichos autores observaron que la
diversidad genética entre poblaciones era ligeramente superior a la registrada dentro de
ellas, lo que sugiere un flujo génico restringido y cierta diferenciacion geografica. En el
caso de Neopestalotiopsis, la tendencia a una diversidad moderada podria indicar un
patron similar, en el que las poblaciones mantienen cierta conectividad genética, pero con
un grado de aislamiento suficiente para generar variacion entre aislados de diferentes
procedencias.

Asi mismo, los resultados de compatibilidad micelial evidenciaron una alta
heterogeneidad dentro de la poblacion de Neopestalotiopsis spp., lo que indica la
existencia de varios grupos de compatibilidad vegetativa. Este tipo de agrupacion suele
estar relacionado con diferencias genéticas entre los individuos, ya que los MCG reflejan
la estructura poblacional. En estudios con Sclerotinia sclerotiorum, se ha demostrado una
estrecha relacion entre los MCG vy los linajes multilocus, donde gran parte de la variacion
genética se explico por las diferencias entre los grupos de compatibilidad (Silva et al.,
2021). Cota-Barreras et al., (2022) estudiaron como en poblaciones de Macrophomina
phaseolina aisladas de garbanzo en México se identificaron seis grupos de compatibilidad
micelial, a pesar de que todos los aislados correspondieron a la misma especie segun
analisis moleculares. Este resultado evidencia que, aun dentro de una misma especie,
pueden existir diferencias genéticas reflejadas en los patrones de compatibilidad micelial.

Por lo tanto, la variabilidad observada entre los aislados de Neopestalotiopsis spp. podria
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interpretarse como un indicador de diversidad genética intrapoblacional, lo que respalda
la utilidad de las pruebas de compatibilidad como herramienta para inferir la estructura
genética de las poblaciones fungicas.

Los resultados de este estudio demuestran que las poblaciones de Neopestalotiopsis spp.
presentan una diversidad genética moderada, sustentada tanto por los marcadores
moleculares como por los patrones de compatibilidad micelial. Estos hallazgos aportan
una base so6lida para comprender la dindmica poblacional del patégeno y pueden contribuir
al disefio de estrategias de manejo mas efectivas, asi como a futuras investigaciones sobre

su evolucion y adaptacion en diferentes hospedantes.
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CONCLUSIONES

Las observaciones morfométricas revelaron diferencias en el tamafio y la forma de las
conidias, particularmente en la longitud de los apéndices y en la proporcion entre las
células, lo que sugiere cierta heterogeneidad morfoldgica entre los aislados. No obstante,
estos resultados deben interpretarse con cautela, ya que la identificacion molecular se
sustento unicamente en la region ITS.

Por otra parte, los analisis con marcadores RAPD y las pruebas de compatibilidad micelial
evidenciaron una diversidad genética moderada, lo que indica que las poblaciones de
Neopestalotiopsis spp. no son completamente uniformes. Esta variabilidad podria estar
relacionada con su modo de reproduccion predominantemente asexual, asi como con
mutaciones o recombinaciones esporddicas que favorecen la aparicion de nuevos
genotipos.

Las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los aislados obtenidos en Michoacan
muestran similitudes con especies previamente descritas como patogénicas en fresa, lo
que sugiere que podrian corresponder a linajes con comportamiento fitopatégeno, segin
la literatura disponible. En conjunto, los resultados obtenidos cumplen con los objetivos
planteados y permiten establecer una aproximacion integral a la caracterizacion
morfoldgica y genética de Neopestalotiopsis spp. Este trabajo sienta las bases para futuros
estudios que profundicen en la delimitacion taxonomica de las especies y en la
comprension de su papel en la patogenicidad y dindmica poblacional en los cultivos de
fresa.

Aunque en el presente estudio no se realizaron pruebas de inoculacion en plantas de fresa,
los antecedentes de patogenicidad de Neopestalotiopsis spp. en este cultivo respaldan la
relevancia de las variantes detectadas. La variabilidad genética observada podria estar
asociada con diferencias en agresividad o adaptacion, tal como se ha documentado para

poblaciones del género en otras regiones productoras.
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