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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. En cultivo de fresa establecidos en invernadero en Montecillo,
Texcoco, Estado de México, en 2022 se observé manchas foliares color marrén tostado
y pudricién de frutos con lesiones hundidas asimétricas, que se extendian y adquirian
un color marrén. El objetivo del presente trabajo fue identificar el agente causal de la
pudricion marrdn tostado en frutos y plantas fresa.

Materiales y Métodos. Se colectaron frutos y hojas sintomaticos, de los cuales se
obtuvieron aislados fangicos para realizar las pruebas de patogenicidad en plantas y
frutos, en plantas mediante dos métodos de inoculacidn: aspersion via foliar y via raiz;
en frutos mediante inmersion. Se emplearon concentraciones de 2x10° conidios mL ™.
Se amplifico y secuencid la region ITS del rDNA mediante PCR con los iniciadores
universales ITS1-1TS4.

Resultados y Discusion. Se identific6 morfol6gica y molecularmente a Pilidium
concavum como el agente causal de la mancha y pudricion marrén tostado en fresa.
Result6 patogénica en frutos de fresa cv. Aromas y en plantas menores de dos meses de
edad. Mostré variacion en virulencia, en plantas afectadas varié de 40 a 50%, en frutos
alcanzo el 100%.

Conclusién. El resultado determina que Pilidium concavum es un patégeno que produce
mancha foliar marrén tostado y pudricion marrén tostado en frutos de fresa. Permite
nuevas lineas de investigacion relacionados con el impacto de la enfermedad en la
produccidn, rendimiento y calidad de fresas en México. Esta investigacion es el primer
reporte de Pilidium concavum como patgeno de fresa en el Estado de México.

Palabras clave: Pilidium concavum, frutilla, patogenicidad, virulencia.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa) es una de las frutillas de gran importancia a nivel
mundial desde el punto de vista econémico, comercial y nutricional (Giampieri et al., 2012;
Ikegaya, 2023). Sin embargo, en su ciclo de vida le afecta varios patégenos: hongos,
bacterias, virus y nematodos (Petrasch et al., 2019). Los hongos tienen un mayor impacto
en la reduccion del rendimiento y calidad nutricional, comercial y econdmica. Pueden
infectar todas las partes de la planta y causar dafios graves e incluso la muerte de la planta
(Garrido et al. 2011; Azam et al., 2019). Entre los hongos y oomicetes patdgenos que
causan mas dafio a la fresa se encuentran: Botrytis cinerea, Colletotrichum sp.,
Sphaerotheca macularis, Phytophthora sp., Verticillium sp. y Diplocarpon earlianum
(Reddy, 2016). Ademas, han surgido nuevos patogenos considerados como emergentes, los
cuales adquieren cada vez mas relevancia econémica y cientifica con el tiempo.

Los patégenos emergentes pueden poner en riesgo la productividad de la fresa, ya que
su incidencia y severidad pueden aumentar rapidamente y causar pérdidas significativas
(Milgroom, 2017; Ristaino et al., 2021). Segin Pedraza Herrera et al. (2022), las
enfermedades emergentes son causadas por patdgenos que han experimentado cambios en
su incidencia, su distribucién geografica o su rango de hospedantes, asi como
modificaciones en su patogénesis, evolucion o han sido descubiertos o reconocidos
recientemente. Entre las nuevas enfermedades ocasionadas por patdgenos emergentes estan
la mancha foliar y la pudricion de la raiz y corona causadas por Neopestalotiopsis sp.
(Rebollar-Alviter et al., 2020; Baggio et al., 2021), pudricion de frutos por Neofusicoccum
sp. (Zhan et al., 2021), la mancha foliar y antracnosis ocasionadas por Pestalotiopsis sp.
(Morales-Mora et al., 2019), asi como la mancha foliar marron tostado y la pudricion
marron en frutos causadas por Pilidium concavum (Fernandez-Ortufio et al., 2014).

La presencia de la mancha y pudricion marron tostado en fresa ha sido reportada hasta
la fecha Unicamente en nueve paises: India, Venezuela, Polonia, Brasil, Bélgica, China,
EUA, Irdny Corea del Sur (Fernandez -Ortufio et al., 2014; Park et al., 2017). La gravedad
de los dafios causados por esta enfermedad varia considerablemente, desde un tres hasta un
50% de infeccidn en plantas de invernadero e incluso al 70% en frutos almacenados (Lopes
et al., 2010; Debode et al., 2011). El patdgeno responsable de esta enfermedad es Pilidium
concavum con un amplio rango de hospedantes en plantas silvestres y cultivadas. Entre las
plantas silvestres afectadas se encuentran: Fallopia japonica, Hieracium caespitosum,
Aesculus hippocastanum, Greyia radlkoferi, los hospedantes cultivados incluyen: Olea
europaea, Fragariaxananassa, Paeonia suffruticosa, Bergenia crassifolia, Rosa rugosa,
Eucalyptus spp. Prunus domestica, Vaccinium corymbosum, Vitis vinifera e llex
paraguariensis (Aguin et al., 2016; Karimi et al., 2016; Lopez et al., 2020). La evolucion
de los patdgenos emergentes hacia nuevas areas geograficas plantea desafios adicionales
para el gobierno, agricultores y cientificos ya que deben estar preparados para enfrentar
una gama cada vez mas amplia de enfermedades que amenazan la seguridad alimentaria y
la estabilidad econdmica. Debido a la incidencia de la pudricién marrén tostado en frutos
y hojas de fresa, en Montecillo, Texcoco, México, se planted el presente trabajo con el
objetivo de identificar el agente causal de la pudricion marrén tostado en frutos plantas de
fresa, mediante pruebas de patogenicidad, caracteristicas morfoldgicas y pruebas
moleculares.
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Se realiz6 un muestreo aleatorio y se recolectaron diez plantas de fresa con sintomas de:
mancha foliar, necrosis del peddnculo floral y pudricion de frutos. Esto se llevé a cabo en
los meses de octubre y noviembre de 2022 en el invernadero del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, Texcoco, Meéxico, ubicado en las coordenadas 19°27'37"N
98°54'12"W. Las muestras se etiquetaron, empaquetaron en bolsas de polipapel y
transportaron en hielera para su procesamiento en el laboratorio de Fitosanidad-
Fitopatologia, del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, Edo. de México. Las
muestras se cortaron en tejidos de 1 cm por lado, se desinfestaron con hipoclorito de sodio
al 1% durante tres minutos y se pusieron cinco tejidos por cada muestra en medio papa-
dextrosa-agar (PDA; Bioxon®, Becton Dickinson de México) y en cdmara himeda. Se
obtuvieron aislamientos de frutos y hojas. El reaislamiento del microorganismo asociado a
foliolos y frutos sintomatico de la camara himeda se realizaron en agua agar (AA; BD
Bioxon®, Becton Dickinson de México) con el procedimiento descrito por el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA, 2018). Las
siembras se incubaron bajo luz blanca natural a temperatura de laboratorio de 25+2 °C
durante 72 h, hasta observar crecimiento micelial. Para la purificacion del aislamiento, se
transfirio punta de hifa en PDA. Los aislamientos monosporicos se obtuvieron mediante
diluciones seriales, que se sembraron en AA al 1.6% y se incubaron durante 18 h; de ahi
un conidio germinado se transfirié a medio PDA y las siembras se incubaron 25+2 °C. Se
conservaron a 15°C en tubos de ensayo con PDA inclinado, adicionados con aceite mineral
estéril (Montesinos et al., 2015). La identificacién morfoldgica se realizé con ayuda de
claves taxonomicas reportadas por Barnett y Hunter (2006) y para la especie con claves de
Palm (1991) y Rossman et al. (2004). Se realizaron preparaciones semipermanentes con
glicerol al 50% en portaobjetos para observarlas bajo el microscopio compuesto BX51
(Olympus, Japon). Se determind coloracion micelial, asi como la morfologia y morfometria
conidial en 100 conidios por aislado con edad de 14 d después de siembra.

Para las pruebas de patogenicidad se hicieron inoculaciones en frutos de fresa maduros,
homogéneos en tamafio y color, y en plantulas de fresa cv. Aromas. La patogenicidad se
evaluo en frutos con heridas y frutos sin heridas, previamente desinfestados. Las heridas se
realizaron con una aguja estéril hasta una profundidad de 1 cm de profundidad en cada
fruto. Se ocuparon cinco frutos por tratamiento. La inoculacion se realiz6 sumergiendo los
frutos durante 3 min en la suspension conidial de 2x10° conidios mL ™! ajustados mediante
hematocitometro. Los frutos testigos se sumergieron en agua destilada estéril por 3 min.
Los frutos se colocaron en un domo de plastico con toallas himedas estériles, como
camaras hiimedas y se incubaron a temperatura de 252 °C, con luz blanca natural. La
incidencia se evalu6 como porcentaje de frutos afectados por el patégeno y la severidad
como porcentaje de tejido afectado por el patégeno. En plantas se evalu6 en plantulas de
1-2 meses de edad, 3-4 meses de edad y mayor a 4 meses de edad. Se inocularon por
aspersion con suspensiones de esporas de 2x10° conidios mL™!, tanto via foliar como
radicular. Se asignaron diez plantas por tratamiento. Las plantas testigo se asperjaron con
agua bidestilada estéril. Se incubaron en una camara de crecimiento, con fotoperiodo de 12
h luz de dia y 12 h de oscuridad, con una humedad relativa de 80% por siete dias y se
evaluaron la incidencia y severidad cada 24 h hasta los 20 d después de la inoculacién. La
incidencia se evalu6 como porcentaje de foliolos afectados por el patdgeno y la severidad
mediante la construccion de una escala visual de siete clases de severidad (Figura 1). Los
foliolos de las plantas asintomaticas se desinfestaron y se incubaron en camara himeda por
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cinco dias y se evalto la incidencia. Las pruebas de patogenicidad se realizaron por
triplicado. Los datos de incidencia y severidad se ajustaron en una distribucion normal, se
utilizo la prueba Tukey en la comparacién de medias (P < 0,05).

NO N1 N2 N3 N4 N5
0% 10% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 1. Escala visual para la evaluacion de la severidad de la mancha foliar marron tostado en fresa.
Elaboracion propia.

Para la identificacion molecular se recolectaron micelio y conidios para extraer el DNA
gendmico, segun la técnica de Ahrens y Seemiiller (1992). Posteriormente, se amplificaron
las regiones del gen ribosomal (rDNA) del espaciador transcrito interno ITS1 e ITS2
mediante PCR con los iniciadores universales ITS5 e ITS4 (Martin y Rygiewicz, 2005),
mediante el método de Sanger en la empresa Macrogen (Korea). Las secuencias obtenidas
se purificaron y consensaron con las secuencias depositadas en el Banco de Genes del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) basados en blsquedas y literatura
BLAST. Las secuencias que mostraron una similitud de 100% se alinearon en el software
MEGAL11 versién 11.0.13 (Tamura et al., 2021) y el algoritmo de Clustal y se compararon
con las secuencias depositadas en GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), con apoyo de la herramienta BLAST. Las secuencias de mayor
similitud se extrajeron del banco de datos para el andlisis filogenético mediante la
construccion de un arbol de union de vecinos con el método Bootstrap y el modelo Tajima-
Neil. Se consideré a Chaetomella raphigera como grupo externo (NUmero de acceso
MHB860747) y las secuencias de los aislamientos se depositaron en el Banco de Genes del
NCBI. Los sintomas observados en los frutos de fresa cv. Aromas son lesiones hundidas
asimétricas, himedas; de color rosa, sin halo clorético en el epicarpio. La lesion se extiende
y se torna de color marrén con masas de conidios blancos que se tornan rosa-rojo y
finalmente marrén en la superficie de la lesion (Figura 2A-B). Las lesiones en hojas
empiezan por el margen o en el dpice como manchas marrones, asimétricas, con progreso
hacia la parte basal de la hoja, caracterizandose como hojas tostadas (Figura 2D-E).
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Figura 2. A) Fruto con lesiones hundidas himedas. B) Fruto con pudricion marrén y estructuras fingicas. C)
Estrangulamiento de color marrén en el peddnculo floral. D-E) Hojas con bordes marron tostado. F) hojas
sanas.

El aislado en medio PDA, formé colonias circulares de forma regular a irregular, la
presencia de micelio blanco fue escaso a nulo (forma de masa) con bordes regulares. El
color de la base del crecimiento de la colonia se tornd de canela a marrén. A partir de los
12 d de incubacion en medio cultivo PDA los bordes de la colonia se pigmentaron de color
marron claro a oscuro. A los 14 d después de la siembra se visualizé la formacién de
esporodoquios formados en circulos concéntricos, con aspecto gelatinoso, con base negra,
discoides a hemisféricos de color marron claro a marrén oscuro, suborbiculares de 354 a
658 x 370 a 688 um de largo y ancho. Conidi6foros hialinos, unicelulares, cilindricos,
filiforme de 17.64 a 48.04 x 0.83 a 2.49 um, largo y ancho. Los conidios son hialinos,
aseptados, fusiforme, con forma de canoa a alantoides de 5.84 a 10.95 x 1.29 a 3.63 um,
largo y ancho (Figura 3). No se observl etapa sexual. Las caracteristicas anteriores
corresponden a las descritas por Palm (1991) y Rossman (2004) para Pilidium,
reportandose como parasito facultativo con sintomas similares a los reportados por Debode
et al. (2011) y Fernandez-Ortufio et al. (2014).

El alineamiento de las secuencias en el banco de genes (GenBank) del NCBI, mostro
una similitud de 100% con Pilidium concavum y P. lythri. En el arbol filogenético (Figura
4) el aislamiento se ubic6 en un clado que comprende los aislamientos de referencia de P.
concavum y P. lythri. Asimismo, se confirm6 que P. concavum se relaciona méas con P.
pseudoconcavum, con un soporte de 94%. Los aislados se registraron en la base de datos
GenBank con las accesiones OR568456 y OR568457. La presencia de P. concavum como
como patdgeno de hojas y frutos se ha reportado en varios paises, incluyendo la India
(Phatak y Payak, 1965), Venezuela (Cedefio et al., 2001), Polonia (Gol¢bniak y Jarosz,
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2003), Brasil (Lopes et al., 2010), Bélgica (Debode et al., 2011), China (Geng et al., 2012),
EUA (Fernandez-Ortufio et al., 2014), Ir&n (Ayoubi et al., 2016) y Corea (Park et al., 2017).
Sin embargo, en México no habia reportes de dafios por este patdgeno.

Figura 3. A) Esporodoquios en frutos de fresa. B) Esporodoquios en el envés de la hoja. C-D) colonia gelatinosa
con masa de conidios en medio de cultivo PDA. E-F) corte longitudinal y transversal del esporodoquio. G)
Conidioforos hialinos, cilindrico, filiforme. H) Conidios hialinos, aseptados, alantoides.

OR568456 Pilidium concavum

OR568457 Pilidium concavum

MT107064 Pilidium concavum

MT107062 Pilidium concavum

MTO027979 Pilidium concavum

MK336571 Pilidium concavum

"1 MK336557 Pilidium concavum

MG212519 Pilidium concavum

MF776030 Pilidium concavum

94| | KRO24031 Pilidium concavum

KP117298 Pilidium concavum

ON965254 Pilidium concavum

1 MTS555771 Pilidium lythri

~ NR 137128 Pilidium pseudoconcavum
NR 165928 Pilidium novae-zelandiae

75, - NR 156670 Pilidium anglicum

64| MH859033 Pilidium acerinum

98 NR 119500 Pilidium acerinum

MH860747 Chaetomella raphigera

0.02

Figura 4. Arbol filogenético basado en unidn vecinos de la secuencia rDNA-ITS, que muestra una afinidad
filogenética del aislado México (en negritas) con Pilidium concavum por encima del 95% del nodo. La barra de
escala representa 0.02 sustituciones de nucledtidos por sitio.
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La taxonomia de este hongo no se precisa y ha pasado por reclasificaciones basadas en
caracteristicas morfoldgicas y analisis filogenéticos mas recientes. EI género Pilidium de
la familia Chaetomellaceae, clase Leotiomycetes se describié por primera vez como P.
acerinum (Alb. Y Schwein) (Rossman et al., 2004). Actualmente, las especies reconocidas
del género son: P. acerinum, P. lythri (conocida también como P. concavum), P.
pseudoconcavum, P. eucalyptorum y P. septatum (Rossman et al., 2004; Kirk et al., 2011;
Crous et al., 2013; 2015). Pilidium concavum, segun Palm (1991) y Rossman et al. (2004),
demostraron la relacion entre el sinamorfo Hainesia lythri, Dacryomyces lythri (teleoformo
Discohainesia oenotherae), Peziza oenotherae, Pezizella oenotherae y Sclerotiopsis
testudinacea como morfotipos de la misma especie, por lo que se consideran sinénimos.
Sin embargo, Pilidium es el nombre genérico mas antiguo utilizado e incluye varias
especies fitopatdgenas. Recientemente, Rossman (2014) transfirié a P. concavum como
sinénimo de P. lythri, por lo que ahora referirse en cualquiera de los nombres se considera
valido, como una misma especie (Johnston et al., 2014).

En las pruebas de patogenicidad, al tercer dia después de la inoculacion en frutos con
heridas se observaron lesiones hundidas de color rosa opaco a marrén con masas conidiales
iniciales color blanco, rosa y finalmente se turné a marrén (Figura 5A), la incidencia y
severidad fue de 100%. En frutos sin heridas los sintomas con estructuras fungicas se
presentaron al quinto dia después de la inoculacion y la incidencia y severidad fue de 100%
(Figura 5D). Las estructuras y esporas en los frutos sintomaticos eran morfolégicamente
idénticas a las colonias originales utilizadas para la produccion de indculo. Los frutos
testigos no mostraron ningdn sintoma de la enfermedad. Por lo que a través de estas pruebas
se determind que el agente causal de la pudricion marrén en frutos de fresa es P. concavum.
Como en las pruebas consistentes reportados por Debode et al. (2011) y Karimi et al.,
(2016) en los frutos de fresa.

Figura 5. Pruebas de patogenicidad en frutos de fresa inoculados en una concentracién de 2x108 conidios mL™ del hongo
Pilidium concavum. A) Fruto con heridas inoculado con el hongo. B) Fruto con herida con sintomas a las 72 h ddi. C)
Esporodoquios del hongo en el fruto con heridas. D) Frutos sin heridas inoculado con el hongo. E) Fruto sin herida con sintomas
a las 96 h ddi. F) Esporodoquios del hongo en el fruto sin heridas. G) Testigo inoculado con agua destilada estéril, sin ningln
sintoma los 96 h ddi.
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Las plantulas inoculadas de aproximadamente 1 y 2 meses de edad, se observaron
sintomas leves en brotes nuevos y en hojas (Figura 6) a los 20 dias después de la
inoculacion. La inoculacién en hojas mostrd 50% de incidencia con 20% de severidad. La
mayoria de los sintomas se observaron en brotes (hojas nuevas) y hojas maduras
senescentes. En contraste, en las plantas inoculadas por raiz, la incidencia fue de 40% y los
sintomas se presentaron en hojas senescentes y en hojas nuevas con un 10% de severidad.
Los foliolos asintomaticos después de 5 d en cadmara himeda se observaron los
esporodoquios de color anaranjado a marrén en las hojas (Figura 7). Se observaron
estructuras fangicas en un 90% en el tratamiento inoculado en hojas y un 80% en el
inoculado en raiz. No se observaron estructuras en tallo, ni raices, solo en hojas. Se reaisld
el microorganismo y a través de la identificacion morfoldgica se determiné su identidad.
Se infiere que el hongo es un potencial patégeno para plantulas de vivero. Esto concuerda
con Debode et al. (2011) y Fernandez-Ortufio et al. (2014) quienes informaron sobre la
infeccion en vivero y lotes de trasplante. La infeccion a las plantas fue sistémica. Las
plantas inoculadas por raiz presentaron estructuras en las hojas cuando fueron expuestas a
camara himeda, resultados muy similares a los obtenidos por Lopez et al. (2020) al
inocular plantas de yerba de mate via raiz, donde se observaron dafios en las hojas. En este
estudio se observd en plantas en etapa de fructificacion 6 meses después de la inoculacién,
sintomas de pudricién de frutos, por lo que el indculo estuvo latente en las plantas y provocd
dafios cuando las condiciones le fueron favorables. De acuerdo con Hipol et al. (2014), P.
concavum forma parte de los hongos enddfitos, ya que pertenece a la clase de los
Leotiomycetes del subfilo Pezizomycotina, donde se ubican los hongos endomicorrizas
enddfitos comunes. Por lo tanto, puede tener la capacidad de ser enddfito en las plantas de
fresa. La inoculacién en plantas de fresa de tres y mayor de cuatro meses de edad no indujo
sintomas de pudricién marrén en las hojas. Sin embargo, cuando estas desarrollaron y
fructificaron después de 6 meses de la inoculacion, los frutos y botones florales presentaron
sintomas con estructuras fungicas de P. concavum.

Figura 6. Plantas de fresa (Fragaria x ananassa) cv. Aromas menor de tres meses de edad, a los 15 dias después de
inoculacion (dpi) con una suspension de 2x10° conidios por mL de Pilidium concavum. A) Inoculacion via foliar; B)
Inoculacidn via raiz; C) Testigo inoculado con agua destilada estéril.
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Figura 7. A) Hojas de fresa asintomaticos después de 28 dpi, puestos en camara himeda B) Formacién de

esporodoquios en las hojas después de 5 dias en cdmara himeda.

P. concavum es un hongo con amplia gama de hospedantes. Su importancia radica en
afectar a cultivos de valor econdmico especialmente a los frutos de olivo (Arzanlou et al.,
2013), yerba de mate (Lopez et al., 2020), racimos de uva (Aguin et al., 2016) y a la fresa
(Debode et al., 2011). Por lo que la evolucion este patdgeno, su distribucion geografica, el
rango de hospedantes y su interaccion con las plantas adquieren una relevancia creciente
en el contexto del cambio climatico global. Este fenémeno afecta la comunidad vegetal en
todos sus aspectos, desde el crecimiento y reproduccion hasta la resistencia y
susceptibilidad (Zhao et al., 2017; Tito et al., 2018). Ademas, el cambio climatico altera la
poblacién y el comportamiento de los microorganismos, alterando las interacciones entre
estos y sus hospedante (Cohen y Leach, 2020). Esto puede llevar a la adopcion de nuevas
estrategias de invasién mediante la modificacion del sistema de virulencia, lo que a su vez
podria comprometer la resistencia de las plantas (Cheng et al., 2019). Como consecuencia,
la interaccion planta-microorganismo puede transformarse de una asociacion mutualista a
patogénica o viceversa (Gonzalez et al., 2021). En este estudio, se reporta a Pilidium
concavum como la especie que causoé la pudricion marrédn tostado en frutos y hojas de fresa
en Montecillo, Texcoco, Estado de México. Las caracteristicas morfoldgicas y las pruebas
de patogenicidad junto con la caracterizacion molecular y una evaluacion de la literatura
demostraron que no habia diversidad genética entre los aislados en foliolos y en frutos,
aungue se requieren mayores estudios y monitorear regiones en donde se cultive la fresa.
Se asocié con mayor frecuencia lo sintomas en frutos, lo que contribuyo a las dificultades
de replicacion de sintomas en hojas. Se necesita investigacion adicional para dilucidar el
origen del nuevo patogeno y el ciclo de la enfermedad y desarrollar estrategias integradas
para el manejo de la enfermedad en viveros y postcosecha.
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