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Resumen

IDENTIFICACION DE FITOPATOGENOS Y FITOPARASITOS ASOCIADOS AL
CULTIVO DEL ARANDANO EN MICHOACAN, MEXICO

Por

ELSA CAROLINA LANDEROS GALVEZ

MAESTRIA EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DRA. YISA MARIA OCHOA FUENTES -ASESOR-

Saltillo, Coahuila. Diciembre 2023



Se realizaron estudios para la identificacion de las especies de hongos, 4caros y nematodos
asociados al cultivo del ardndano en las localidades de Uruapan y Ziracuaretiro en el
estado de Michoacan, México. Se emplearon técnicas tradicionales basadas en la
morfologia, asi como técnias de biologia molecular para la identificacion de las especies.
Se lograron identificar siete especies de hongos asociados al cultivo: Aspergillus
sclerotiorum, Trichoderma longibrachiatum, Stagonosporopsis cucurbitacearum,
Fusarium oxysporum, Nigrospora sphaerica, Neopestalotiopsis rosae y Pestalotiopsis
oxyanthi. También se identificaron dos especies de acaros fitoparasitos: Brevipalpus
obovatus y Brevipalpus lewisi. Por ultimo se identificaron 6 géneros de nematodos
resentes en la rizosfera del material muestreado. Dorylaimus sp., Tylenchus sp.,
Psilenchus sp., Helicotylenchus sp., Rhabditis sp., Acrobeloides sp. La mayoria de los
géneros y especies mencionados con anterioridad se reportan por primera vez en el cultivo
del ardndano en Michoacan, México. Se hace un aporte importante a la informacion
disponible sobre la diversidad de organismos fitoparasitos y fitopatdogenos asociados al

cultivo del arandano en el estado de Michoacan, México.

Palabras Clave: Hongos, Nemétodos, Acaros, Identificacion Morfologica y Molecular
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Abstract

IDENTIFICATION OF PHYTOPATHOGENS AND PHYTOPARASITES

ASSOCIATED WITH BLUEBERRY CULTIVATION IN MICHOACAN, MEXICO

By

ELSA CAROLINA LANDEROS GALVEZ

MASTER OF SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGYUNIVERSIDAD
AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DRA. YISA MARIA OCHOA FUENTES -ADVISOR-

Saltillo, Coahuila Diciembre 2023
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Studies were conducted for the identification of fungal species, mites and nematodes
associated with the blueberry crop in the localities of Uruapan and Ziracuaretiro in the
state of Michoacan, Mexico. Traditional techniques based on morphology were used, as
well as molecular biology techniques for species identification. Seven species of fungi
associated with the crop were identified: Aspergillus sclerotiorum, Trichoderma
longibrachiatum, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Fusarium oxysporum, Nigrospora
sphaerica, Neopestalotiopsis rosae and Pestalotiopsis oxyanthi. Two species of
phytoparasitic mites were also identified: Brevipalpus obovatus and Brevipalpus lewisi.
Finally, 6 genera of nematodes were identified in the rhizosphere of the sampled material:
Dorylaimus sp., Tylenchus sp., Psilenchus sp., Helicotylenchus sp., Rhabditis sp.,
Acrobeloides sp. Most of the genera and species mentioned above are being reported for
the first time in blueberry in Michoacan, Mexico. An important contribution is made to
the available information on the diversity of phytoparasitic and phytopathogenic

organisms associated with blueberry cultivation in the state of Michoacan, Mexico.

Key words: Fungi, Nematodes, Mites, Morphological and Molecular Identification.
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INTRODUCCION

El ardndano azul (Vaccinium corymbosum) es una fruta con alto valor nutricional, bajo
contenido calorico, elevado en antioxidantes y con propiedades antiinflamatorias; ademas
de que puede ser consumido tanto en fresco o en sus formas procesadas (Banerjee ef al.
2020). Dichos atributos lo convierten en un producto atractivo por su versatilidad y
beneficios a la salud humana. Por estos motivos, se ha incrementado la popularidad y
demanda del mismo en la ultima década; ocasionando asi un aumento en la produccion y
superficie cultivada en diferentes regiones del mundo, incuyendo a México. En el 2022,
en nuestro pais se registrd una produccion total de 66,846 toneladas que al compararlas
con las 7,190 toneladas cultivadas en el afio 2012, nos indican un aumento importante de
casi 10 veces de la produccion a nivel nacional en un periodo de 10 anos (SIAP 2022).

Las plagas y las enfermedades son de los principales factores causales de la reduccion en
la productividad de los cultivos. Para el caso especifico del ardndano, se han reportado
pérdidas de hasta el 30% en la productividad del cultivo a causa de enfermedades fingicas
(Scherm y Krewer, 2008). Los nematodos también se reportan causando dafios
significativos, ya que frecuentemente ocasionan una reduccién de la masa y volumen de
la raiz; esto disminuye la eficiencia de la planta para absorber nutrientes, ocasionando
pérdidas en la productividad general de hasta el 40% (Pscheidt y Ocamb, 2022). Por otro
lado, los &caros causan dafios directos por su alimentacién directa sobre las hojas
(disminuyendo su capacidad fotosintética) y sobre el futro (se alimentan de los botones
florales, imposibilitando la formacion del fruto), algunas especies también representan un
peligro ya que son vectores de virus; las perdidas asociadas con la presencia de acaros
puede ser del 80 al 100% en la productividad del cultivo (Lopez y Liburd et al., 2020).

Uno de los principales problemas relacionados a la produccion de arandano en México,
radica en la falta de conocimiento sobre la diversidad de organismos fitopatdégenos y
fitoparasitos que afectan al cultivo y por lo tanto la productividad del mismo; sobre todo
en la especificidad en la identificacion morfoldgica y molecular a nivel de especie de los
mismos. Dentro de las berries cultivadas en México, el arandano presenta el menor
numero de especies fitopatogenas identificadas y reportadas, con un total de 15 especies

de hongos fitopatogenos registrados, comparadas con las 45 especies para el cultivo de la



fresa (Garay-Serrano ef al. 2021). La generacion de esta informacion es importante para
poder planear un control eficaz y oportuno de las enfermedades, que se traducira en un
aumento en la productividad del cultivo y por lo tanto, mayores ganancias economicas.

El presente trabajo consistio en identificar morfoldgica y molecularmente las especies de
hongos asociados al cultivo del Arandano en dos localidades del estado de Michoacan,
Meéxico. Asi mismo, se identificaron con base en sus caracteristicas morfologicas, a los
géneros y especies de nematodos y acaros asociados al cultivo. Para todos los casos
anteriores se hizo especial enfasis en los organismos fitopatdgenos y fitoparasitos de

relevancia agricola, sin excluir a aquellos de vida libre o saprofitos.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General
Determinar la diversidad de organismos fitoparasitos y fitopatdogenos, que se encuentran

asociados al cultivo del arandano en dos localidades del estado de Michoacan, México.

Objetivos Especificos
* Identificar morfoldgica y molecularmente, las especies fungicas aisladas del
cultivo del arandano.
* Identificar morfoldégicamente los nematodos y acaros fitoparasitos presentes en el
cultivo del arandano.
Hipotesis
Se identificara al menos una especie de hongo fitopatdogeno; nematodo y acaro fitoparasito

no reportado previamente en el cultivo de arandano en México.



REVISION DE LITERATURA

Historia y Origen del Cultivo

Los arandanos son un grupo de especies de arbustos silvestres, nativos del hemisferio
norte de América. Es una de las especies vegetales de domesticacion mas reciente, se
estima que la domesticacion de las variedades silvestres de ardndanos se establecié con
éxito a principios del siglo pasado en USA por el Dr. Frederick Vernon Coville (botanico
del Departamento de Agricultura de Estados Unidos). Comparando su domesticacion a la
de la uva, que ocurrié en Egipto hace mas de 4,000 afios o la de la fresa que se dio en
Francia en 1715, queda claro que el ardndano es de los frutos con domesticacion mas
reciente (Mainland, 2012). La demora en su domesticacion se debe probablemente a su
abundante disponibilidad en el medio silvestre, por lo que no fue necesaria su
domesticacion hasta que se plante6 la produccion intensiva del mismo, para una
distribucién comercial nacional y global (Gough, 1993).

En la actualidad, existen diferentes especies y variedades empleadas para la produccion
agricola comercial. Las nuevas variedades son resultado de un largo proceso de
domesticacion, cruzamiento y mejoras genéticas que han permitido obtener frutos con
mayores cualidades fisicas y nutricionales. Estos procesos de mejora han permitido
desarrollar variedades capaces de establecerse en una amplia varied de climas, desde frios
a calidos, y asi lograr la disponibilidad del fruto durante todo el afio. La principal especie
cultivada de forma extensiva, empleada en alrededor del 80% de los cultivares

comerciales, es el arandano alto o highbush (Vaccinium corymbosum) (Gonzales et al.,

2017).

Caracteristicas Botanicas del Arandano

Descripcion Morfologica

Todos los arandanos cultivados comercialmente son plantas lefiosas perennes de larga
vida. Los ardndanos son arbustos en forma de corona con dos a cinco tallos basales que
oscilan entre 1 y 5 m de altura (1.5-3 m generalmente en el cultivo). Las ramillas son
verdes, amarillas o rojizas, a menudo glaucas, y de glabras a densamente pubescentes. Las

hojas tienen una forma que va de ovada a estrechamente eliptica, suelen ser caducas, de



15-40 mm de ancho por 40-60 mm de largo, glabras y a menudo glaucas por encima,
verdes o glaucas y glabras o pubescentes por debajo, con un margen entero, serrado o
aserrado. La corola tiene 8-12 mm de longitud y es de color blanco a rosa intenso. La baya
es de color azul glauco a negro apagado u ocasionalmente brillante (azul glauco en los
cultivares actuales) y de 8-15 mm de diametro (Janick y Paull, 2008).

Las yemas son perennes y dimorficas, con yemas florales mas redondeadas y al menos
dos veces mas anchas que las yemas vegetativas. Ambos tipos de yemas estdn cubiertas
de escamas imbricadas. Las hojas estan dispuestas alternativamente en las ramillas. La
inflorescencia es corimbosa con entre cinco y 15 fasciculos florales. Las partes de la flor
estan unidas en cinco secciones y los pétalos estan fusionados en un tubo de corola que
tiene forma de urna a cilindrica. El fruto es una falsa baya, pseudoloculadas y con muchas

semillas; las semillas miden entre 1.2-1.5 mm (Janick y Paull, 2008).

Condiciones de Cultivo

De acuerdo manual de manejo agrondmico del arandano, publicado en el 2017 por el INIA
(Gonzalez et al., 2017) existen dos especies principales de arandano, destinadas para el
cultivo comercial. La mas comtn y de mayor importancia, que representa mas del 80% de
las especies cultivadas es el arandano alto (highbush). Le sigue la especie ojo de conejo
(rabbiteye), con una proporcion de alrededor del 14%.

La variedad southern highbush por lo general cuentan con una mayor tolerancia al calor y
tienen menor requerimiento del frio invernal (entre 200 y 600 horas bajo 7 °C). Es una
variedad dificil de cultivar ya que presentan alta mortalidad y bajo vigor; sin embargo,
producen frutos de mayor calidad, por lo que son dedicados al mercado fresco. La cosecha
del fruto se tiene que realizar de forma manual debido al mercado al que se dirige y a la
delicadez del mismo. Por otro lado, el arandano ojo de conejo es mas facil de cultivar,
presenta mayor vigorosidad por lo que es mas productiva. No tiene tantos requerimientos,
son altamente tolerantes a la sequia y se desarrolla en una gran diversidad de suelos, y pH
alcalinos, algunos de menor materia organica (1-2%), suelos arenosos, y arcillosos; esto a
diferencia de la especie Highbush, que necesitan suelos mas altos en materia organica. Las
variedades de ojo de conejo son principalmente destinadas a la industria para su

procesamiento o para consumo congelado. No se requiere tratar el fruto con tanta



delicadeza, por lo tanto, puede ser cosechado en forma mecanica, con maquinaria agricola.
Los arandanos cultivados pueden crecer en la mayoria de los tipos de suelo. Sin embargo,
suelen rendir mejor en suelos bien drenados, acidos, de arena orgénica o franco-arenosos
con un contenido de materia organica superior al 3%. El pH ideal del suelo es ideal es de

4.5 a 4.8, pero las plantas toleran un rango entre 3.5 y 5.5 (Gonzalez et al., 2017).

Clasificacion Taxonomica

Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum

Clasificacion taxondmica verificada en el Integrated Taxonomic Information System

(ITIS) del National Museum of Natural History (2023) de Estados Unidos.

Produccion Nacional y Mundial del Cultivo

Para el ano 2021, la producciéon mundial del cultivo fue de 1,113,260 toneladas de fruto
fresco. El principal pais productor fue Estados Unidos (351,130 t), seguido por Pert
(22,7971 t) y Canada (14,6551 t). La superficie total cosechada a nivel mundial fue de
163,741 ha. Los paises con mayor superficie de cosecha fueron Estados Unidos
(4,8724ha), Canada (4,1932 ha) y Chile (1,8216ha) (FAOSTAT, 2021).

Meéxico, en el afio 2021, ocupd el quinto lugar en produccion y sexto lugar en superficie
total cosechada a nivel mundial. La producciéon de ese afio fue de 66,482 t,
aproximadamente el 6% de la produccion total mundial. Por su parte, la superficie total
cosechada fue de 5,833 ha, representando aproximadamente el 3.6% de la total mundial.
A pesar de su poca area de cosecha, México resultd ser el tercer pais con mayor
rendimiento del mundo, solo por debajo de Pert y Espana (FAOSTAT, 2021).

El arandano azul es una especie de cultivo relativamente nuevo en México. El incremento

significativo en la produccién de dicho cultivo en México se ha dado en el transcurso de



los ultimos 10 afios. La produccidn nacional ha incrementado considerablemente en afios
recientes debido al creciente mercado para dicho producto a nivel nacional e internacional.
En el 2022, en nuestro pais se registr6é una produccion total de 66,846 t que al compararlas
con las 7,190 t cultivadas en el afio 2012, nos indican un aumento importante de casi 10
veces de la produccion a nivel nacional en un periodo de 10 afios (SIAP, 2022).

La produccion de arandanos se concentra principalmente en 10 estados de la Republica
Mexicana. La principal zona de produccién de ardndanos se concentra en el centro de
México, siendo Jalisco el primer estado productor, seguido por Sinaloa y Michoacan
respectivamente. A pesar de que Michoacan es el tercer estado productor, actualmente es
el estado con mayor rendimiento, produciendo un total de 21.50 t/ha. Se plantea que la
concentracion de la produccion es en dichos estados debido a que cumplen con las
condiciones climaticas mas Optimas para la produccion del cultivo, aunado a que también
son los principales estados productores de berries en México. La alta productividad de
estados como Jalisco y Sinaloa, este Gltimo con rendimientos de casi cuatro veces el de
Florida, convierten a México el principal competidor del mercado de los arandanos en

USA (Wuy Guan, 2021; SIAP, 2022).

Aspectos Relevantes e Importancia de los Fitoparasitos y Fitopatogenos del Cultivo

Hongos

Las plagas y las enfermedades son de los principales factores causales de la reduccion en
la productividad de los cultivos. Para el caso especifico de las enfermedades causadas por
hongos fitopatogenos, pueden llegar a causar pérdidas de hasta el 30% en los cultivos de
arandano (Scherm y Krewer, 2008). Las enfermedades presentes en el cultivo reducen la
fotosintesis de las plantas afectadas y provocan una defoliacion prematura, asi como
también ocasionan una menor produccion de botones florales y un menor rendimiento en
el siguiente ciclo de cultivo. De forma general, las enfermedades bacterianas y fungicas
pueden ocasionar sintomas como lo son necrosis, pudriciones y tumoraciones en la raiz;
anillos necrdticos y pudricion de los haces vasculares; y clorosis, necrosis o coloraciones
rojizas en las hojas de la planta (Gonazales et al., 2017).

Garay-Serrano y colaboradores (2021), hicieron un listado de las investigaciones que

reportan las especies de fitopatogenos afectando los cultivos de berries en México. Con



base en sus resultados se concluyeron varias cosas, en primer lugar es que existe una clara
deficiencia en la informacion disponible sobre los hongos fitopatdogenos que afectan al
cultivo del ardndano. De las cuatro especies de berries analizadas, el ardndano tuvo el
menor numero de reportes e investigaciones y por lo tanto el menor nimero de especies
fitopatogenas conocidas. Asi mismo, se destaca la necesidad de mayor especificidad en la
identificacion de los fitopatogenos, ya que la mayoria de los registros estan identificados
a nivel de género. Se necesita determinar a nivel de especie las enfermedades y
fitoparasitos asociados al cultivo, ya que estas varian en distribucidon, abundancia y
agresividad; factores importantes al momento de determinar un manejo de las

enfermedades.

Acaros

En el caso de los acaros, la mayor parte de los dafios causados se debe a los habitos
alimenticios de los mismos. La sintomatologia mas comun ocasionada por estos se da
principalmente en las hojas, las cuales pueden llegar a presentar manchas clordticas sobre
la superficie foliar, e incluso pueden llegar a tomar una coloracion rojiza generalizada. La
presencia de dichas manchas cloréticas reducen la capacidad fotosintética de la planta,
reduciendo la productividad y el crecimiento de la misma. Algunas especies de acaros
también se caracterizan por producir telarafias (subfamilia Tetranychinae), cuando las
poblaciones son muy densas pueden cubrir por completo el cultivo e impiden las
actividades fisiologicas regulares de las plantas. Otra sintomatologia comin en dichos
cultivos es la causada por acaros de la familia Eriophyidae, estos se localizan
principalmente en los botones florales (dentro de ellos) y causan la deformacion o
destruccion de los mismos al alimentarse; pueden llegar a inhabilitar el boton floral por
completo, impidiendo la formacion del fruto o causando deformidades en el frutto,
volviendolos no aptos para el mercado. Las pérdidas productivas por estos acaros se
estiman en un 80 hasta el 100% de los cultivos de ardndano (Lopez y Librud, 2020: Librud,
Lopez y Phillips, 2020).

Otro aspecto importante de algunas familias y géneros de acaros fitoparasitos, que pueden
afectar la productividad de los cultivos, es que pueden ser vectores de enfermedades

virales. Tal es el caso del género Brevipalpus que aparte del dafio ocasionado por la



alimentacion, tienen la habilidad para transmitir virus que infectan plantas; un grupo
pequeiio de especies pertenecientes a dicho género son conocidos por su capacidad de
transmitir un complejo de virus conocidos como virus transmitidos por brevipalpus o BTV
por sus siglas en inglés (Kitajima et al., 2020). Dichos virus alteran la fisiologia de las
plantas, ocasionando una reduccién en la productividad de los cultivos. Una vez que han
adquirido el virus, no es posible curar las plantas, por lo que el manejo de la enfermedad
se centra en remediar las afecciones causadas por el virus para aumentar la productividad
en la medida de lo posible (Anikina et al., 2023). Es por eso que la deteccion temprana y
control oportuno de los vectores es relevante, se trata de una medida preventiva muy

relevante en el manejo de cultivos.

Nematodos
Los arandanos también son susceptibles a los nemdatodos fitoparasitos. Se trata de
organismos parecidos a los gusanos, microscopicos, que suelen alimentarse de las raices
de las plantas, viviendo dentro de ellas o en el sustrato aledafio. Los nemdatodos
fitoparasitos son pardsitos obligados y necesitan tejidos vivos del huésped para
alimentarse y reproducirse. La alimentacion de los nemétodos fitoparasitos en las raices
de las plantas provoca una reduccion del volumen y la masa de las raices. También pueden
aparecer pequefias agallas terminales en las raices. Los arandanos infectados con niveles
perjudiciales de nematodos suelen estar atrofiados y tener un crecimiento lento, con bayas
mas pequenas y menor rendimiento. La alimentacion por parte de los nematodos no da
lugar a ninglin sintoma caracteristico en la superficie. Los sintomas suelen aparecer en
manchas o por grupos en el total de la superficie sembrada, esto se debe a que los
nematodos suelen estar agrupados en su distribucion y se propagan lentamente (Warner,
2022; Cepeda-Siller, 1996). Se estima que las pérdidas ocasionadas por nematodos
fitoparasitos pueden llegar a alcanzar hasta el 40% en el cultivo del arandano (Pscheidt y

Ocamb, 2022).



10

MATERIALES Y METODOS

Recolecta del Material Vegetal

La recoleccion de las muestras se llevd a cabo en las localidades de Uruapan y
Ziracuaretiro en el estado de Michoacan, México. Los predios corresponden a unidades
de produccion agricola dedicadas al cultivo de ardndano. El muestreo fue dirigido, a
plantas que presentaran sintomas de enfermedad como necrosis, amarillamiento,
coloraciones anormales y con crecimiento retrasado; se tomaron muestras de todos los
organos de la planta: futo, inflorescencia, hojas, tallo y raiz.

También se tomo una muestra compuesta de suelo para el analisis de los nemétodos; esta
consistio en tomar aproximadamente 250 g de suelo de cada una de las macetas
muestreadas, a una profundidad de 15 a 20 cm, posteriormente se mezclaron para formar
una muestra compuesta.

Los organos vegetales recolectados fueron depositados en bolsas de papel encerado para
evitar su deshidratacion; el suelo se guardd en bolsas plésticas negras. Posteriormente
todas las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Toxicologia de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro para su analisis.

Acaros

Obtencidn de los Acaros, Montaje e Identificacion

La obtencion de los acaros se realizd por medio de la extraccion directa de las hojas y
otros oOrganos. Para esto se analizaron las muestras con ayuda de un microscopio
estereoscopico y al observar los especimenes fueron retirados con agujas minucias. Los
individuos fueron montados siguiendo la metodologia de Krantz y Walter (2009). El
montaje de los individos fue en portaobjetos sobre el medio conocido como Liquido de
Hoyer. Posteriormente las montas se colocaron en una estufa de secado a 45°C por 15
dias, una vez ya endurecidas se sellaron y etiquetaron para su posterior identificacion.

Para el caso de la identificacion a nivel familia se emplearon las claves taxondmicas de
Krantz y Walter (2009); mientras que para los géneros y especies se utilizaron claves

especificas que se mencionan en cada una de las descripciones en la parte de resultados.
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Hongos

Aislamiento vy Purificacion

Se cortaron trozos de los Organos vegetales de aproximadamente 1 cm?, esto con la
finalidad de facilitar su manejo y para asegurar la uniformidad de las muestras.
Posteriormente se desinfectaron por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al
3% durante tres minutos, enseguida se realiz6 un triple enjuague con agua destilada estéril
(1 min. en cada enjuague) y se dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel secante
estéril. Consecutivamente, las muestras se colocaron sobre medios de cultivo, PDA y V8
especificamente. Se incubaron a 25°C por un periodo de 24 a 72 h. Pasado el tiempo, se
verificaron las cajas para confirmar el crecimiento y se realizaron las resiembras
pertinentes. Finalmente, se obtuvieron cepas puras por medio de la resiembra en agar agua

y la técnica de punta de hifa.

Identificacion y Descripcién Morfoldgica

La identificacion morfologica se llevo a cabo a través de la visualizacion directa de las
estructuras fungicas. Para ello se incubaron las cepas puras por un periodo aproximado de
cuatro semanas para asegurar la presencia de conidios u otras estructuras que facilitaran
la identificacion. Para su observacion se realizaron montajes de micelio sobre portaobjetos
con lactofenol azul de algodén y posteriormente se visualizaron en un microscopio
compuesto. Para la identificacion morfologica inicial a género se emplearon las claves
taxonoémicas de Barnet y Hunter (1998), posteriormente se emplearon claves y articulos
especificos para la identificacion a nivel de especie. La corroboracion de la nomenclatura

se realiz6 en la pagina Index Fungorum.

Extraccion de ADN vy PCR para la Identificacion Molecular

Se realiz6 la extraccion de ADN de las cepas purificadas siguiendo la metodologia
modificada de Doyle y Doyle (1987). Se tom6 micelio con ayuda de un bisturi y se macerd
en un mortero con 800 uL de buffer de extraccion (Tris-HCL, pH 8.0 — 100mM; EDTA
pH 8.5 — 50 mM; NaCl 50 mM y SDS 2%), se agitd por 30 segundos en el vortex para
asegurar la uniformidad de la muestra. Posteriormente se agregaron 700 pL de

cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se agitd por otros 30 segundos en el vortex. Se
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centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 12,000 rpm. Se extrajo la fase acuosa y
se colocd en un tubo nuevo al que también se le adiciond un volumen equivalente de
isopropanol (aproximadamente 500 pL). Dicho tubo se dejo en refrigeracion por 15
minutos para después centrifugarlo durante 10 minutos a 12,000 rpm. Terminada la
centrifugacion se desecho el sobrenadante, la pastilla de ADN que quedo al fondo del tubo
se dejo secar a temperatura ambiente sobre papel secante estéril.

Para las amplificaciones por PCR se utilizaron los iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Las
condiciones de la reaccion para la PCR fueron de 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a
94°C por 5 min., seguido a este fueron 30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 10
segundos, posteriormente se llevaron a cabo 30 ciclos para el alineamiento de los primers
a 57°C por 30 segundos, seguido por 30 ciclos de extension a 72°C por 2 minutos y por
ultimo un ciclo de extension final a 72°C por 5 minutos. La amplificacion se visualizé en
un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis y se enviaron a secuenciar. La secuencias
de las amplificaciones fueron cotejadas con ayuda de la herramienta BLAST de la base de
datos del NCBI para su identificacion pertinente. Después de haber confirmado su
identidad, las secuencias obtenidas fueron depositadas en el GenBank del NCBI con los

numeros de acceso presentes en la Tabla 1.

Nematodos
Extraccion

La extraccion de neméatodos del suelo se realizd por la metodologia de tamizado y
centrifuga. Dicha metodologia es una modificacion que tiene como base la metodologia
de tamizado de Cobb (Senthilkumar, Amaresan y Sankaranarayanan); esta metodologia
se basa en la movilidad de los nematodos, asi como del tamafio, forma y velocidad de
sedimentacion tanto de las particulas del suelo como de los nemétodos. La separacion de
los nemétodos se realiza pasando la muestra por tamices de diferentes tamafios de malla,
que van desde la 20 hasta la de 325 y 500. La metodologia modificada de Rosas-
Hernéndez (2014) fue la que se siguid en el presente trabajo.

Se tomaron 100 — 200 gr de la muestra compuesta de suelo y se colocaron en una tina con

tres a cuatros litros de agua; se agitd vigorosamente hasta deshacer los terrones y hasta
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que se homogenizo6 la muestra en la medida de lo posible y se esperaron 10 segundos,
posterior a esto se paso por el primer tamiz de malla 20 y se descart6 el material retenido.
La suspension de tierra y agua se volvid a pasar por el tamiz de 60 y el material retenido
se colectd para su andlisis, en este nimero de malla suelen quedar los nematodos de
tamafo mas grande. Se repiti6 el mismo proceso para los tamices de 100 y 200, lo retenido
se vertio sobre el tamiz de 325 y se deposito el sedimento obtenido en tubos de centrifuga.
Posteriormente se agregd 1 gr de caolin y se mezclé manualmente; el caolin al ser una
arcilla con carga negativa, se adhiere a la superficie del nematodo con carga positiva,
haciéndolo mas denso y causando su precipitacion. Después se llevo a la centrifuga por 5
minutos a 2, 500 rpm, se descarto el sobrenadante ya que los nematodos se encuentran
sedimentados al fondo del tubo; posteriormente se agreg6 una solucion de sacarosa y se
mezcld muy bien, se volvid a centrifugar a 2,500 rpm x 3 min. El sobrenadante se vertid
sobre un tamiz de 500 y se lavdo muy bien con agua destilada para retirar el exceso de
solucion azucarada y asi evitar el dafio al nematodo. Lo retenido en el tamiz de 500 se

depositd en un tubo para su posterior analisis.

Montaje e Identificacién

El montaje de los especimenes se realizd en portaobjetos con lactofenol azul de algodon.
Se empled un microscopio estereoscopico y una micropipeta de 10-20 puL para poder
manipular a los nematodos.

La identificacion se llevo a cabo por la observacion de las estructuras morfoldgicas de las
montas de los nematodos. Se utilizaron las guias y las claves de Li y colaboradores (2017)

para su identificacion a nivel de género.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Hongos
Se lograron identificar de manera exitosa siete especies de hongos, de las cuales por lo
menos cinco de ellas han sido previamente reportadas como agentes fitopatdogenos de una
extensa variedad de plantas. Se aislo por lo menos una cepa de cada uno de los 6érganos

muestreados de la planta.

Identificacion Molecular

Las PCR amplificaron de manera correcta para todas las cepas (fig. 1). Se usé también un
control positivo y negativo para tener puntos de referencia confiables. Las secuencias
obtenidas de la aplificacion fueron cotejadas con la base de datos GenBank del NCBI con
ayuda de la herramienta BLAST, esto con la finalidad de confirmar la identidad de las
mismas. Se obtuvieron coincidencias del 98 al 100% de similitud en la totalidad de las
busquedas, por lo que se confirmé molecularmente las identidades de las cepas aisladas.
Las especies encontradas fueron las siguientes: Aspergillus sclerotiorum, Trichoderma
longibrachiatum, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Fusarium oxysporum, Nigrospora
sphaerica, Neopestalotiopsis rosae y Pestalotiopsis oxyanthi. Las secuencias del presente
trabajo se depositaron en la base de datos GenBank del NCBI, los ntieros de acceso se

presentan en la tabla 1.

Figura 1. Amplificaciones de PCR de las cepas aisladas. (+) control positivo, (as) Aspergillus
sclerotiorum, (tl) Trichoderma longibrachiatum, (sc) Stagonosporopsis cucurbitacearum, (fo) Fusarium
oxysporum, (ns) Nigrospora sphaerica, (nr) Neopestalotiopsis rosae, (po) Pestalotiopsis oxyanthi y (-)
control negativo.
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Tabla 1. Especies fingicas aisladas y descritas en el presente trabajo

Numero de Primer reporte para
Parte de la
Acceso Especie (% similaridad BLAST) ! V. corymbosum en
anta

NCBI P México
OR652627 Aspergillus sclerotiorum (100%) Hoja y fruto Si
OR652628 Trichoderma longibrachiatum (99%) Raiz Si
OR652629  Stagonosporopsis cucurbitacearum (99%) Hoja Si
OR652630 Fusarium oxysporum (100%) Raiz Si
OR652631 Nigrospora sphaerica (100%) Hoja Si
OR652632 Neopestalotiopsis rosae (100%) Tallo Si
OR652633 Pestalotiopsis oxyanthi (100%) Inflorescencia Si

Descripcidn e Identificacion Morfoldgica

Aspergillus sclerotiorum G.A. Huber, Phytopathology 23: 306 (1933)

El crecimiento del micelio en PDA fue de color blanco-crema en un inicio, posteriormente
el micelio presentd pequefios abultamientos que tomaron una apariencia pulverulenta, con
el tiempo el color del micelio cambié a amarillo brillante e intenso (figura 2A); esta
caracteristica se debe a la acumulacion de conidioforos y conidios sobre el micelio.
Conidioforos erguidos, simples, no septados, color amarillo palido, largos, terminados en
un engrosamiento globoso conocido como vesicula aspergilar (figura 2B) cuyas
dimensiones promedio son de 36.48 x 37.37 um (n=20); la cabeza aspergilar tuvo
dimensiones promedio de 70.03 x 67.46 pum (n=20). La cabeza aspergilar es biseriada, por
lo que presenta métulas sobre la cuales se sittian los esterigmas o fidlides (figura 2C), las
métulas se encuentran radiando de la vesicula o estan distribuidas por toda su superficie.
Los conidios son unicelulares, globosos a sublgobosos, no elongados, con coloraciones
amarillas translucidas, son lisos a finamente rugosos, se pueden encontrar solitarios o en

cadena, los conidios se sittian sobre las fialides.
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Figura 2. Aspergillus sclerotiorum. A) crecimiento en PDA, presenta apariencia pulverulenta debido
a la esporulacion; B) conidiéforo y cabeza aspergilar; C) fidlides y conidioforos localizados sobre métula.

La morfologia de la especie concuerda con la reportada en la literatura (Bioresource
Collection and Research Center, 2023; Christensen, 1982). Aspergilus sclerotiorum (A.
sclerotiorum) se encuentra naturalmente en una gran variedad de ecosistemas agricolas.
En si, la presencia del hongo no representa un peligro para los cultivos, ya que no hay
evidenias directas de su fitopatdgenicidad; sin embargo, sigue siendo un hongo de interés
agropecuario debido a su capacidad productora de micotoxinas y su potencial como agente
de control bioldgico.

En el presente trabajo se reporta por primera vez la presencia de A. sclerotiorum en un
cultivo agricola en México y de forma especifica en el arandano. Dicho hongo ya ha sido
reportado en otras frutas como albaricoque, ciruela, melocoton, uvas, datiles, higo,
manzanas y peras (Aziz y Moussa, 2002); el unico resgistro para otro fruto del bosque
(berries) fue hecho por los mismos autores y se trata del cultivo de la fresa. El comtin
denominador de los frutos afectados por A. sclerotiorum es que la mayoria son
pertenecientes a la familia Rosaceae, a partir de esto nace la incognita y posible linea para
futuras investigaciones, que esclarezcan la posibilidad de alguna prefencia del hongo hacia
cultivos pertenecientes a dicha familia.

La presencia de 4. sclerotiorum en frutos de importancia comercial es revelante debido a
su capadicad productora de micotoxinas como ocratoxina A/B, &cido penicilico,
xantomegnina, viomelleina y vioxantina (Visagie et al., 2014, Bayman et al., 2002). La
contaminacion de productos agricolas con micotoxinas es una seria amenaza para la salud
humana ya que su ingesta resulta en toxicidad aguda y crénica para el ser hunano. Las

micotoxinas pueden poseer propiedades cancerigenas, mutagénicas, teratogénicas y
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causar  hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, inmunotoxicidad 'y
dermatotoxicidad (Drusch y Aumann, 2005). Debido al riesgo que representan las
micotoxinas para la salud humana, entidades como la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO) han establecido lineamientos que regulan la presencia y distribucion de alimentos
con micotoxinas (Navale et al, 2021). Este primer reporte en México representa un
posible reto a futuro para los agricultores y comerciantes mexicanos, que tendran que
asegurar la inocuidad alimentaria y cumplir con las regulaciones en lo que concierne a las
micotoxinas, para poder comercializar los productos agricolas en mercados
internacionales.

Contrario a los efectos negativos que tiene los metabolitos secundarios (micotoxinas) de
A. sclerotiorum para el ser humano, se han reportado efectos benéficos de dichos
metabolitos para la agricultura, como agentes de control biologico. El metabolito
mencionado anteriormente, acido penicilico, fue aislado de A. sclerotiorum y probd tener
una alta actividad antifingica in vitro contra Phytophthora spp. (Kang y Kim 2004). Asi
mismo, Hadj-Taieb y colaboradores (2019, 2020) reportan antagonismo fungico de A.
sclerotiorum hacia por lo menos 8 especies de hongos fitopatdogenos presentes en el
cultivo del pistachio. También se ha demostrado su actividad antibacteriana hacia
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Jiang et al., 2019); y su actividad entomopatogena ha

resultado efectiva contra termitas y mosquitos (Hansen et al., 2016).

Trichoderma longibrachiatum Rifai, Mycol. Pap. 116: 42 (1969)

Conidioforos hialinos, muy ramificados, verticilados (figura 3C); fialides solitarias o en
grupos, son elongadas y lageniformes a casi cilindricas midiendo en promedio 2.11 x 6.32
um (n=20) (figura 3A); afanofidlides o fidlides intercalares presentes en la especie.
Conidios (fialosporas) hialinas, unicelulares, redondas a ovoides, que nacen
terminalmente en pequefios racimos o individualmente, tamafio promedio de 2.78 x 2.89
um (n=20). En medio de cultivo PDA T. longibrachiatum presentd pigmentaciones
llamativas color amarillo brillante, dichas coloraciones fueron evidentes tanto en el
micelio como en el medio de cultivo; posteriormente se hicieron presentes machas color

verde (formados por conjuntos de conididforos) sobre el mismo (figura 3B).
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Figura 3. Trichoderma longibrachiatum. A) crecimiento en PDA, presencia de manchas verde
intenso son un conjunto de conidioéforos; B) conidiéforos y racimo de conidios (flecha roja); C) conidiéforos
verticilados y conidios individuales sobre las fialides.

La morfologia observada concuerda con la descrita previamente en la literatura (Harman
y Kubieck, 2002). Trichoderma longibrachiatum (T. longibrachiatum) es un hongo
saprofito, cosmopolita y de vida libre (Kubicek-Pranz, 1998). Ya ha sido reportado en
varios cultivos del pais como el cacao, maiz y chile; dichos reportes provienen de estudios
diversos sobre su papel como antagonista o como promotor vegetal (Allende-Molar et al.,
2022). A nuestro conocimiento, el presente trabajo es el primero que registra la presencia
de T. longibrachiatum en el arandano en México. Otros estudios similares al presente, han
sido realizados sobre la comunidad fungica de la rizosfera del arandano en Portugal
(Gomes et al., 2023).

Existen varios motivos que pueden dar explicacion a la presencia y al papel de T.
longibrachiatum en los ardndanos que fueron muestreados, la mayoria de ellas estan
relacionadas a las diferentes funciones del hongo dentro del agroecosistema como
saprofito o como agente de control biologico. La especie se encuentra frecuentemente en
los sustratos agricolas como descomponedor de materia organica debido su capacidad de
producir enzimas hidrolizadoras de celulosa (Xie et al, 2014). También es posible
encontrarlo como endoéfito, dentro de las plantas sin ocasionar dafio alguno (Samuels,
2012).

Su presencia en el agroecosistema puede resultar en un beneficio directo para la planta,
ya que es un conocido promotor del crecimiento vegetal; mejora los caracteres

agrondmicos y aumenta la productividad del cultivo (Ruiz-Cisneros et al., 2018,
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Subramaniam ef al., 2022); asi mismo, el hongo puede inducir la resistencia sistémica de
las plantas ya que durante el proceso de infeccion se activa la produccion de diferentes
genes codificadores de proteinas que regulan los procesos y rutas de defensa/estrés de la
planta, como lo son la produccién de acido jasmoénico, etileno y 4cido salicilico (Yuan et
al., 2019) o la tolerancia a la sequia (Khoshmanzar et al., 2020). Otra funciéon comun de
T. longibrachiatum en los agroecosistemas y que resulta benéfico para las plantas, es como
agente de control bioldgico (Sharma y Gothalwal, 2017; Poveda, 2021). Inhibe la
actividad de otras especies mediante un conjunto de acciones como puede ser
antagonismo, parasitismo directo, produccion de metabolitos secundarios, entre otros. Se
ha probado efectivo contra hongos fitopatdgenos (Oliveira ef al., 2022, Camacho-Luna et
al., 2022, Zhang et al., 2018), bacterias (Caracciolo et al., 2023) e incluso se ha reportado
su potencial como entomopatdégeno (Anwar et al., 2023; Ghosh y Pal, 2016; Cisneros-
Vézquez et al., 2023). Es posible que T. longibrachiatum estuviera realizando una o varias

de las funciones que se mencionaron con anterioridad en los arandanos muestreados.

Stagonosporopsis cucurbitacearum (Fr.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp,
Gruyter, Woudenberg, Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 45 (2010)

El crecimiento de la cepa en PDA present6 una coloracion blanquecina del micelio durante
los primeros dias posteriores a la purificacion; al paso del tiempo, el micelio comenz6 a
tornarse gris oscuro y aparecieron algunas protuberancias y manchas con coloraciones
verde oscuro/café; dichas manchas corresponden a cumulos de conidios (picnidios) sobre
el micelio (figura 4). De acuerdo a Zhou y colaboradores (2022), se pueden presentar
conidios ovales y hialinos con medidas de 4.6-8.7 x 1.2-2.4 um. Las clamidosporas por lo
general son unicelulares, esféricas o ligeramente elipticas con 6.3-15 x 6-11 um de

tamano, pueden presentarse de forma solitaria o formando cadenas de 4 a 13 unidades.
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Figura 4. Stagonosporopsis cucurbitacearum. Crecimiento en PDA, se muestra el frente y reverso
de la caja.

Las observaciones morfologicas y las caracteristicas del crecimiento en medio de cultivo
concuerdan con la descripcion de Stagonosporopsis  cucurbitacearum  (S.
cucurbitacearum) (Li et al, 2015; Moumni et al, 2020; Keinath, 2013). S.
cucurbitacearum (sin. Didymella bryoniae) es un hongo fitopatdogeno que se encuentra
afectando principalemte a cucurbitidceas (meldn, sandia, calabaza, pepino y luffa) a nivel
munidal y se ha reportado practicamente en todos los continentes (Nuangmek et al., 2018).
Puede afectar todos los d6rganos de las cucurbiticeas, incluyendo tallos, hojas, raices,
semillas y fruto. El patdgeno ocasiona la enfermedad conocida como tizon gomoso del
tallo (hojas, tallo) o pudricién negra (cuando afecta el fruto); puede encontrarse también
en el suelo y en semillas, donde permanecen por largos periodos de tiempo, estas ultimas
suelen ser una fuente importante de in6culo ya que permite la movilizacion geografica del
patdégeno (Moumni et al., 2019).

En un principio se pensaba que S. cucurbitacearum solo afectaba a miembros de la familia
Cucurbitaceae, sin embargo, en afios recientes se han hecho reportes que contradicen lo
anterior. Entre los nuevos hospederos se reportan desde plantas herbaceas con usos
medicinales en paises asiaticos como lo es [pomoea aquatica (Liu et al., 2017) y Pinellia
ternata (Zhou et al., 2022), hasta plantas extensamente comercializadas como el tabaco
(Nicotiana tabacum) (Wang et al., 2018); todas las especies vegetales anteriores
pertenecen a familias diferentes, lo que indica una diversificacion en los hospederos del

hongo. Se trata de una especie fitopatogena de la cual hay que permanecer vigilantes, ya
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que si bien, por el momento solo es un problema en el cultivo de las cucurbiticeas; su
reciente diversificacion de hospederos abre la posibilidad de que se convierta en un
problema en otros cultivos de interés comercial en un futuro.

En México el patogeno S. cucurbitacearum, en forma de su sindbnimo Didymella bryoniae,
ya habia sido reportado en el cultivo del chayote (Romero-Veldzquez et al., 2015). Sin
embargo, a nuestro conocimiento, el presente trabajo es la primera vez que se hace el
registro de S. cucurbitacearum en el cultivo del ardndano tanto a nivel nacional como
mundial. A pesar de esto, se desconoce si su presencia causa patogénesis alguna en el
hospedero, esto da lugar a la posible realizacion de investigaciones futuras que respondan

el planteamiento anterior.

Fusarium oxysporum Schltdl., F1. berol. (Berlin) 2: 139 (1824)

Micelio aéreo abundante de color blanco en un inicio y tornandose violeta mas tarde; la
pigmentacion del medio es morado o violeta (figura 5SA). Formacién de esporodoquios de
diferentes formas y tamafos (crecimiento en medio V8), desde globoso a subgloboso, con
coloracion amarillo oscuro a café palido o violeta oscuro a casi negro (figura 5B). La
esporulacion comienza rapido, en cuanto el micelio toma coloracion plrpura a los pocos
dias de siembra, ya se pueden encontrar formados los microconidios que no se agrupan en
cadenas, tienen de una a dos células, ovaladas a elipsoides (figura 5C), presentes en el
micelio aéreo con una dimensioén promedio de 2.41 x 7.51 pum (n=20). Los macroconidios
se pueden encontrar solitarias y agrupadas en erupciones (esporodoquios), son
moderadamente curveadas, con reducciones en ambos extremos, en algunas ocasiones la
célula apical es puntiaguda o en forma de gancho, por lo general tiene de 3 a 5 septos
(figura 5D), con dimensiones promedio de 5.05 x 33.94 pum (n=20). Las clamidosporas
presentes, globosas a subglobosas o alargadas (figura 5E), tanto en micelio aéreo,
superficial o sumergido, pueden ser intercalares o terminales, y pueden presentarse de

forma solitaria midiendo en promedio 7.19 x 7.44 um (n=20), en pares o cadenas.
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Figura 5. Fusarium oxysporum. A) crecimiento en PDA, coloracion purpura del micelio,
caracteristica de la especie; B) esporodoquios en medio V8, formados por agrupaciones de macroconidos;
C) microconidios no agrupados en cadenas, ovalados a elipsoides; D) clamidosporas individuales y en par,
intercalares y terminales; E) macroconidios.

La presente descripcion morfolégica de Fusarium oxysporum (F. oxysporum) concuerda
con la caracterizacion reportada en la literatura (Gerlach et al., 1982; Leslie y Summerell,
2008). F. oxysporum es un hongo fitopatdégeno asociado al suelo de los cultivos, puede
estar presente en una amplia variedad de hospederos como hortalizas, flores de ornato,
maleza, arboles frutales, entre otros (Kant et al., 2011). Dicho patdégeno ocasiona la
enfermedad conocida como marchitez vascular; debido a su origen en el suelo, el patdgeno
infecta en un inicio las raices de las plantas y posteriormente se disemina por el haz
vascular, en donde la presencia del micelio ocasiona el bloqueo del mismo; esto ultimo
resulta en la imposibilidad de la planta para translocar nutrientes y a consecuencia de esto,
comenzaran los sintomas de clorosis, coloraciones rojizas por deficiencia de nutrientes,
necrosis marginal, defoliacion y el tipico marchitamiento ocasionado por la enfermedad
(Joshi, 2018). El presente patogeno fue aislado de la raiz, la localizacion del hongo
concuerda con la epidemiologia y el proceso infeccioso descrito anteriormente; asi mismo,

la sintomatologia presente en la planta de quemadura marginal foliar y coloraciones
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rojizas debido a la ineficiencia en la toma de nutrientes, concuerdan con la ocasionada por
el patoégeno (figura 6). Retomando lo discutido para 7. longibrachiatum, la coexistencia
de ambos hongos en la rizosfera del arandano en el presente estudio, indican una posible
relacion antagdnica de ambos hongos, en el que 7. longibrachiatium ejerce cierto grado
de control biologico sobre F. oxysporum y promueve el crecimiento vegetal, como se ha

reportado en la literatura (Liu et al., 2023, Sobowale et al., 2022).

Figura 6. Sintomatologia en las plantas de ardndano muestreadas que indican una

alteracion en el metabolismo y fisiologia natural de la planta. Los sintomas coinciden con los
reportados para la infeccion de F. oxysporum. A) coloraciones anormales en las hojas (indicador de
deficiencia de nutrientes); B) necrosis marginal foliar.

La presencia de F. oxysporum como fitopatdogeno ha sido reportado previamente en el
cultivo del ardndano en China (Liu et al,. 2014) y Chile (Moya-Elizondo ef al., 2019);
también se ha reportado en Argentina (Pescie et al,. 2021), como endéfito y sin comprobar
su patogencidad. En México, F. oxysporum se ha asociado a otras berries como la
zarzamora, fresa y mora (Garay-Serrano et al., 2021); sin embargo, a nuestro
conocimiento, este es el primer reporte que se hace del F. oxysporum afectando al cultivo

del arandano en México.
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Nigrospora sphaerica (Sacc.) E:-W. Mason, Trans. Br. mycol. Soc. 12(2-3): 158 (1927)

Crecimiento del micelio en PDA presentd una coloracion blanca en un inicio,
posteriormente se presentaron coloraciones cafés sobre el micelio antes blanco (figura
7A), esto debido a la presencia de conidios en el mismo. Hifas hialinas o café claro,
septadas. Conidioforos cortos, rectos o ligeramente curvos, hialinos o con coloraciones
café claro, en su mayoria son simples, en el dpice de estos se encuentra una célula
conidiogénica hialina o de color café claro (figura 7B), de forma cilindrica a subglobosa,
con dimensiones promedio de 10.48 x 10.81 um (n=20), sobre estas se sostienen los
conidios; conidios (aleuriosporas) color negro a café oscuro (figura 7B), brillantes,

unicelulares, globosas midiendo en promedio de 22.80 x 22.89 um (n=20).

Figura 7. Nigrospora sphaerica. A) crecimiento en PDA, se perciben puntos color café sobre la
superficie del micelio, estos son debido a la coloracion intensa de los conidios. B) conidios con su coloracion
café/negro brillante y sus células conidiogénicas hialinas (flecha roja).

Las caracteristicas morfologicas coincidieron con la descripcion de Nigrospora sphaerica
(N. sphaerica) reportada en literatura previa (Zheng et al, 2021). Se ha reportado a
Nigrospora oryzae (N. oryzae) como sinébnimo de N. sphaerica (Index Fungorum, 2016;
Palacio-Bielsa, 2010), sin embargo, en el presente trabajo se discutira sobre N. sphaerica
de forma independiente a N. oryzae, la decisiéon se tomd con base en los estudios
morfoldgicos, moleculares y filogenéticos que afirman lo anterior (Wang et al., 2017; Hao

et al., 2020; Abass y Mohammed, 2014).
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N. sphaerica es un conocido fitopatégeno que afecta una amplia variedad de cultivos de
importancia agricola como el mango (Youssef et al., 2022), cacao (Villanueva et al.,
2023), pitahaya (Wang et al., 2022) e incluso a plantas de flor de corte como el crisantemo
(Luo et al., 2022); también ha sido reportado, en una sola ocasion, como fitopatdégeno en
el cultivo del ardndano en Argentina (Wright ef al., 2008). El hongo afecta comunmente
las partes aéreas de las plantas como las hojas y ramas; las sintomatologias mas frecuentes
suelen ser la mancha foliar y tizén de las hojas/ramas. Ambas sintomatologias se
encontraron de forma extensa en las plantas muestreadas (figura 8). A pesar de la extensa
literatura que lo sitlia como fitopatdégeno, también se ha reportado como endoéfito, sin
ocasionar dafio alguno a las plantas e incluso se reporta su actividad como promotor de
crecimiento vegetal mitigando el estrés abiodtico de las plantas (Sodhi y Saxena, 2023) y
como agente de control bioldgico contra hongos fitopatdégenos de raices (Mmbaga et al.,
2018). En México, la presencia de N. sphaerica ha sido reportada unicamente para el
cultivo de arroz (Sandoval-Martinez, 2022). A nuestro conocimiento, el presente trabajo
seria la primera vez que se reporta N. sphaerica en el cultivo del ardndano en México y el
segundo reporte para el arandano a nivel mundial. Queda abierta la posibilidad de futuros

estudios para determinar su fitopatogenicidad en el cultivo del arandano en México.

Figura 8. Sintomatologia en las plantas de arandano muestreadas.Coinciden con los reportados
ocasionados por varias especies fitopatdogenas encontradas en el presente trabajo como Nigrospora
sphaerica, Neopestalotiopsis rosae y Pestalotiopsis sp. A) mancha foliar; B) necrosis marginal.
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Neopestalotiopsis rosae Maharachch., K.D. Hyde & Crous, in Maharachchikumbura,
Hyde, Groenewald, Xu & Crous, Stud. Mycol. 79: 147 (2014)

En un inicio se presentd una coloracion blanca del micelio en PDA, posteriormente se
comenzaron a percibir tonalidades cafés sobre el mismo, iniciando de forma concéntrica
hasta tomar esa apariencia uniformemente, esta coloracion se debe a la presencia de
conidios (figura 9A). Los conidioforos son indistintos, reducidos a la presencia de células
conididgenas. Conidios fusoides, elipsoides, rectos a ligeramente curvados, presentando
en su mayoria cinco c€lulas: una basal, una apical y tres medias (figura 9B), longitud
promedio del conidio de 7.31 x 16.77 um (n=20); presenta cuatro septos visiblemente mas
oscuras que las células medianas; célula basal conica con base truncada, hialina o con
leves coloraciones café translucido, de paredes finas, en este a menudo se observa un
apéndice corto hialino; seguida a esta se encuentran tres células medianas doliiformes,
café versicolor, la segunda célula desde la base suele ser marrdon palido, de longitud;
tercera célula café oscuro, suele ser la mas notoria de las cinco; cuarta célula café miel;
célula apical, hialina, cilindrica, de paredes finas y lisas; con 3-5 apéndices apicales
tubulares, que no nacen de la cresta apical, sino que cada uno se inserta en un lugar distinto

de la mitad superior de la célula.

Figura 9. Neopestalotiopsis rosae. A) crecimiento en PDA, presencia de puntos color café sobre el
micelio, crecen de forma concéntrica e indican la esporulacion; B) conidios fusoides con células doliiformes
café versicolor, la tercera célula es mas oscura que el resto (caracteristica de la especie).

La descripcion de Neopestalotiopsis rosae (N. rosae) concuerda con los registros

morfoldgicos en la literatura (Maharachchikumbura et al., 2014; Essa et al., 2018). Se
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trata de un hongo fitopatégeno, descrito por primera vez en individuos del género Rosa
spp. (Nueva Zelanda) y en Paeonia suffruticosa (USA) (Maharachchikumbura et al.,
2014). A pesar de que los primeros reportes del fitopatogeno lo asociaran principalemente
con plantas de flor de corte, en la actualidad su asociacion mas relevante es con el cultivo
de la fresa; esto debido a que es principal agente causal de varias enfermedades de
importancia economica de dicho cultivo como la pudricion de corona y raiz (Sun et al.,
2021; Essa at al., 2018), asi como el tizén y mancha foliar, de tallo y de fruto (Wu et al,,
2021). Estas ultimas sintomatologias pudieron ser observadas en los ardndanos
muestreados (figura 8), las sintomatologia es similar a la reportada para N. sphaerica por
lo que es posible que ambos se encontraran infectando a la planta. También se ha reportado
la presencia de dicho patdégeno en diferentes cultivos como aguacate (Fiorenza et al.,
2022), granada (Xavier et al,. 2021), eucalipto (Diogo et al., 2021) y nuez (Gao et al.,
2022). N. rosae se encuentra reportado como fitopatdgeno con alta agresividad en el
cultivo del arandano en paises como Perti (Rodriguez-Galvez et al., 2020) y Portugal
(Santos et al., 2022). En México N. rosae se ha encontrado causando afecciones en raices
y hojas de cultivos de fresa en el Estado de Michoacan (Rebollar-Alviter et al., 2020). A
nuestro conocimiento, N. rosae no ha sido reportado con anterioridad para el cultivo del
arandano en México, por lo que el presente trabajo seria el primero en hacerlo. La
proximidad geogréfica y la estrecha relacion entre el cultivo de la fresa y el arandano
(frecuentemente son cultivados en los mismos ciclos de cultivo y en predios cercanos),
puede dar explicacion a la presencia de dicho patdégeno en ambos cultivos en el mismo

estado.

Pestalotiopsis oxyanthi (Thiim.) Steyaert, Bull. Jard. bot. Etat Brux. 19(3): 329 (1949)

Colonias en PDA con micelio abundante, color blanco en los primeros dias y
posteriormente se torna de color crema. Al paso de las semanas aparecieron secreciones
gomosas, color negro brillante, abundantes sobre el micelio, en su mayoria formando
manchas circulares o en algunas ocasiones con bordes irregulares, dichas secreciones
corresponden a acérvulos (figura 10A), formados por conglomeraciones de conidios sobre
el micelio. Los conidios son en forma fusoide, rectos o levemente curvados; en su mayoria

presentan cinco células por conidio, separadas por septos oscuros; las células terminales
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(basal y apical) son hialinas y conicas (figura 10B); célula basal con un apéndice hialino
corto; la célula apical presenta varios apéndices simples (2-3 en su mayoria, algunos con
5); las tres células medias son café versicolor, la primera de ellas suele ser mas clara (color
miel) y las células posteriores son de colores variantes, en su mayoria café claro, ninguna
destaca notoriamente (figura 10B). El tamafio promedio del conidio es de 7.69 x 19.13 pm
(n=20); los conidios pueden encontrarse inmersos en el micelio o aglomerarse en

acérvulos.

Célula
apical

<

Figura 10. Pestalotiopsis oxyanthi. A) crecimiento en PDA, presencia de acérvulos negro brillante
con apariencia gomosa; B) conidios doliformes café versicolor, todas las células medias son de color
uniforme (caracteristica de la especie), célula basal hialina conica con un apéndice hialino y célula apical
con dos a tres apéndices simples.

La descripcion del hongo concuerda con la reportada para Pestalotiopsis oxyanthi (P.
oxyanthi) (Steyaert, 1961). A la fecha del presente articulo, no existe una amplia variedad
de trabajos que estudien a fondo la relacion de P. oxyanthi con cultivos agricolas o con
otros elementos del agroecosistema; entre los pocos que hay, destacan aquellos que
senalan su papel como endoéfito (Zakaria y Wan, 2018; Wei et al., 2007); otros cuantos
articulos lo posicionan como saprofito descomponedor de materia organica (Falcon ef al.,
1995, Venedikian y Godeas, 1996) y solo uno le atribuye actividades como fitopatogeno
en la nuez de la india (Anacardium occidentale) (Patsa et al., 2023). A pesar del poco
conocimiento de la actividad de P. oxyanthi, el género Pestalotiopsis en si, ha atraido la
atencion de la comunidad cientifica desde hace varios afios, y a pesar de que se ha
registrado extensamente su actividad como fitopatégeno en varios cultivos (Keith et al.,

2006), las principales investigaciones son enfocadas a su capacidad productora de
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metabolitos secundarios, los cuales tienen una amplia variedad de aplicaciones y usos
como antifiingico, antibacterial, nematicida, entre otros (Xu et al., 2010; Wu et al,. 2022;
Deshmukh et al., 2017).

Para el cultivo del ardnado, se ha reportado en varias ocasiones la presencia del género
Pestalotipsis, incluso se podria decir que puede ser encontrado con bastante frecuencia en
el cultivo, ocasionando enfermedades como cancro, mancha foliar e incluso llegando a
causar la muerte de la planta (Araujo et al., 2023; Gonzélez et al., 2012; Espinoza et al.,
2008); algunos de los sintomas anteriores se presentaron en los arandanos muestreados en
el presente proyecto como la mancha foliar y tizéon de las hojas (figura 8). En México ya
se ha reportado la presencia de Pestalotiopsis spp. afectando al cultivo del arandano en
Michoacan (Mondragén-Flores et al., 2012); sin embargo, la identificacion del mismo se
realiz6 Unicamente basandose en la morfologia (sin confirmacion molecular) y a nivel de
género. El conocimiento generado en el presente articulo logra complementar la
informacion previamente reportada, confirmando a nivel de especie, tanto morfologica
como molecularmente a Pestalotiopsis oxyanthi en el cultivo del ardndano en Michoacan,

México.

Acaros

Se identificaron dos especies de 4caros fitoparasitos: Brevipalpus obovatus (B, obovatus)
y Brevipalpus lewisi (B. lewisi), ambas pertenecientes al género Brevipalpus
(Trombidiforme:Tenuipalpidae). Para la identificacion de la familia se emplearon las
claves taxondémicas de Krantz y Walter (1998). Posteriormente se emplearon las claves de
Cobanoglu, Ueckermann y Saglam (2016) para la identificacion de género y especie.
También se usaron las claves de Mesa y colaboradores (2009) para la confirmacién del

genero.

Brevipalpus Donnadieu 1875

Los especimenes identificados contaron con las caracteristicas morfologicas concordantes
para el género. La columna de setas “c2, d2, e2” se encuentran ausentes (figura 11A), por

lo que el espacio entre la columna de setas cl... y ¢3... se encuentra vacio. La seta h2 de
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la region del opistosoma no es larga ni flagelada, presentando apariencia corta (figura

11B).

Figura 11. Caracteristicas morfologicas principales del género Brevipalpus. A) opistosoma
dorsal con la columna de setas “c2, d2, e2” ausentes; B) seta h2 no larga ni flagelada.

El género Brevipalpus (Trombidifome:Tenuipalpidae) es el género mas importante de la
familia Tenuiplpidae, esto debido a su importancia como plaga agricola y por la conocida
habilidad de algunas especies de transmitir virus. De forma particular, son cuatro especies
consideradas como plagas de cultivos de importancia econdémica: B. californicus (Banks),
B. obovatus (Donnadieu), B. phoenicis (Geijskes) sensu lato y B. lewisi (McGregor)
(Saccaggi et al., 2017). De las cuatro especies, dos de ellas (B. obovatus y B. lewisi) se
encontrarlon presentes en los arandanos muestreados en la presente investigacion.

La morfologia de este grupo de acaros y sus habitos alimenticios los convierten en uno de
los vectores mas importantes de los virus de las plantas. Esto se debe a que tienen partes
bucales perforadoras y succionadoras que les permiten alcanzar y alimentarse del
contenido de las células vegetales, creando un medio de contacto directo entre el virus,
que se encuentra en las glandulas salivales del acaro, y la planta. La asociacion mas
concida de Brevipalpus como vector es por la transmision del virus C de la leprosis de los
citricos (CiLV-C), aunque también es vector de otras enfermedades virales de importancia
econdémica como el virus moteado de las orquideas (OFV) en varias plantas ornamentales
(Fife et al., 2021) o del virus de la mancha anular del café¢ (CoRSV) en plantas de café
(Chagas, Kitajima y Rodrigues, 2003) y suculentas (Nunes ef al., 2022).

Por otro lado, se han reportado alrredor de 12 géneros con 17 especies de virus asociadas

al cultivo del ardnadno, y por lo menos 12 de estas especies son exclusivas y/o su
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hospedero principal es el arandano (Saad et al., 2021). Estos datos sefialan una posible
suceptibilidad del cultivo hacia las enfermedades virales; por este motivo, la presencia de
Brevipalpus sp. en las muestras de arandano del presente trabajo son relevantes, ya que se
trata de un conocido vector de virus.

Se han reportado por lo menos dos géneros de virus transmitidos por Brevipalpus, se trata
de Cilevirus y Dichorhavirus (Tassi et al., 2022). Ninguno de estos dos géneros se ha han
encontrado previamente en el cultivo del arandano; sin embargo, el género Blunervirus si
estd presente en el arandano y tiene una estrecha relacion genética con el género Cilevirus
(transmitido por Brevipalpus) (Quito-Avila et al., 2013). La estrecha relacion entre ambos
géneros deja una posibilidad de que Blunervirus también pueda ser transmitido por
Brevipalpus. La posibilidad de que dos virus con estructuras proteicas similares compartan
hospedero e inculo co-infecten han sido sefialadas por autores como Whitfield, Falk y
Rotenberg (2015) o Tamborindeguy y colaboradores (2023).

El género en si, ha sido estudiado extensivamente en México, desde el punto de vista
taxonoémico. Desde mediados del siglo pasado ya se hacian investigaciones dedicadas a
registrar la biodiversidad de la familia Tenuipalpidae (a la cual pertenece Breviaplpus) en
México (Baker y Tuttle, 1987). En el pais la relevancia del género se encuentra ligada al
hecho de que es un importante transmisor para el virus de la lepra de los citricos (CiLV-
C), enfermedad que afecta significativamente a los principales estados productores de

citricos en México (Santillan-Galicia et al., 2022).

Brevipalpus lewisi McGregor, 1949

Los especimenes de B. lewisi se caracterizan por contar con la seta dorsal f2 de la region
del opistosoma presente (figura 12A), por lo que se pueden percibir de forma general, un
total de cuatro pares de setas en la regidon opistosomal. También presentan un solo
solenidio en el tarso II (figura 12B) y el infracapitulm (parte inferior del gnatosoma) es

corto, por lo que no suele extenderse mas alla del fémur I (figura 12C).
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Figura 12. Brevipalpus lewisi. A) seta dorsal opistosomal 2 presente; B) tarso Il con solo un solenidio
e infracapitulum no elongado; C) infracapitulum no elongado, no se extiende mas alla del fémur 1.

La presencia de B. lewisi ya ha sido reportada previamente en el pais (Rodriguez-Navarro,
Mcmurtry y Estébanes-Gonzalez, 2003), de forma especifica en arboles frutales del estado
de Puebla. B. lewisi cuenta con un rango muy amplio de hospedros, entre los mas comunes
se encuentran arboles de citricos como mandarina, naranja y toronja; aunque también se
ha reportado su presencia como plaga importante en otros cultivos no citricos como la vid,
granada y nuez de castilla (CABI, 2022). En cuanto a su presencia en ardndano, no se
tienen reportes previos para el pais; a nuestro conocimiento el reporte del presente trabajo
es el primero que se hace para el cultivo del ardndano en el pais y a nivel mundial.

Esta especie se ha demostrado capaz de adquirir y por lo tanto ser vector del virus de la
lepra de los citricos (CiLV-C) y de la cepa citrica del virus moteado de la orquidea (OFV-
citrus) (Avalos-Cerdas et al., 2018). Ambos virus han sido reportados afectando cultivos
de citricos en los principales estados productores de México (Santillan-Galicia et al.,
2022; Roy et al., 2020). A pesar de que B. lewisi sea vector y tenga la capacidad de
trasmitir CiLV-C y OFV-citrus a las plantas, no es el principal acaro plaga y vector
afectando los cultivos de citricos. Algunos autores reportan a B. yothersi, seguido por B.
californicus como las principales plagas y vectores de los virus mencionados con
anterioridad (Santillan-Galicia et al., 2022). Sin embargo, esto no significa que B. lewisi
sea una especie a la cual le debamos de dejar de prestar atencion. Existe la posibilidad de
que ocurra un brote de plagas secundarias como lo ha reportado Hill, Macfadyen y Nash
(2017); esto ocurre con el uso indiscriminado de pesticidas que acaban con los enemigos
naturales y las plagas primarias, causando un resurgimiento de las plagas secundarias

(Dutcher, 2007). Con su capacidad de trasmitir enfermedades virales, un brote de B. lewisi
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representa un riesgo importante para los cultivos agricolas suceptibles como lo es el

arandano.

Brevipalpus obovatus Donnadieu, 1875

B. obovatus se caracteriza por presentar solamente tres pares de setas en la region
opistosomal, por lo que la seta F2 esta ausente (figura 13A). El palpo tarso de la regién
gnatosomal cuenta con un solo solenidio y dos setas distales (figura 13B), por lo que suele
percibirse la silueta de tres estructuras ergidas en la region. El tarso II cuenta con un solo

solenidio (figura 13C).

Figura 13. Brevipalpus obovatus. A) seta dorsal opistosomal f2 ausente; B) palpo tarso con un
solenidio y dos setas distales; C) tarso II con un solo solenidio.

Como ya se menciond anteriormente, B. obovatus es una de las cuatro especies de mayor
relevancia para los cultivos de importancia econémica. Puede causar dafos directos por
la alimentacion del acaro sobre las hojas de la planta, reduciendo su capacidad
fotosintética y por lo tanto la productividad de la planta. También afectan el fruto,
ocasionando manchas y otras lesiones que disminuyen el valor del mismo en el mercado.
Entre los principales dafios causados por su alimentacion se presentan hojas con
tonalidades café, defoliacion, clorosis, manchas necroéticas e incluso puede causar la
muerte de la planta (Childers, French y Rodrigues, 2003). B. obovatus ya se encontraba
reportado e incluso se incluyd en el extenso listado taxonomico de la familia
Tenuipalpidae en México desde 1987 (Baker y Tuttle, 1987).

Otro aspecto importante de B. obovatus es su posible implicacion en la propagacion de
enfermedades viricas vectorizadas por este acaro, su asociacion principal es como vector

del virus de la leprosis de los citricos. El dcaro se puede encontrar asociado a una amplia
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variedad de hospederos (119 géneros y 55 famillias de plantas). Dentro de los frutos del
bosque o berries, B. obovatus ha sido reportado para un numero significativo de zarzas y
bayas, tanto silvestres como comerciales en toda América. Dentro de este grupo, el cultivo
de la fresa es su hospedero comercial més relevante (Childers, Rodrigues y Welbourn,
2003).En cuanto al ardndano, a nuestro conocimiento, este es el primer reporte que se hace

del B. obovatus en el cultivo, tanto a nivel mundial como nacional.

Nematodos

Se identificaron un total de 6 géneros: Dorylaimus sp., Tylenchus sp., Psilenchus sp.,
Helicotylenchus sp., Rhabditis sp., y Acrobeloides sp. La identificacion se realizd con
base en la morfologia observada de los indivudos, las claves empleadas se citaran en la
descripcion de cada uno de los especimenes.

La mayoria de los géneros encontrados corresponden a nematodos de vida libre o
saprofitos que se alimentan de algas, musgos, liquenes, bacterias y raices de plantas (sin
ocasionar dafios significativos en las mismas). El unico género con importancia agricola
significativa por su actividad fitoparasitica fue Helicotylenchus sp. A pesar de esto, la
mayoria de los géneros se relacionaron de una forma u otra con el ambito agropecuario,

cada uno de ellos se discutird a mayor profundidad en su apartado correspondiente.

Dorylaimus sp. Dujardin, 1845

El género se caracteriza por presentar un odontoestilete claramente visible (figura 14A),
recto, robusto y por lo general mide de 2-3 veces el largo de la region labial. No presenta
nddulos en la base del odontoestilete y tiene un anillo guia doble. La cuticula suele ser
gruesa y sobre esta se encuentran estrias o crestas longitudinales. La morfologia de la
region posterior también suele ser de ayuda para identificar al género; la forma

convencional en hembras adultas es larga y filiforme (figural4B) (Vinciguerra, 2006).
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A B

Figura 14. Dorylaimus sp. A) odontoestilete, ausencia de nédulos basales (flecha roja); B) cola larga
y filimorme, caracteristica en hembras.

Dorylaimus spp. es un nematodo de vida libre. A pesar de que se ha encontrado asociado
a cultivos como la soya, camote y otras plantas, no se ha demostrado su actividad como
fitopatégeno de las mismas (Horst, 2008). También se ha reportado a Dorylaimus spp.
como organismos acudticos, abundantes en regiones con cuencas fluviales importantes
(Jiménez-Guirado, 1988).

En México, estudios sobre la nematofauna de distintos cultivos, han reportado al género
presente en el pais. El primero de ellos fue asociando a Dorylaimus spp. al cultivo de la
berenjena en el estado de Aguascalientes (Rios-Valadez ef al., 2021). El segundo lo
reporta presente en el cultivo de la alfalfa en el norte del pais y asociandolo con la
enfermedad conocida como pudricién de corona (Veldsquez-Valle et al., 2018); a pesar
de que en el trabajo anterior lo asocian con dicha enfermedad, no se le puede atribuir
directamente a Dorylaimus spp. el rol de agente causal de la misma, esto debido a que
también se encontraron otras especies de nematodos fitoparasitos e incluso se reportaron
una cantidad importante de hongos fitopatdgenos que atacan las raices (cuya
sintomatologia concuerda con la descita en el articulo) y que pueden ser agentes causales
de la enfermedad. A nuestro conocimiento en el presente trabajo es la primera vez que se

hace el reporte de Dorylaimus spp. asociado al cultivo del arandano en México.
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Helicotylenchus sp. Steiner, 1945

Los neméatodos de este género suelen ser pequeios a medianos. La caracteristica principal
y mas distintiva del género es que la forma de su cuerpo en reposo es en espiral (figura
15A). El estilete se encuentra bien desarrollado y es robusto, es de tres a cuatro veces el
ancho de la region cefalica; suele ser fuertemente visible y presenta nddulos en la base del
mismo (figura 15B). La cabeza no se encuentra separada del cuerpo. La cola de la hembra

por lo general es corta, con una forma conoide a redondeada (figura 15C) (Li et al., 2017).

A B C

Figura 15. Helicotylenchus sp. A) posicion de reposo en espiral; B) estilete y nédulos basales (flecha
roja) prominentes; C) cola de la hembra, forma cénica a redonda.

El género Helicotylenchus es un género cosmopolita que puede presentarse en una amplia
variedad de climas y cultivos. Son nematodos migratorios ectoparasitos o
semiendoparasitos; por lo general se encuentran asociados al sistema radicular de diversos
cultivos de importancia agricola, donde se pueden llegar a encontrar en altas densidades,
alimentandose directamente de las raices de las plantas con ayuda de su estilete (Subbotin
etal, 2011) . Exsiten alrrededor de 230 especies dentro del género, algunas de ellas causan
pérdidas significativas en cultivos agricolas, siendo los fitoparasitos princiaples a vencer
en los cultivos (Uzma et al, 2015). Uno de los casos mdas destacados es el de
Helicotylenchus multicinctus que ataca las raices de los platanos, ocasionando necrosis de
las mismas; las pérdidas por este nematodo se estiman de entre 19 y 34%, por lo que es
de los principales problemas de dicho cultivo (Guzman-Piedrahita, 2011).

Para el cultivo del arandano, ya se ha reportado con anterioridad la presencia de
Helicotylenchus spp. en varios estados de USA (Rivera et al., 2015) como Arkansas (Clark
y Robbin, 1994) o Georgia y Carolina del Norte (Jagdale ef al., 2013). En México el

género se encuentra presente en una amplia variedad de cultivos; algunos de ellos son la
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papaya (Martinez-Gallardo et al., 2014), litchi (Martinez-Bolafios et al., 2020), cebolla
(Beltmon et al. 2003) y platano (Lara-Posadas et al., 2016). A pesar de la presencia del
género en el pais, a nuestro conocimiento esta es la primera vez que se reporta el género

en el cultivo del arandano en México.

Tylenchus sp. Bastian, 1865

El género suele ser de tamafio pequefio a mediano y puede tomar una postura levemente
curveada al ser fijado (figura 16A). La cuticula cuenta con anulaciones muy visibles. El
labial es continua con el cuerpo; la estructura cefalica no presenta esclerotizacion y en
caso de presentarla suele sele ser ligera. Cuenta con un estilete y ndédulos basales que en
su conjunto suelen ser pequefios y muy poco visibles (figura 16B). La cola de las hembras
es filiforme y la terminacion de estas es pareja, no presenta ningun ensanchamiento o

mucron en la parte apical (figura 16C) (Li ef al., 2017).

Figura 16. Tylenchus sp. A) curvatura después de ser fijado; B) estilete y nodulos basales pequefios y
poco visibles; C) cola filiforme de las hembras, parte apical sin mucron.

Tylenchus spp. ha sido previamente reportado como parasito de plantas, causando
afecciones en la raiz de algunos cultivos como la pifia (Godfrey, 1929), en plantas de

produccion de té (Steiner y Buhrer, 1933) y plantas de habitos silvestres (Thorne, 1926);
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en todas se presentaron necrosis y alteraciones en la raiz, asi como altas densidades de
nematodos en las mismas. A pesar de estos reportes como parasito de plantas, en la
actualidad, Tylenchus spp. no es considerado como un fitoparasito relevante en cultivos
agricolas. Los reportes mencionados con anterioridad datan de fechas antiguas y no ha
habido reportes significativos en el presente que indiquen su potencial como fitoparasito.
Los reportes y articulos recientes sobre 7ylenchus spp. se inclinan mas a la contribucion
de informacion respecto a las nuevas especies, taxonomia y nuevos hospederos para el
género (Kantor ef al., 2023). A nuestro conocimiento este es el primer reporte del género

sobre la rizosfera del cultivo del ardndano en México.

Psilenchus sp. De Man. 1921

El cuerpo se curvea levemente de la parte ventral al momento de la fijacion (figura 17A).
Region cefalica debilmente esclerotizada, de forma conoide o redondeada. Estilete
cilindrico sin noédulos basales (figura 17B). Este género presenta caractristicas
morfoldgicas muy similaes al género Tylenchus sp. sin embargo, la principal diferencia
radica en que Psilenchus sp. presenta un leve ensanchamiento en la parte apical de la cola,

estructura conocida como mucroén (Li et al., 2017).

A B

X

Figura 17. Psilenchus sp. A) curvatura presente después de ser fijado; B) estilete pequefio, poco
visible, sin nddulos basales; C) cola filiforme de las hembras, mucrén apical.

Psilenchus spp. es un género conocido de nematodo parasito de plantas. El dafo principal

ocasionado por el mismo ocurre en la raiz de las plantas, en las cuales se puede encontrar
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en densidades importantes. Se ha reportado la presencia de Psilenchus spp. en paises como

Corea (Park et al., 2005), India (Sheikh, 2020) y México (Martinez-Bolafios et al., 2020)

La presencia del género se ha reportado en cultivos de importancia agricola como la papa,
chile, espinaca (Sheikh, 2020); también se ha reportado en otros miembros del grupo de
frutos rojos como la zarzamora (Peraza-Padilla y Orozco-Aceves, 2018) y la fresa (Park
et al., 2005). Aunque en este ultimo se reportaban sintomas de colorosis, crecimiento
retrasado y hojas arrugadas en las plantas, no se puede saber con certidumbre si el daio
era ocasionado directamente por Psilenchus spp. o se encontraba como organismo de vida
libre, ya que también se encontraron otros géneros conocidos por causar enfermedades en
las plantas. El presente trabajo es el primero de su tipo en el que se reporta la presencia

del género en el cultivo del arandano en México.

Rhabditis sp. Dujardin, 1844

El cuerpo del nematodo se estrecha en ambas extremidades, por lo que suelen ser de una
apariencia mas robusta en la parte media (figura 18A). Presenta estrias o anillos de forma
transversal en todo el cuerpo. No tiene estilete ni nédulos. La caracteristica distintiva del

género es que la cavidad faringea es larga y cilindrica (figura 18B).

Figura 18. Rhabditis sp. A) cuerpo estrecho en las extremidades; B) cavidad faringea larga y cilindrica,
anulaciones transversales en la cuticula; C) region posterior.

Rhabditis spp. se puede encontrar en una gran variedad de climas y suelos ya que se trata
de un género cosmopdlita de vida libre (Li ef al., 2017). A pesar de sus habitos de vida
libre, se ha encontrado una fuerte accion de Rhabditis spp. como agente de control
biologico, ya que se trata de un eficaz entomopatogeno (Park et al., 2012). Los nematodos

entomopatdgenos invaden las larvas de insectos susceptibles y penetran hasta el hemocele,



40

donde liberan sus bacterias simbioticas (presentes en su tracto digestivo). La bacteria
prolifera, mata a las larvas de los insectos y favorece la reproduccion de los nematodos
proporcionandoles nutrientes provenientes del caddver del insecto (degradado por
enzimas) y produciendo antibidticos que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
(Sangeetha et al., 2016). De forma contraria a sus beneficios como entomopatogeno,
también se ha reportado a Rhabditis spp. como agente causal de enfermedades en
animales; Se ha reportado ocasionando otitis parasitaria en ganado bovino (Henriquez-
Crespo et al., 2022) e infestando los ojos de roedores (Kocianova-Adamcova et al., 2006).
El género Rhabditis spp. se ha encontrado en la diversidad de nematodos asociados a la
rizosfera del cultivo de Kiwi (Sekhukhune ez al., 2022), sin embargo ningun reporte se ha
realizado para el ardndano. De ser asi, el presente proyecto es el primero en reportar a

Rhabditis spp. asociado a la rizésfera en el cultivo del arandano en México y en el mundo.

Acrobeloides sp. (Cobb, 1924) Thorne, 1937

La longitud del cuerpo suele ser variada, de tamafios muy pequefios a medianos o grandes,
presentan una cuticula con anulaciones claramente visibles (figura 19A). En la region
cefdlica presntan la caracteristica mas distintiva del género, cuentan con tres
protuberancias o labios, de forma cilindrica con el apice algo redondeado (figura 19A).
Los machos son en su mayoria desconocidos. La cola de las hembras es corta, redondeada

o conoide (figura 19B) (Li et al., 2017).

Figura 19. Acrobeloides sp. A) protuberancias conicas de la region cefalica; B) cola de la hembra,
corta y redondeada; C) cuticula anulada.

Al igual que el género anterior, Acrobeloides spp. también es un nematodo de vida libre
que se encuentra en una gran variedad de suelos. En algunos casos se ha llegado a reportar

como bacteriéfago (Hanél, 1999; Miedviedieva y Kozlovsky, 2020), aunque en la mayoria
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siempre se presenta como organismo saprofito o de vida libre. Otro aspecto relevante del
género es que suele ser empleado como indicador de la salud y estabilidad de los
ecosistemas, se ha empleado para identificar metales pesados en el suelo (Hao et al., 2010)
o para identificar el efecto de la agricultura y la cosecha continua en las comunidades
naturales del suelo (Li et al., 2005; Li et al., 2016). El uso de este género se debe
principalmente a la suceptibilidad del mismo a alteraciones y contaminaciones del medio
como lo son los metales pesados o acidos fendlicos (indicadores de sobrecosecha del
suelo).

Se sefiala en la literatura que la presencia de Rhabditis spp. y Acrobeloides spp. suelen ser
un buen indicador sobre el estado del suelo, ya que por lo general se trata de organismos
benéficos que refieren a la poca alteracion del ecosistema (Li et al., 2016). En el presente
trabajo se encontraron ambos géneros en los arandanos muestreados, lo cual indica un
buen estado del suelo en los predios muestreados. Acrobeloides spp. ya habia sido
reportado como parte de la nematofaouna asociada al cultivo de la papa en el estado de
Veracruz (Desgarennes et al., 2009). A nuestro conocimiento el presente trabajo es el
primero en el que se reporta a Acrobeloides spp. asociado al cultivo del ardndano en

México.
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CONCLUSIONES

Se lograron identificar de manera exitosa siete especies de hongos asociadas al cultivo del
arandano en Michoacédn, México. La identificacion de las mismas se realizé por medio de
taxonomia integrativa en la que se empled la observacion de caracteres morfologicos y
técnicas de biologia molecular para la identificacion de las mismas. La totalidad de las
especies identificadas representan un primer reporte de las mismas para el cultivo del

arandano en México.

Se reporta por primera vez al arandano como hospedero de Brevipalpus lewisi y
Brevipalpus obovatus, en Michoacan, México. Ambas especies se encontraban

previamente reportadas en el pais para otros cultivos, pero no en el cultivo del ardndano.

Existen por lo menos seis géneros de nematodos asociados a la rizosfera del ardndano en
cultivos de dos localidades de Michoacan, México; al menos una de estas especies

(Helicotylenchus sp.) es fitoparasita. Todos ellos se reportan por primera vez en el cultivo.

Existe una amplia diversidad de microorganismos asociados al cultivo del ardndano en
Michoacan. Un niimero significativo de estos organismos son parasitos o patégenos que
se encuentran afectando la fisiologia de las plantas. Otro numero considerable son
organismos son de vida libre, indicadores del buen estado de la planta; y unos cuantos
tienen potencial como agentes de control bioldgico para un amplio numero de organismos.

Todos ellos se encuentran interactuando en el agroecosistema estudiado.
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