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FUENTE DE INOCULO PRIMARIO Y DISTRIBUCION REGIONAL DE LA
INTENSIDAD DE LA MARCHITEZ Y TIZON DE LA HOJA DE LA FRESA EN
EL VALLE DE ZAMORA, MICHOACAN

RESUMEN GENERAL

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es un cultivo de gran importancia en la zona
de Zamora, Mich. La marchitez por hongos asociados a raiz y corona es el
principal problema en el cultivo causando hasta un 80% de pérdidas, sumando
gue la fuente de in6culo de dichos patégenos es desconocida. Por tanto, se
plante6 definir la fuente de inoculo primario y asi como la distribucién regional de
marchitez y tizébn de la hoja causado por Neopestalotiopsis rosae. Se
muestrearon y procesaron plantas de parcelas de vivero, pre-transplante,
comerciales y muestras de suelo en el ciclo 2019-2020. En la distribucién regional
(n=50 parcelas) se determind la mortalidad, severidad en planta y hoja. Los
analisis correspondientes se realizaron con el programa R, se hizo una
interpolacion mediante Krigging ordinario y se generd el mapa interpolativo
correspondiente. Se obtuvieron aislamientos de F. oxysporum, Neopestalotiopsis
rosae, Cylindrocarpon y Alternaria principalmente, con diferencia en porcentaje
de frecuencia en las etapas muestreadas. Definiendo como fuente de inoculo
primario plantas de vivero confirmado por los andlisis filogenéticos realizados. En
suelo se encontré que existe indculo suficiente (UFC grt) de F. oxysporum para
el inicio de la enfermedad. Se identifico también a Pestalotiopsis paeoniicola, F.
graminearum, y Parastagonospora nodorum en planta y suelo. Se comprobé que
la intensidad del marchitamiento de la planta estaba principalmente asociada a
la planta (raiz desnuda/cepell6n) y a la variedad establecida. El andlisis del
semivariograma y el kriging ordinario evidenciaron que la enfermedad se
agregaba en los alrededores de los municipios de Zamora y Jacona. Estos
resultados sentardn las bases para disefiar un plan regional de manejo de
enfermedades en la zona de produccién de fresas en Michoacan, México.

Palabras claves: fresa, marchitez, tizén de la hoja, Neopestalotiopsis rosae.
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PRIMARY SOURCE OF INOCULUM AND REGIONAL
DISTRIBUTION OF THE INTENSITY OF WILT AND LEAF SPOT
ON STRAWBERRY OF THE VALLEY OF ZAMORA, MICHOACAN

ABSTRACT

The strawberry (Fragaria x ananassa Duch) is a very important crop in Zamora,
Michoacan region. The principal problem is the wilting associated by fungi in their
roots and the corona, which causes 80% of loss, considering that the source of
its pathogens is unknown. That is why the definition of the source of primary
inoculum and the regional distribution of the wilting and the leaf spot caused by
Neopestalotiopsis rosae. Nursery plots were used to make samples, pre
transplant, commercial and soil samples of the 209- 2020 cycle. In the regional
distribution (n: 50 plots) mortality, severity of the plant and leaf were determined.
The respective analysis were realized with the R program, interpolation through
ordinary krigging was done and generated an interpolate map. Isolations of F.
oxysporum, Neopestalotiopsis rosae, Cylindrocarpon and Alternaria were obtain
primarily, with a difference in the percentage of frequency in the sample stages,
defining the source of the primary inoculum the plants from the nursery, confirmed
by the crop scientific studies that were realized. In the soil enough inoculum was
found (UFC gr-1) from F. oxysporum to the start of the illness. Pestalotiopsis
paeoniicola, F. graminearum, y Parastagonospora nodorum was identified in the
plant and soil. The severity and the mortality have a positive correlation
meanwhile the intensity of the wilt is primarily associated with the production
technology. Analysis of the semivariogram and ordinary kriging showed that the
disease was aggregating around the municipalities of Zamora and Jacona. These
results will lay the foundation for designing a regional disease management plan
in the strawberry production zone in Michoacan, Mexico

Key words: strawberry, wilt, leaf spot, Neopestalotiopsis rosae
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1. INTRODUCCION GENERAL

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es una de las frutillas de mayor
consumo Yy aceptacion a nivel mundial. China es el principal productor y cuenta
con 133, 114 ha, ademas consume el 43% de la produccion mundial, Estados
Unidos se encuentra en segundo lugar con 49, 642 ha y 16% del consumo
mundial. México se posicion6 en tercer lugar en 2014, con una superficie de
produccion de 26, 565 ha, dicha produccién representa 658, 436 toneladas al afio
(SIAP 2018). EI cultivo cobra importancia en el pais por su participacion al PIB
agricola (1.14%) (SIAVI 2018). El 52.21% de la produccion se destina para
mercado externo, siendo Estados Unidos y Canada los paises de mayor
demanda (FOASTAT 2017).

En México los principales estados productores son Michoacan,
Guanajuato, Baja California y Estado de México tan solo Michoacan contribuye
con el 68.7% del volumen total de produccion nacional (SIAP-SAGARPA 2017).
Los municipios Zapotlan el Grande, Zamora, Huamantla, Ixtlan y Jacona (SIAP

2018) son los que presentan mayor produccion dentro del estado.

La mayor limitante de la produccion de fresa en estos municipios es la
enfermedad llamada ‘secadera’ o "marchitez’, causada por una asociacion de
hongos de suelo (Ceja-Torres et al. 2008), de los cuales destacan Fusarium sp.,
Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani, Phytophthora sp. (Ceja et. al. 1998),
Macrophomina phaseolina, Colletotrichum sp. (Pastrana et al. 2016) y en el 2015
se reportd Neopestalotiopsis sp. (Ayoubi y Soleimani 2016). Los sintomas pos-
infeccion se caracterizan por presentar marchitez de follaje, reduccion de altura
de la planta, secado y muerte de hojas, los tejidos vasculares y de la corteza en
la corona y raiz se vuelven oscuros, después se tornan de un color marrén
anaranjado, finalizando con la muerte de la planta la enfermedad suele ser mas
grave si la planta esta sujeta a estrés. En zonas donde se ha presentado la
enfermedad, los focos de infeccién suelen ser grandes y aparecen en areas
expandidas. El diagnéstico en campo de las enfermedades causadas por hongos

de suelo se hace dificil, debido a la superposicién de sintomas causados por los
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hongos asociados (Koike et al. 2013), por lo que la identificacion de patdgenos
causantes, y la fuente de indculo primario de dichos hongos son las estrategia

mas importantes para el manejo y control de enfermedades (Capote et al. 2012).

2. Objetivo general
Determinar la fuente de indculo primario de hongos e identificar los que se
encuentran asociados a la marchitez y pudricién de corona de la fresa en el Valle

de Zamora, Michoacan.

3. Objetivos particulares
1. Determinar la fuente de in6culo primario de hongos con énfasis en
Neopestalotiopsis rosae, causantes del tizén de hoja, pudricidon de raiz y corona
en el valle de Zamora, Michoacan.
2. Establecer la distribucion regional de del tizon de las hojas y pudricién de

corona de la fresa en el valle de Zamora, Michoacan.
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CAPITULO |
4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Origen, historia y distribucion

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es el resultado de la cruza de
Fragaria chiloensus L. nativa de chile y Fragaria virginiana Mill, llevadas a Francia
en 1712 y 1624, respectivamente. Cuando se cultivaban en huertos y jardines
europeos a manera de exhibicion, se dieron una serie de hibridaciones llegando
hasta la planta de fresa que hoy conocemos. Desde ese entonces la especie
empezO a esparcirse por todos los paises, llegando a existir mas de 100
variedades cultivables alrededor del mundo (Mufioz y Navarro 1998; Warmund
2012). Fue hasta finales del siglo XVIIl en que Fragaria x ananassa llegd a
Ameérica y en 1825 su produccion ya estaba bien establecida en Estados Unidos.
La variedad ‘Hovey’ fue una de las primeras en producirse, introducida en 1838
por Charles Hovey, desde entonces se han desarrollado nuevas variedades
buscando mejorar la calidad y el rendimiento (Warmund 2012). En México fue
introducida en los 40’s en el estado de Guanajuato, donde empez6 a cobrar
importancia y hasta 1950 cuando la demanda de Estados Unidos aumentod y la
enfermedad de marchitez arrasé con las zonas productoras de fresa en
Guanajuato, lo que propicié que el cultivo se extendiera hacia los estados de
Michoacén y Baja California (Le6n et al. 2014).

4.2 Descripcion botanica

Fragaria x ananassa pertenece a la familia de las Rosaceas, subfamilia
Rosoidea, tribu Potentilla y género Fragaria. Es una planta herbacea que mide
de 10 a 30 cm de altura, puede vivir varios afos en las condiciones adecuadas,
sin embargo, comercialmente solo se preservan hasta dos afios por la calidad del
fruto. Presenta rizomas muy ramificados, su forma de reproduccién es por medio
de estolones, aunque los frutos presentan pequeias semillas superficiales poco
utilizadas para propagacion. Tiene hojas compuestas generalmente trifoliadas, el

haz es de color verde oscuro con pilosidad y en el envés tiene un color verde
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opaco. Las flores son hermafroditas, poligamos o unisexuales, se pueden
encontrar solitarias o en racimos, corola de 5 pétalos, ya sea blancos o rosados
dependiendo de la variedad, estambres numerosos y uniseriados. El tallo es corto
y se encuentran agrupados formando una corona en la base de la planta, de
donde surgen los estolones. Las raices son fibrosas y poco profundas. El fruto
comercial, es producto del engrosamiento del receptaculo floral, sobre este se
encuentran los frutos verdaderos denominados aquenios (poli aquenio), su forma
es variable y su color varia en escalas de rojo. Por su lugar de origen se describe
qgue la fresa requiere de climas frios para su desarrollo, aunque se cultiva en
lugares con clima templado, los requerimientos de temperatura oscilan entre 10-
25 °C con un 6ptimo de 12-18 °C, siendo afectada por heladas. La humedad
relativa entre 65 a 70%, en cuanto al suelo requiere que tenga un contenido rico
en materia organica, buen drenaje y aireacion, suelos franco-arenosos con pH

entre 5.5 a 6.5, no tolera altos niveles de salinidad (Benacchio 1982).
4.3 Variedades comerciales

Alrededor del mundo se cultiva una gran cantidad de variedades de fresa
seleccionadas por su rendimiento, tamafo, color y sabor de fruto. Tiene
aceptacion a nivel mundial por sus multiples usos en el consumo en fresco y la
industria alimenticia. Se ha comprobado que la composicién quimica del fruto
depende mucho de la variedad y de las condiciones climaticas en el que se
desarrolla (Kallio et al. 2000; Faedi et al. 2002).

Las variedades son mejoradas afio con afio, en México se encuentra a
Camino real, Camarosa, Frontera, Oso grande, Sayulita, Festival, Frontera, entre
otras, como variedades de mayor produccién. En su mayoria estas variedades
son seleccionadas por su rendimiento y/o tolerancia a ciertas enfermedades en
planta y pos-cosecha como Botrytis sp., pero sobre todo la calidad del fruto,

tamafio, color, grados brix y firmeza (Kallio et al. 2000; Rosana et al. 2002).
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4.4 Cultivo comercial en México

Desde los inicios de la produccion de fresa en México, se ha realizado con
fines de exportacion usando variedades comerciales que cumplan con la calidad
requerida para el comercio internacional. Las variedades mas comerciales son
Festival, Camino Real, Frontera y Sayulita, también existen variedades a las
cuales los productores le llaman variedades de “cédigo” por pertenecer a
empresas privadas como Driscoll’s, las cuales son comercializadas por la misma
empresa. En cambio, las variedades comerciales ya mencionadas son provistas
por empresas como Planasa (Innovation in Plant Varieties) o Plant Sciences,
cuyos viveros son establecidos en los estados de Puebla, Guanajuato, Jalisco,
Chihuahua y Baja California, proporcionando la planta en cepellon y raiz
desnuda. En algunas zonas productoras de Michoacan como es el caso de
Zamora Yy alrededores, los productores establecen viveros para la multiplicacion
de plantas a partir de plantas provistas por empresas estadounidenses. La
densidad de plantacion en el Valle de Zamora Michoacan es de 60, 000 a 65,000
plantas ha' en plantaciones comerciales y en vivero es de 12,000 a 15,000
plantas ha, el sistema de produccién consta de acolchado, riego por goteo y

macro tuneles.
4.5 Importancia de la fresa en México y Michoacan

La fresa se encuentra distribuida en varios paises en nivel mundial, México
ocupa el tercer lugar como productor donde el mayor porcentaje de su produccién
es para exportacién a Canada, Estados Unidos como principal mercado, aunque
también la fresa mexicana llega a Hong Kong, Belice, Paises Bajos, Rusia,
Irlanda, Japon, Australia, entre otros. En el pais la produccién se concentra en el
estado de Jalisco, Guanajuato, Baja California y Michoacan, este ultimo
contribuye con el 68.7% del volumen total. Veracruz, Puebla, Oaxaca, Estado de
México producen en un bajo porcentaje (SIAP-SAGARPA 2018).

El estado de Baja California se caracteriza por sus altos rendimientos en

el cultivo segun cifras del SIAP 2018, la superficie sembrada en el estado es solo
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2,667 ha y tiene un rendimiento de 74.705 t hal, ademas de tener la
comercializacibn como punto a favor por la cercania con Estados Unidos. Sin
embargo, Michoacan hoy en dia es el principal productor de fresa en México,
dentro del estado se considera al Valle de Zamora como la mejor zona de
produccion, seguido de Zapotlan el Grande, Jacona, Tangancicuaro, entre otros.
En el estado se ha implementado la producciéon de plantas en viveros propios de
productores, siendo California, EUA, el proveedor de estas plantas. Sin embargo
aun existen muchos productores que dependen de las grandes empresas
proveedoras de planta como PLANASA, Plant Sciences y viveros establecidos
en Guanajuato, Puebla, Jalisco y Chihuahua para abastecer a parcelas

comerciales.
4.6 Plagas de mayor importancia en México

Los principales problemas fitosanitarias que enfrenta la produccion de
fresa son enfermedades causadas por hongos, aunque no se deja atras el dafio
causado por plagas. Entre las principales plagas se encuentran la arafiita roja
(Tetranychus urticae), gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) (Navajas et al.
2000), Duponchelia fovealis (reportado recientemente) (Efil et al. 2014), Fungus
gnat (Nam et al. 2017) y arafia ciclamina (Steneotarsonemus pallidus), este
altimo es una &caro cuarentenado para producto de exportacion a Estados
Unidos establecido en la NOM-008-FITO-1995, que regula los productos
vegetales de importacién. Ademas, establece que el certificado de exportacion
de fresa mexicana debe especificar que esta libre de mosca de la fruta y de
Anthonomus signatus y Steneotarsonemus pallidus en el requerimiento F024
publicado en marzo de 2011 (SENASICA 2018). El control de plagas en el cultivo,
se basa principalmente en el uso de productos quimicos, aunque el manejo
integrado de plagas debe ser tomado como punto principal. Ejemplos del control
integrado son el uso de Neoseiulus californicus en plantaciones comerciales, uno
de los depredadores principales de la arafiita roja (Yuan y Osakabe 2019), la
aplicacion de Metarhizium sp., en edades tempranas y antes de la aparicion de

la arafia ayuda al control de la poblacién, que ademas estimula el crecimiento de
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la planta (Canassa et al. 2019). En algunos cultivos se ha comprobado que la
aplicacion de vermicompostas disminuye las poblaciones de Tetranychus urticae,
afidos (Myzus persicae) y cochinilla harinosa (Pseudococcus sp.) (Arancon et al.
2007). Como dultima opcién debe considerarse aplicaciones de acaricidas
autorizados como etoxazol, clorfenapir, abamectina, entre otros (Castro et al.
2016; Wang et al. 2018) enlistados en ANEBERRIES A.C.

4.7 Enfermedades de mayor importancia en Fresa
4.7.1 Enfermedades causadas por bacterias y fitoplasmas

Respecto a las enfermedades causadas por bacterias, se encuentra la
mancha angular causada por Xanthomonas fragariae, fue reportada por primera
vez en 1960 en Estados Unidos, causa el 10% de pérdidas, y se encuentra
cuarentenada para material de propagacion en varios paises. Los sintomas son
manchas que aparecen de color rojo en el haz, con el tiempo las manchas crecen
en forma de V y se forma un halo clorético alrededor de la misma (Janse et al.
2014). El unico manejo posible en las enfermedades causadas por bacterias, es
la prevencion. Debido a la falta de control, el material vegetal a establecer debe
estar libre del patégeno. Asimismo, las enfermedades causadas por fitoplasmas
son cada vez mas frecuentes, en 1998 se reportd en California dos fitoplasmas
causando la reduccion de porte de la planta y produccion de hojas pequefias
(Jomantiene et al. 1998). Alrededor del mundo se han reportado el amarillamiento
letal de la fresa (SYL) enfermedad de la hoja roja (StrawRL) y el pétalo verde
(SbGP), esta ultima se reporté por primera vez en Canada asociada con
fitoplasmas del grupo del Amarillamiento del Aster (‘Candidatus Phytoplasma’
asteris’ 16Srl) (Pérez y Dumonceaux 2016). En México se ha reportado el
fitoplasma Mexican periwinkle virescence phytoplasma (=Candidatus
Phytoplasma hispanicum) causando virescencia y filodia del subgrupo 16SrXIil-
(A/1) (Avendaio-Benequen et al. 2017). Los fitoplasmas por la ausencia de pared
celular y su presencia en el floema de la planta, son transmitidos por insectos
chupadores que se alimentan de la savia, observandose los sintomas en flores y
frutos verdes (Pérez y Dumonceaux 2016; Pérez et al. 2017, Melo et al. 2018)
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por lo tanto, aunque no hay un estudio profundo de cuéales son los insectos
vectores de dichos fitoplasmas, es necesario evitar dafios por fitoplasma
realizando un control de posibles vectores tales como trips, chinches y algunos
hemipteros (Melo et al. 2018).

4.7.2 Enfermedades causadas por virus

Dentro de los virus reportados afectando el cultivo de fresa, se encuentra
el Virus del choque necrético de la fresa (SNSV), Virus latente de Fragaria
chiloensis (FCILV), Virus asociado a la palidosis de la fresa (SPaV), Virus criptico
de Fragaria chiloensis (FCICV), Virus moteado de la fresa [SMoV, Virus del
arrugamiento de la fresa (SCV)] y el Virus del amarillamiento marginal tenue de
la fresa (SMYEV), reportdndose como infecciones simples o mixtas, estos virus
son transmitidos principalmente por afidos. En México se ha reportado la
presencia de Virus moteado de la fresa (SMoV), Virus de las arrugas de la fresa
(SCV) y Virus latente de la mancha anular de fresa (SLRSV) en Guanajuato
(Contreras et al. 2014; Silva-Rosales et al. 2013), como medida de prevencion,
México establece por medio de SENASICA en la NOM-008-1995 la limitacién de
la entrada de material vegetal para propagacion o establecimiento, de material

vegetal libre de virus no presentes en el pais.

4.7.3 Enfermedades causadas por nematodos

Los nematodos se encuentran presentes en todos los suelos, ya que son
parte de la cadena de la descomposicién de materia organica y el ciclo de los
nutrientes (Li et al. 2016). Algunos se comportan como parasitarios afectando el
crecimiento de la planta o las condiciones de suelo (Seigies y Pritts 2006; Li et al.
2016). Los nematodos de mayor importancia en el cultivo de fresa son
Meloidogyne hapla y M. incognita nematodos de suelo y Aphelenchoides sp.,
nematodo de hoja que se encuentra en la parte aérea provocando amarillamiento
0 enchinamiento de hojas y enanismo de la planta (Qiu et al. 1993; Lamondia
1999; Oliveira et al. 2019). Meloidogyne ataca las raices de la fresa favoreciendo

el ingreso de hongos de suelo, provoca agallas dificultando el paso de los
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nutrientes, de esta manera causa dafos indirectos a flores y hojas (Lamondia
2002). Para la prevencion al ataque de nematodos es necesario llevar a cabo la
desinfeccién de suelo con solarizacion, incorporacion de residuos de cosecha de
trigo y rotacion de cultivos (Piedrabuena et al. 2006; Seigies y Pritts 2006) de esta
manera se disminuye el nivel de poblacién de los mismos, ademas de evitar el

exceso de agua en la parcela.

4.7.4 Enfermedades causadas por hongos

Entre las enfermedades mas frecuentes causadas por hongos se
encuentra el moho gris cuyo agente causal es Botrytis cinerea, afecta
principalmente el fruto, disminuyendo rendimiento y calidad, aunque también
afecta las flores y hojas. Se ve favorecido por condiciones de humedad, los
sintomas mas graves aparecen cuando el fruto empieza su maduracién. Es
necesario que se tomen acciones preventivas para evitar el ataque del hongo, se
ha comprobado que aplicaciones preventivas de Bacillus subtillis, Trichoderma
harzianum y el manejo de riego disminuye considerablemente el ataque de B.
cinerea (Hang et al. 2005; Shafir et al. 2006; Terry et al. 2007) haciendo una
aplicacion de fungicida antes de corte para su proteccion en almacén, ademas

del manejo de la cadena de frio.

La enfermedad conocida como Mildiu polvoriento es causada por
Sphaerotheca macularis, el ataque de este hongo se observa como un polvo
blanquecino en el envés de las hojas. Si las flores llegan a infectarse se producen
frutos deformes y si la incidencia es muy fuerte, las flores llegan a morir, si no se
controla a tiempo las esporas pueden llegar a infectar también los frutos
disminuyendo su calidad. También puede afectar estolones y peciolos. Los
periodos cortos de humedad y temperaturas altas (25 °C) propician la incidencia
del hongo y su expansion favorecido por el viento (Xiao et al. 2001; Miller et al.
2003; Blanco et al. 2004; Sargent et al. 2019). Para el control de la enfermedad

se recomienda la selecciéon de variedades resistentes, manejo de humedad y
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temperaturas dentro de macro tuneles, ademas del uso de fungicidas en el

momento que este sea detectado (Blanco et al. 2004; David y Honne 2005).

Antracnosis es la enfermedad causada por Colletotrichum gloesporoides
s.l. y C. acutatum s.l.,, son hongos que atacan frutos, hojas, tallos, peciolo y
corona. Se ve favorecido por temperaturas y humedad alta, asi como cantidades
excesivas de nitrégeno en el suelo. Cuando existe una temperatura de 26 °C y
humedad constante, forma estructuras de sobrevivencia quedandose en los
residuos de cosecha (Leandro et al. 2003; Karimi et al. 2019). Los sintomas
tipicos en frutos y hojas son manchas cafés con circulos concéntricos, en los
tallos y peciolos se presentan manchas oscuras circulares profundas, cuando los
sintomas se observan en la corona inicia con un marchitamiento general de la
planta hasta un colapso del follaje. Este hongo es parte del complejo causante
de la marchitez o secamiento de la planta (Leandro et al. 2001; Jacobs et al.
2019). Los residuos de cosecha y plantas hospedantes sirven como fuente de
in6culo en nuevas plantaciones, incluso las plantas de vivero pueden estar
infectadas sin presentar sintomas. Las pérdidas estimadas en vivero son de
hasta 50% y en parcelas comerciales de hasta el 80% en rendimiento, por lo que
la prevencion es el manejo mas importante de la enfermedad junto con la
desinfeccion de suelo con solarizacion, eliminacion de residuos de cosecha y
tratamiento de plantas pre-trasplante sumegiéndolas en una soluciéon con
fungicidas como azoxistrobin y/o piraclostrobin. De manera curativa se ha
comprobado la efectividad de ciprodinil + fludioxinil, azoxystrobin y/o

piraclostrobin (MacKenzie et al. 2009).
4.8 Pudriciones de raizy corona en fresa

La pudricion de raiz y corona es la enfermedad mas importante en el
cultivo, se distribuye en todo el mundo en plantaciones de vivero como
comerciales, su importancia radica a que causa pérdidas de hasta el 80%,
reduciendo el nimero de plantas y por consecuencia el rendimiento de fruta.
Hasta hace algunos afios, los hongos de suelo estaban bien controlados gracias
al uso de Bromuro de metilo, pero en 1987 México firmé el protocolo de Montreal,
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donde se limita el uso de fumigantes que dafian la capa de ozono, como
consecuencia se limitd su uso en la agricultura y otras actividades humanas
(SEMARNAT 2019). La infeccion por hongos de suelo se facilita cuando existe el
ataque de nematodos o larvas que se alimentan de la raiz o la corona de la planta
(Lamindia 2002; Nam et al. 2017), dafios mecanicos por manejo o el estrés que

presenta la planta por falta de agua o la adaptacion a la parcela.

Por la complejidad de sintomas presentados en follaje, corona y raiz es
dificil un diagndéstico visual en campo basado solo en sintomas, se ha reportado
varios agentes causales donde se encuentra Fusarium sp., Phytophthora
cactorum, Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani (Moralejo et al. 2008, Zveibil et
al. 2012) Macrophomina phaseolina, Colletotrichum sp. (Koike et al. 2013;
Pastrana et al. 2017) en 2015 se reportd Neopestalotiopsis sp. en Iran (Ayoubiy
Soleimani 2016), Uruguay (Machin et al. 2019), Espafia (Chamorro et al. 2016),
China (Zhao et al. 2016), Italia (Gilardi et al. 2019) y Argentina (Obregodn et al.
2018).

4.8.1 Hongos causantes de marchitez en fresa
Fusarium sp.

Pertenece al orden Hypocreales, familia Nectriaceae y género Fusarium.
Es el hongo mas frecuente en la region productora de fresa en México y todo el
mundo. Se reportd a Fusarium oxysporum f. sp. fragariae en Australia en 1962
por primera vez y en México fue reportado como parte de un complejo viral de al
menos 5 virus que se encontraban afectando plantaciones en Irapuato,
Guanajuato en el ciclo 2010-2011 (Davalos et al. 2014). Abunda en los suelos
agricolas encontrdndose varias especies patogénicas, los sintomas tipicos
presentados por ataque de Fusarium aparecen desde etapas tempranas del
cultivo cuando la planta sufre algun tipo de estrés fisiologico, sea por adaptacion
o0 produccion de fruto, también las condiciones ambientales influyen en la
aparicion de sintomas. Cuando afecta las raices aparecen descoloridas o de

color marrén oscuro, la corona se torna de marrdén oscuro a marron anaranjado
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y con el transcurso del tiempo ocurre el decline total de la planta (Koike et al.
2013; Mariscal et al. 2017) los sintomas en el follaje se observan como retraso
del crecimiento, marchitamiento, reduccion del nimero de frutos (Koike et al.
2013; Pastrana et al. 2019). Fusarium se caracteriza por colonizar los haces
vasculares de la planta impidiendo el paso de agua y nutrientes (Paynter et al.
2014), en medio PDA produce colonias rosa purpura que tornan violeta, micro
conidios ovoides y hialinos producidos en fialides cortas, macro conidios
ligeramente curvados con 3 a 5 septos, 21 a 43 um de longitud y 3 a 5 um de
ancho y clamidosporas terminales o intercalares (Leslie y Summerell 2006; Ceja-
Torres et al. 2008). Puede sobrevivir en el suelo por largos periodos de tiempo
formando estructuras llamadas clamidosporas y de manera saprdfita en otras
plantas. Las clamidosporas pueden ser solitarias 0 en cadena, terminales o
intercaladas, tienen de 3 a 7 células, con paredes rugosas o verrugosas, cuando
la planta es establecida en la parcela, estas estructuras geminan favoreciéndose

de las condiciones ambientales (Leslie y Summerrel 2006; Paynter et al. 2014).
Phytophthora cactorum

Pertenece al orden Peronosporales, Familia Peronosporaceae y género
Phytophthora, es un straminipilous y el mas importante dentro del complejo
causante de la marchitez de fresa, por si solo llega a causar grandes pérdidas
econOmicas (hasta 40%), estd ampliamente distribuido en el mundo causando
dafios en raices y corona, debido a que su medio de sobrevivencia es el suelo y
residuos de cosecha (Li et al. 2013; Armitage et al. 2018). Fue reportado por
primera vez en 1982 en Australia, este oomycete se reproduce y transporta por
agua y es transmitido en suelos inundados, sobrevive durante el invierno como
oospora, en el interior de tejidos infectados, cuando el suelo esta saturado de
agua, las oosporas germinan y producen esporangios, en cuyo interior se
producen zoosporas, estas se liberan al agua y viajan o son salpicadas a las
hojas y frutos. Requiere de agua libre para causar infeccion, después cierto
tiempo se producen esporangios sobre la superficie del fruto infectado. Las

temperaturas mas favorables oscilan entre 22°C a 24 °C (Hantula et al. 2000).
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Causa pudricion en la corona y marchitez de las plantas (Ellis 1998). Los
sintomas de corona aparecen en la parte superior, adquiriendo una apariencia
acuosa y coloracién marrén claro, que después se vuelve café intenso. El sistema
radical no se ve afectado hasta que la parte aérea de la planta a muerto
(Seemdller 1998). Pastrana y colaboradores (2017) encontraron que P. cactorum
se encontraba en suelo de viveros fumigados en un 20% y en parcelas de
produccion de fruta antes de trasplantes en un 17% y en estolones de vivero en
un 15%, aunque la incidencia encontrada es baja, nos da un indicio que la fuente
de indculo de este hongo puede ser desde plantas de vivero, si el tratamiento al
suelo no es eficaz el in6culo puede sobrevivir en bajos porcentajes y aumentar
después que la planta ha sido infectada, debido a la capacidad reproductiva de
P. cactorum, puede iniciar una infestacién en plantas con una densidad baja de

in6culo. (Kluepfel y Browne 2004)
Macrophomina phaseolina

Pertenece a la orden Botryosphaeriales, familia Botryosphaeriaceae,
Macrophomina tiene un amplio rango de hospedantes, hasta 500 especies y 100
familias. Se encuentra distribuido en todo el mundo, puede sobrevivir por un largo
periodo en el suelo, ademas es muy competitivo (Saleh et al. 2010; Alghuthaymi
et al. 2016). Este hongo estd asociado a la pudricion de raiz, en fresa fue
reportado en 1986 en Canada, en adelante se ha reportado en Australia (Shivas
1989), Israel (Zveibil y Freeman 2005), Espafia (Avilés et al. 2007), California
(Baird et al. 2010), Argentina (Baino et al. 2011), Chile (Sanchez et al. 2013),
Italia (Gerin et al. 2018), Pakistan (Qamar et al. 2019). Se ha encontrado presente
en suelo y planta de parcelas comerciales (Pastrana et al. 2017). Segun
Burkhardt (2019) con el tiempo M. phaseolina ha hecho cambios en su estructura
asociados a un genotipo y de esta manera tener una especificidad en ataque a
fresa. Los sintomas observados al ataque de M. phaseolina consisten en
marchitamiento, secado y muerte de hojas viejas, y eventualmente muerte de la
planta. Los sintomas en corona se observan de un color marrén oscuro o marrén

anaranjado y las raices se tornan de color café o negro totalmente (Avilés et al.
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2007; Koike 2008). La incidencia de la enfermedad causada por este hongo
puede ir de 10 hasta un 75%. Las condiciones que propician el ataque es el
estrés, el déficit hidrico del suelo, suelos ligeros o por estrés asociado a la
produccion de frutos, temperaturas altas, sobre todo cuando superan los 28 a 35
°C en el suelo (Fang et al. 2011; Burkhardt et al. 2019). En medio PDA después
de 5 a 7 dias de incubacion a 25 °C, produce micelio de color negro, con
abundantes esclerocios que van de 67 a 100 um de largo y 44 a 133 um de
ancho. En el suelo sobrevive hasta por 15 aflos por medio de estructuras
llamados esclerocios, cada uno contiene entre 50 a 200 células, también puede
sobrevivir como hongo sapréfito (Rhizoctonia bataticola) (Kaur et al. 2012). Se

comporta como oportunista una vez que se establece el cultivo de fresa.
Neopestalotiopsis sp.

Pertenece al orden Amphisphaeriales, familia Amphisphaeriaceae y al
género Neopestalotiopsis. Estudios moleculares han revelado que
Neopestalotiopsis es un género monofilético es decir que todas las especie se
derivan de un ancestro en comun (Jeewon et al. 2004). Este hongo forma cuerpos
fructiferos asexuales conocidos como conidiomata o picnidial en forma
subglobosa, globosa, clavada solitaria 0 agregada, el color que presentan estos
cuerpos van de un color marron oscuro a negro encontrandose en una masa
viscosa unilocular o irregularmente pluricular. Los conidios son marrdn oscuro a
negro concentrados en una masa viscosa y globosa, son fusoide, elipsoide a
subcilindrica, recta o ligeramente curvada. Tiene 4 septos donde la célula basal
es conica a subcilindrica, la base puede estar truncada, hialina o de un marrén
palido a olivacea, delgado y rugoso. Las tres células medias son doliformes de
pared rugosa a verruculosa, versicolor, con una septa mas oscura que el resto.
La célula apical del conidio es hialina, puede ser conica a cilindrica, con paredes
finas y lisas, tiene apéndices apicales tubulares pudiendo ser uno o mas,
atenuados o filiformes, flexibles, ramificados o no. El apéndice basal del conidio
es unico, en forma tubular no ramificado y céntrico (Maharachchikumbura et al.

2014, Dung et al. 2016). Las caracteristicas morfolégicas son muy usadas para
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la identificacion de la especie, sobre todo, el tamafio del conidio, longitud y
anchura, ya que son estables en diferentes medios, definiendo de esta manera
el género, sin embargo, la coloracién de los conidios de Neopestalotiopsis
pueden variar segun las condiciones ambientales (Hu et al. 2007), con base a lo
anterior se ha agrupado en tres clados, el primero son aquellos que tienen células
medianas de color marrén claro u olivaceo, el segundo, con células medianas
versicolores y el tercero, con células medianas de color marrén oscuro (Liu et al.
2010; Maharachchikumbura et al. 2014).

El ciclo de vida no es bien conocido, ya que su etapa sexual
(Pestalosphaeria sp.) no se desarrolla con frecuencia, es por eso que se cree que
los conidios juegan un papel muy importante como fuente de inéculo, formando
estructuras conocidos como acérvulos, los cuales contiene conidios, mismos que
al tener contacto con la planta emiten su apresorio e inicia la colonizacién del
tejido vegetal. Se han aislado géneros de Neopestalotiopsis en agua
contaminada, madera, tejido e incluso algunas de ambientes extremos
(Maharachchikumbura et al. 2014; Xu et al. 2014) Existe una gran gama de
especies de este hongo algunas no patogénicas y otras que viven como
saprofitas, se ha encontrado presentes a Neopestalotiopsis clavispora en algas
marinas que segun el autor estas esporas son arrastradas desde la zona terrestre
a los arrecifes sin causar dafo a las esponjas (Paulino et al. 2019). Se cree que
algunas especies endofitas de Neopestalotiopsis pueden habitar de manera
asintomatica latente en la planta, y cuando la planta es sometida a estrés se
observan los primeros sintomas debido a la susceptibilidad de la planta y la
virulencia del patogeno (Gehelot et al. 2008; Maharachchikumbura et al. 2012).
Para que Neopestalotiopsis pueda causar infeccion necesita hacer contacto
directo con el érgano de la planta pudiendo infectar la raiz, corona o la hoja,
siendo las condiciones éptimas para el desarrollo de la enfermedad temperaturas
gue oscilan entre 20 y 25 °C y un 95 a 100% de humedad relativa (Dung et al.
2016),
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Se ha reportado la presencia de especies patogénicas en plantaciones de
fresa, N. clavispora en China, Italia, Uruguay, Argentina y Korea (Lu et al. 2015;
Obregoén et al. 2018; Gilardi et al. 2019; Machin et al. 2019; Park et al. 2019), N.
iranensis y N. mesopotamica en Iran (Ayoubi y Soleimani 2016); Pestalotia
longisetula en Estados Unidos, India y Egipto (Embaby et al. 2007; Ayuobi y
Soleimani 2016) y en México se reportd el género Pestalotiopsis sp. causando
dafios en las hojas de fresa en parcelas establecidos en el estado de Puebla
(Morales et al. 2019) y N. rosae causando dafios en la corona, raiz y hoja en el
estado de Michoacan (Rebollar-Alviter et al. 2020).

Los sintomas descritos por diversos autores son principalmente en las
hojas, el sintoma tipico es la mancha de la hoja, consiste en manchas de color
negro con contorno amarillento, estas manchas también se pueden observar en
los sépalos, estolones y frutos, el dafio en la corona y raiz, se observa como
manchas de color marrén anaranjado o necrético-marron, en el fruto se pueden
observar manchas necréticas causando pudricién. Cuando la planta presenta un
grado de severidad alto se observan hojas y flores totalmente necrosadas, las
raices son escasas Yy necragticas, y finalmente el colapso total de la planta (Dung
et al. 2016; Hemelrijck et al. 2017; Mahapatra et al. 2018; Ayoubi y Soleiman
2018; Rebollar-Alviter et al. 2020).

4.9 Control de marchitez de fresa

Con la salida de Bromuro de metilo del mercado se ha implementado
nuevas técnicas de control de hongos de suelo causantes de la marchitez, entre
las cuales se encuentra, principalmente la solarizacion y bio-solarizacion como
actividad preventiva. Ademas la aplicacion de hongos benéficos como
Trichoderma sp. y Bacillus sp. (Nam et al. 2009; Hutton et al. 2013). La
implementacion de buenas practicas agricolas tales como eliminacion de
residuos de cosecha, surcos altos, cubierta vegetativa entre surcos para evitar
salpique, establecimiento de planta libre de patdgenos y rotacion de cultivos,
cada una de las practicas anteriores son esenciales para la prevencion de
enfermedades. El uso de acolchados, macro tlneles, manejo de la nutricion y
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riego, ayuda a que la planta tenga las condiciones de adaptacion en el momento
de trasplante, disminuyendo el estrés pos-trasplante, ya que algunos hongos
como Fusarium, Macrophomina y Neopestalotiopsis suelen infectar cuando la
planta es sometida a estrés. En el caso de Phytophthora se ven favorecido por el
exceso de humedad. De manera curativa se ha probado que las aplicaciones de
procloraz, ciprodinil + fludioxinil y tiabendazol, han sido efectivas al momento en
gue se observan los primeros sintomas (Ceja-Torres et al. 2008; Koike y Gordon
2015; Rebollar-Alviter et al. 2020).
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CAPITULO Il: FUENTE DE INOCULO PRIMARIO Y
DISTRIBUCION REGIONAL DE LA INTENSIDAD DE LA
MARCHITEZ Y TI1ZON DE LA HOJA DE LA FRESA EN EL VALLE
DE ZAMORA, MICHOACAN

6. INTRODUCCION

México es el tercer productor de fresa (Fragaria x ananassa Duch) a nivel
mundial, siendo reconocida como mejor zona de produccion el Valle de Zamora
en el estado de Michoacan, seguido de estados como Baja California y
Guanajuato que en conjunto contribuyen con un 52.21% de la produccion
nacional (SIAP 2019). Mientras tanto Michoacan destina el 68.7% de su

produccion a la exportacion hacia Estados Unidos y Canada (FOASTAT 2017).

En afos recientes, se ha implementado el establecimiento de viveros
locales para produccién de planta usados para abastecimiento de plantas a
parcelas comerciales. Dichos viveros, tienen una extensiéon minima de 0.5 ha y
maximo de 4 ha, dependiendo del enfoque que tenga cada productor. Las plantas
establecidas en viveros, son provistas por viveros de California, E.U.A., de esta
manera se obtienen las plantas a establecer.

Las enfermedades causadas por hongos, especificamente marchitez o
secadera, se han observado causando dafios en viveros hasta parcelas
comerciales, donde, la fuente de in6culo méas las condiciones ambientales,
influyen en la presencia de las enfermedades. Por lo tanto la definicion de la
fuente de in6culo, es una estrategia principal para la prevencion de
enfermedades en cualquier etapa del cultivo. Los sintomas observados al ataque
de dichos hongos son marchitez de follaje reduccién de altura de planta, secado
y muerte de hojas, los tejidos vasculares y la corteza de la corona se tornan color
oscuro, las raices son oscuras. De los hongos reportados causando esta
enfermedad son Fusarium oxysporum, Phytophthora cactorum, Macrophomina
phaseolina, Neopestalotiopsis sp. (Ceja-Torres et al. 2008; Pastrana et al. 2014,

Ayoubi y Soleimani 2015). Estos hongos pueden afectar de manera individual a
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la raiz o corona de la fresa provocando pudriciones y por consecuencia pérdida

de planta en parcela de vivero o comercial.

Recientemente, Rebollar-Alviter et al. (2020), report6 por primera vez a N.
rosae como agente causal del tizén de las hojas, pudricion de raiz y corona en
fresa en la zona de produccion del Valle de Zamora, Michoacan, por esta razén
se establecieron como objetivos a) Determinar la fuente de inéculo primario de
hongos con énfasis en Neopestalotiopsis rosae causantes del tizén de hoja,
pudricion de raiz y corona en el valle de Zamora, Michoacan y b) determinar la
distribucion regional del tizén de la hoja y pudricion de corona de la fresa en el
valle de Zamora, Michoacan, nuestra hipotesis fue que algunos hongos y
oomycetes, y en especial N. rosae proviene principalmente de plantas de viveros
que a su vez se establecen a partir de planta madre proveniente de otros paises.

1. MATERIALES Y METODOS

7.1 Zona de estudio

El presente trabajo se llevo a cabo en los ciclos de produccién 2019-2020
en la zona productora de fresa del Valle de Zamora, Michoacéan, incluyendo los
municipios de Zamora de Hidalgo, Tangancicuaro de Arista, Jacona y Chilchota.
Asimismo, el muestreo de material vegetal sintomético se extendid a los
municipios vecinos de Ixtlan de los Hervores y Angamacutiro, en los cuales, en
general los viveros y los cultivos de fresa se desarrollan con nivel tecnoldgico de
medio a bajo. A fin de localizar las posibles fuentes de in6culo, este estudio se
dividio y se enfoco al muestreo de plantas sintométicas en viveros de fresa de
diferentes variedades. En una segunda parte se muestrearon plantas derivadas
de estos viveros previo al establecimiento de 17 parcelas comerciales, y
finalmente se realiz6 un muestreo regional en 50 parcelas comerciales a fin de
determinar la distribucion y posible area de concentracion de la enfermedad
donde se siembran las variedades Camino Real, Sayulita, Festival, Frontera,

Albién y Osceolas, el procesamiento de las muestras e identificacion morfolégica
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de hongos de corona y raiz causantes de la marchitez se realizaron en el
laboratorio del Centro Regional Centro Occidente de la Universidad Autbnoma

Chapingo, ubicado en Morelia, Michoacan.

7.2 Muestreo de Viveros de fresa

Con base en la informaciéon regional de los 50 viveros establecidos y
distribuidos en los municipios citados se seleccionaron 34 de ellos (68%), se
defini6 un tamafio de muestra de manera proporcional como se indica en el
cuadro 1. En general la superficie de los viveros varié de 200 m? a 1 ha y solo un
caso, supero las 4 ha. El muestreo inicié en la segunda semana de junio de 2019.
En cada parcela seleccionada, se tomaron 3 plantas con sintomas de marchitez,
achaparramiento o colapso (Fig. 1) en cada uno de los 5 puntos que se
seleccionaron por parcela bajo un esquema de zig-zag. De cada punto de
muestreo se tomO una submuestra de suelo para integrar una muestra
compuesta por parcela, la cual se us6 posteriormente para la estimacion de la
densidad de inéculo. En esta primera parte, de los 34 viveros muestreados en el
laboratorio se procesaron 469 plantas con los procedimientos que se indican a

continuacion.

Figura 1. Sintomas de marchitez en plantas de fresa observados en campo a) planta con
marchitez avanzada, b) planta marchitez inicial, c) y d) Planta con hojas externas secas.
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Cuadro 1 Superficie de viveros en hectareas (ha) muestreados por municipio

Municipio Viveros Superficie Variedades

muestreados —_5=" 057 51

Angamacutiro 12 3 8 1 Camino real, San
Andreas, Festival,
Frontera, Petaluma

Ixtlan 11 5 5 1 Camino real, Albion,

Sayulita, Cabrillo

Tangancicuaro 2 1 1 Cabrillo, Petaluma,
Albion
Zamora 8 2 5 1 Camino real. Albion,

Fortuna, San Andreas,
Cabirillo
Chilchota 1 1 Camino real, Cabirillo,

Sayulita, Albion

7.3 Muestreo de plantas de fresa en pre-trasplante

Con base en los resultados obtenidos y la identificacion a nivel género de
los hongos y oomycetes aislados de los muestreos de viveros, se seleccionaron
17 de ellos en los cuales se habian encontrado prioritariamente los siguientes
géneros: Neopestalotiopsis, Macrophomina y Fusarium; ademas de oomycetos.
En las parcelas comerciales previo a la plantacién se realizd6 un segundo
muestreo de plantas sintomaticas, provenientes de los viveros en los que se
habia detectado el problema fitosanitario, De este muestreo se procesaron 174
plantas en el laboratorio.
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7.4 Muestreo de plantas en parcelas comerciales

En la primera semana de noviembre, se realiz6 el muestreo de plantas en
parcelas comerciales establecidas. Se tomaron muestras de plantas con los
sintomas indicados previamente en las mismas parcelas muestreadas en pre-
trasplante relacionadas con los viveros seleccionados. El esquema de muestreo
fue similar al mencionado anteriormente, pero ademas de obtener muestras de
plantas enfermas, también se determind la incidencia, severidad y mortalidad en
cada punto de muestreo, a partir del cual se obtuvo la incidencia media por
parcela. Adicionalmente, se estimo la severidad en hojas con base en la escala
citada por Abd-El-Kareem et al. (2019), adaptada para el tizon de la hoja causado
por N. rosae. Informacion adicional colectada de estas parcelas se indica en el
cuadro 9 del anexo 3. El procesamiento de las muestras y la identificacion

morfolégica y molecular se realizé como se indica a continuacion.

7.5 Procesamiento de material vegetal

Las muestras provenientes de los diferentes sitios y condiciones se
procesaron en el laboratorio de fitopatologia del Centro Regional Centro
Occidente (CRUCO) de la Universidad Autbnoma Chapingo ubicado en Morelia,
Michoacan. Se lavaron las raices con agua de la llave para retirar el exceso de
suelo, después se cortd la parte aérea dejando solo la corona y raices.
Posteriormente en condiciones asépticas en la campana de flujo laminar, con un
escalpelo se abrieron las coronas de las plantas para observar los dafios y
caracterizar el tipo se sintoma interno, se retir6 la capa superior de la corona con
bisturi estéril y se tomaron porciones de tejido de aprox. 0.3 a 0.5 cm de la zona
de dafo, principalmente de la zona de avance del sintoma incluyendo tejido
enfermo y sano. Las secciones se colocaron en cajas Petri con medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) con la ayuda de una aguja de diseccion estéril. De las
mismas plantas, se obtuvieron secciones de raices (0.5 cm) de la zona de avance
de sintomas de necrosamiento. Se sumergieron en una solucion de hipoclorito

de sodio al 2% por 1 minuto y posteriormente se lavaron 3 veces con agua
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destilada estéril (ADE) y se dejaron secar sobre sanitas estériles en la campana
de flujo laminar. Las secciones de raiz se colocaron en cajas Petri con medio
PDA. Estas se incubaron por 5 dias y posteriormente se purificaron en medio
PDA para posteriormente realizar la identificacion morfolégica y en su caso

obtener cultivos monoconidiales para su identificacion molecular.

7.6 Densidad de in6culo en suelo

En los viveros muestreados en la primera etapa, se realiz6 un muestreo
de suelo como se indic6 previamente en la tercera semana de junio, asi mismo
previo al trasplante se tomaron muestras a 15 cm de profundidad de las parcelas
comerciales previamente preparadas para el trasplante de las plantas de vivero,
estas muestras se tomaron del lomo de los surcos. En este caso el muestreo se
realiz6 en la tercera semana de agosto. Las submuestras se tomaron en 5 puntos

en total y a partir de estas se obtuvo una muestra compuesta.

En el laboratorio, las muestras de suelo se secaron a temperatura
ambiente, después de haberse triturado con un mortero, se homogeneizaron y
se tamizaron con un tamiz con nimero de malla 40, 0.46 mm y un area de
abertura del 36% de malla cielo. La cuantificacion de unidades formadoras de
colonias por gramo de suelo (UFC g1) de Fusarium, se llevé a cabo por el método
convencional de diluciones seriadas, tomando un gramo de suelo tamizado de la
muestra compuesta el que se coloco en un tubo de prueba con 9 ml de ADE, se
hicieron tres diluciones (103). De cada una de las diluciones se colocé un ml
sobre el medio Komada (1 g Na2B4sO710H201, 1g Kz2HPO41, 0.5 g KCI, 0.5 g.
MgSOs4 7H20, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 20g D-Galactosa, 2g L-Asparagine, 15 g
Agar, parte 2: 1 g PCNB, 0.5 g. Oxgall, 0.3 g Sulfato de estreptomicinaen 1 L de
ADE) selectivo para Fusarium, se distribuyo sobre el medio con una espatula de
Drigalsky, las cajas Petri se incubaron a temperatura ambiente, después de 10

dias se contabilizaron las colonias crecidas sobre el medio.
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Para la cuantificacion de colonias de oomycetes se hicieron las diluciones
seriadas, colocandolas en medio PARPH (50 ml Jugo V8, 15 g Bacto Agar, 950
ml Agua destilada, 5 mg pimaricina, 250 mg ampicilina, 10 mg rifampicina, 50 mg
himexazol y 50 mg PCNB) selectivo para oomycetes (Ferguson y Jeffers 1999).

7.7 Caracterizacion morfologica e identificacién filogenética

Después de purificar los aislamientos, se realizd la caracterizacion
morfologia a nivel de género con base en las claves de Barnett y Hunter (2009)
y Leslie y Sumerell (2006) para el caso de Fusarium. Adicionalmente con base
en la frecuencia de aislamiento de cada género en cada condicién estudiada
(vivero, pre-trasplante y comercial), se seleccionaron los aislamientos que se
obtuvieron en cultivos monoconidiales para continuar con los estudios
moleculares. En el caso del género Macrophomia y de los oomycetes se

obtuvieron aislamientos a partir de punta de hifa.

Para la identificacion filogenética, los cultivos monoconidiales de 4 dias de
crecidos se transfirieron a medio V8 (300 ml de Jugo V8, 1 gr de CaCOsy 20 g
de agar). La extraccion de DNA se realizé con el método CTAB 2% (Doy le y
Doyle 1990) con ligeras modificaciones (Rivera-Jiménez et al., 2018). Una vez
gue se obtuvo la pastilla de ADN se hidraté con 50 pl de agua HPLC, se cuantifico
y midi6 la calidad (A280/260 y A230/260) del ADN por espectrofotometria en un
nanodrop 2000 Termo Scientific. Se realizaron diluciones a 20 ng de ADN en un

volumen final de 50 pl.

Para la amplificacion de la secuencia parcial del gen rpb2 se utilizaron los
iniciadores 52 (5-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3) vy 7cr (5-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’) que amplifica un fragmento de 900 pares de
bases (pb) (O"'Donnell et al. 2013). La mezcla de reaccion de PCR se preparé en

un volumen final de 15 pL que contenia agua HPLC; 1x buffer, 0.2 uM de dNTPs,
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10 pmol de cada iniciador, 0.9 U Go Tag DNA Polimerasa (Promega, USA) y 60
ng de DNA. Las condiciones de amplificacion consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 90 s, seguidos por 35 ciclos a 94 °C por 45
S; 56 °C por 45 sy 72 °C por 90 s y un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min.

Para la amplificacion de la secuencia parcial del gen tef se usaron los
iniciadores Efl (ATGGGTAAGGARGACAACAC) y Ef2
(GGARGTACCAGTSATCAT) que amplifica una banda de aproximadamente 700
pb (O"Donnell y Cigelnik 1997), las condiciones de amplificacion consistieron en
una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C

305,59 °C 45 s, 72 °C 1 min y una extension final a 72 °C por 7 min.

Para la amplificacion de la secuencia parcial del gen B-tubulina se
utilizaron los iniciadores Bt2b (5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’) y T1
(5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) que amplifica un fragmento de 790 pares
de bases (pb) (Glass y Donaldson 1995; O'Donnell y Cigelnik 1997). La mezcla
de reacciéon de PCR se prepar6 en un volumen final de 15 pL que contenia agua
HPLC; 1x buffer; 0.2 uM de dNTPs; 10 pmol de cada iniciador; 0.9 U Go Taq DNA
Polimerasa (Promega, USA) y 60 ng de DNA. Las condiciones de amplificacion
consistieron en una desnaturalizacién inicial a 95 °C por 1 min, seguido por 35
ciclos a 94 °C por 1 min; 50 °C por 1 miny 72 °C por 2 min y un ciclo de extension
final a 72 °C por 5 min.

Para la amplificacion de la region ITS se usaron los ITS-5 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) y ITS-4 (5'TCCTCCGCTTATTGATAT GC-
3") que amplifica 600 pb (White et al. 1990). Para este caso el programa de
amplificacion consistioé en 94 °C por 4 min de desnaturalizacion, 35 ciclos de 95
°C por 1 min, 58 °C por 1 min., 72 °C por 2 min., extension final de 72 °C por 10

min.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Peltier Termocycler
C1000 Touch (Bio-Rad, USA) y los amplicones se verificaron por electroforesis
en un gel de agarosa Seakem (Lonza, USA) al 1.5 % tefliido con GelRed (Biotium,
USA) y corrido a 80 Volts durante 1.5 h. Las bandas se visualizaron en un
transiluminador (Vilver Lourmat, Germany) y se documentaron con el sistema
Infinity (http://www.vilber.de/en/products/gel-documentation/infinity/). Los
amplicones se limpiaron con el método enzimatico ExoSAP-IT (Affymetrix, USA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realiz6 en

la compafiia Macrogen Maryland, USA (https://www.macrogenusa.com/).

7.7.1 Reconstruccion filogenética mediante inferencia

bayesiana

Las secuencias se ensamblaron con el programa bioinformético Bioedit
(Hall, 1999) para obtener la secuencia consenso de cada cepa, las que se
compararon con la base de datos del GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la opcion
Basic Local Alignment Search Tools Nucleotide (BLASTN) (Zhang 2000)

Para la reconstruccion filogenética, las secuencias consenso junto con las
secuencias de referencia se compilaron en un archivo fasta y se alinearon con la
opcion Muscle (Edgar 2004) incluido en el programa MEGA 7 (Kumar et al. 2016)
con los parametros por defecto.

El arbol filogenético se construy6 con el método de inferencia bayesiana
con el programa Mr Bayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012). Para el analisis se utilizé
el modelo de sustitucidn nucleotidica ‘Generalized Time Reversible’ (GTR) que
considera que las tasas de sustitucion, transiciones y transversiones son
diferentes; ademas, el modelo incorpora diferentes tasas para cada cambio y

diferente frecuencia de nucledétidos. El muestreo de los arboles se realiz6 cada
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1000 generaciones. El analisis concluyé cuando la desviacion estandar fue
menor a 0.01. Del total de arboles que se generaron se eliminé el 25% con la
funcion ‘burn-in phase’; la probabilidad posterior se determiné con el resto de
arboles. La visualizacion del arbol se realizé con el programa FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

7.8 Analisis regional de la pudricion de corona y del tizén de la

hoja de la fresa

7.8.1 Muestreo

Para conocer la distribucion regional de la enfermedad en el valle de
Zamora Michoacan, primeramente se definieron las 3 areas de mayor
importancia por concentracion de parcelas de produccion de fresa usando para
ello el programa Google Earth Pro. Las coordenadas de muestreo se tomaron
con el mismo programa con una distribucion homogénea de puntos y tomando
los vértices de la cuadricula como punto a muestrear. En campo, se muestreo la
parcela que correspondi6 a dicha coordenada o en su caso, la mas cerca a esta

ubicacion.

Se realiz6 un recorrido en la primera semana de noviembre de 2019 en el
momento en que las parcelas ya se encontraban establecidas, se muestrearon
un total de 50 parcelas distribuidas en los municipios de Jacona de Pancarte,
Ixtlan de los hervores, Zamora de Hidalgo, Chilchita, Panindicuaro,
Tangancicuaro de Arista, estas parcelas se seleccionaron con base a su
distribucion en el valle de cada municipio de manera satelital (Boulos 2005). En
cada parcela se seleccionaron 5 puntos en zig-zag distribuidos en toda la parcela,
independientemente de su superficie, en cada punto de muestreo se estimo la
incidencia de la enfermedad (no. plantas con sintomas / total de plantas muestra).
La severidad de la enfermedad en toda la planta se estimé con base en una
escala disefiada exprofeso basada en el progreso de los sintomas observados

en temporada anteriores (Anexo 2, Cuadro 8) donde 0= sana, 1= sintomas
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iniciales, 2= hojas externas a la corona amarillentas, 3= cogollos de la planta con
amarillamiento, 4= sintomas avanzados, 5= muerta. La mortalidad se evaluo
considerando el nimero de plantas muertas de 50 plantas (Plantas muertas/el
total en la muestra). Asimismo, en cada punto se seleccionaron al azar 5 plantas
en 5 puntos de la parcela, a las cuales se les estimé la severidad en hojas con
base en la escala de Abd-El-Karem y colaboradores (2019) donde 0= sin
lesiones, 1= 20 % o menos, 2= 21 a 40 %, 3= 41 a 60 %, 4= 61 a 80 %, 5= 81 a
100 % adaptada para evaluar el tizén de la hoja causado por N. rosae. Durante
el recorrido se tomaron muestras de plantas con sintomas de marchitez y/o

muertas para confirmar la presencia de los hongos en hoja, corona y raiz.

Figura 2. Puntos de muestreo de la marchitez de la fresa en zonas productoras del Valle de
Zamora, Michoacan. Los puntos amarillos representan la zona del valle de Zamora.

Para complementar la informacién de posibles factores que pudieran influir
en la enfermedad, adicionalmente se llevé a cabo una encuesta a los productores
con la finalidad de ligar la mortalidad de planta y severidad de la enfermedad con
fechas de siembra y otras actividades realizadas dentro de la parcela comercial.
Las preguntas incluidas en dicha encuesta se incluyen en cuadro 7 del anexo 1.
Ademas, con la finalidad de conocer la posible influencia de las larvas de
Duponchelia fovealis y Fungus gnat sobre la intensidad de la marchitez, en cada

punto de muestreo se revisaron las coronas Y raices de las plantas. Estas larvas
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se alimentan en la base de las hojas, corona y raiz de las plantas incrementando

el riesgo de infecciones por hongos y oomycetes por las heridas realizadas.

7.9 Procesamiento de informacién y analisis de datos

Con los datos de la identificacion de los hongos obtenidos en la primera
parte del estudio, se definieron distribuciones de frecuencias de los géneros de
hongos considerados de mayor importancia. Asimismo, con base a las
secuencias concatenadas de cada region se construyeron arboles filogenéticos
incluyendo los aislados obtenidos de viveros, pre-trasplante y comercial, para
establecer la identidad de los aislamientos en estudio. Se puso atencion especial
a los aislado del género Neopestalotiopsis sp. para contar con los suficientes
elementos que permitan establecer la relacion vivero: pre-trasplante: parcela

comercial.

Por otro lado, con los datos colectados en la exploracién regional
incluyendo 50 parcelas, primeramente, se realizd una limpieza de los datos y
posteriores andlisis exploratorios de correlacion, distribucion analisis de
regresion, etc. dependiendo del tipo de variable. Entre las preguntas a contestar
estuvieron: ¢Existe una relacién entre los dias a cubierta con plastico y la
intensidad de la enfermedad?, ¢ Influye el origen de la planta en la enfermedad?,
¢Hay susceptibilidad diferencial en las variedades?, ¢Hay diferencias en la
intensidad de la enfermedad en los diferentes municipios muestreados?, ¢ Como
se distribuyé la mortalidad de las plantas?, ¢Cuales fueron las pérdidas

potenciales?, entre otras preguntas.

Con los datos de severidad e incidencia y coordenadas de los sitios
muestreados se construyo un mapa de la intensidad de la enfermedad de la zona
de estudio. Para ello, primeramente se realizo un analisis geoespacial y se ajusto

al modelo esférico de semivariograma, el cual se us6 posteriormente para realizar
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una interpolacion mediante Krigging ordinario y se generd el mapa interpolativo
correspondiente. El ajuste del semivariograma y la interpolacion se realiz6 como
lo indica Nayak (2018). Todos los analisis estadisticos y geoespaciales se
realizaron en el programa R usando los paquetes correspondientes para cada
procedimiento (Harrel 2001, Terry y Cox 2004; Johson y Wichern 2007), otros
analisis se realizaron con SAS ver 9.4 y QGIS (Joanne-Peng 2008; Stoks et al.
2012). Las variables consideradas en esta parte del estudio se incluyen en el
cuadro 9 del anexo 3.

Con datos obtenidos en la toma de datos de mortalidad y severidad mas
la encuesta realizadas a empresas y productores, se obtuvieron datos suficientes
para la elaboracién de un analisis de pérdidas econ6micas causado por la
mortalidad de la planta (CCA 2019). Se hizo un promedio para cada uno de las
presentaciones comerciales de la planta en los precios de cepellbn y raiz
desnuda. La densidad de plantacion en el Valle de Zamora, Michoacan fue de

60, 000 plantas por hectéarea.

8. RESULTADOS

8.1 Hongos y oomycetes asociados a pudricion de corona de la

fresay sintomas asociados

Los andlisis realizados a las plantas con diferentes sintomas en viveros,
pre-tranplante y parcelas comerciales, evidenciaron la presencia principalmente
de los géneros Fusarium sp., Neopestalotiopsis sp., Cylindrocarpon sp.,
Macrophomina sp., Alternaria sp., y oomycetes. (Fig. 2). En viveros (n=34), en el
100% de las plantas obtenidas de los viveros muestreados se aislo a Fusarium
sp., presente en raiz y corona. Neopestalotiopsis sp. se encontré en un 30% de
los viveros muestreados, del total de aislamiento de Neopestalotiopsis el 39% se
aislaron de raices y 61% de corona y de manera consistente de sintomas en

peciolos y hojas (Fig. 3).
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En la etapa de pre-trasplante (n=17) se identificaron los mismos géneros
aislados en vivero, a excepcion de Macrophomina sp. (Cuadro 2). De las
muestras procesadas, los aislamientos de Neopestalotiopsis aument6 a 88% en
esta etapa, siendo los aislamientos de raices las de mayor frecuencia (57%) y de
corona tan solo el 19%, en esta etapa también se procesaron hojas con sintomas
descritos por Rebollar-Alviter (2020), donde se pudo confirmar que

Neopestalotiopsis estaba presente en hojas con dichos sintomas.

De las plantas procedentes de parcelas comerciales establecidas (n= 17),
el porcentaje de presencia por parcela de Fusarium fue de un 88%,
disminuyendo su frecuencia en comparacion a etapas anteriores. En cambio
Neopestalotiopsis aumento su frecuencia a 94%, siendo su aislamiento de corona
de 81% y de raices del 75%. En cuanto a Alternaria, Macrophomina y oomycetes,

no observaron en la Ultima etapa muestreada (Cuadro 2).

Figura 3. a) Crecimiento micelial de Fusarium sp. en medio papa dextrosa agar (PDA), b)
morfologia conidial, c) crecimiento micelial de N. rosae en medio PDA y d) conidios tipicos del
género, €) crecimiento de Macrophomina sp. en medio PDA y f) esclerocios formados en A.A., g)
crecimiento de Cylindrocarpon sp. en medio PDA y h) conidios, i) cepa de Alternaria alternata en
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medio PDA vy j) conidios, k) crecimiento de oomycetes en medio PDA y |) hifa desarrollada en
agua destilada estéril.

Cuadro 2 Frecuencia de hongos y oomycetes asociados a raiz y corona en
vivero, pre-trasplante y parcelas comerciales.

Género % de presencia
Pre-
Vivero Parcela comercialt
trasplante

Fusarium sp. 100 100 94
Neopestalotiopsis sp. 30 88 88
Cylindrocarpon sp. 18 58 23
Alternaria sp. 12 29 0
Oomycetes 26 6 0
Macrophomina sp 9 0 0

Ltodas las plantas analizadas en pre-trasplante y de las parcelas comerciales

En resumen, los sintomas observados en la corona en campo, de los
cuales se aislé a Fusarium se manifestaron como una coloracion marrén a marrén
oscuro, con base en las diferentes plantas analizadas de donde se observo este
sintoma, generalmente inicio por la base de la corona, llegando a cubrir toda la
planta. En muestras analizadas provenientes de parcelas comerciales, se
observo que los dafios en la corona de las plantas establecidas inician en la parte
del corte del estolon en el vivero, lo que sugiere que Fusarium puede penetrar
por estas heridas y progresar en campo bajo condiciones favorables. Es
importante mencionar que Macrophomina, Cylindrocarpon y los oomycetes en
ninguna de las muestras se observo causando dafios de manera independiente,
sino se encontraron en asociacién con Fusarium sp. o Neopestalotiopsis sp. El
dafio de la asociacion de Fusarium con Cylindrocarpon, se observa como un halo
color amarillo claro alrededor del dafio marron-oscuro. En la asociacion de
Fusarium con Macrophomina el dafio se observa mas intenso, las coronas
procesadas en etapa de vivero se observo un color de color café intenso a marrén
oscuro, abarcando toda la corona o solo la mitad de ella. En cambio la asociacion
de Fusarium con oomycetes, la distribucién del dafio se observo tanto en la base

de la corona como en la parte superior y margenes de esta. Estos sintomas
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fueron similares a los reportados por Koike 2008 en California quien indica la
similitud de los sintomas en la corona con otro patégenos como Macrophomina.

Para el caso de Alternaria sp., su aislamiento fue exclusivamente de la raiz cuyo

sintoma se expresa con un color oscuro.

Figura 4. a) Sintomas de tiz6n asociados a Neopestalotiopsis rosae, b) y c) sintomas tipicos en
corona d), e) inicio y avance de tizén de la hoja y f) dafio en peciolo causado por N. rosae en
peciolo.

Los sintomas de Neopestalotiopsis en las hojas se presentaron como
manchas redondas, a veces con circulos concéntricos que posteriormente
derivaron en tizones que cubrieron gran parte de las hojas. En los peciolos, se
manifestaron como manchas oscuras alargadas a veces hundidas que
progresaron hasta la base de la corona. Este dafio en peciolo derivd en el
estrangulamiento del peciolo y secamiento completo de las hojas. En las coronas,
el sintoma se manifesté con manchas irregulares de color café que podrian iniciar
por el margen de la corona o en un punto en el centro, en el margen o en la base
de la corona de ahi se observo el crecimiento del dafio en la zona lateral de la
corona hacia el centro hasta cubrir por completo la corona. Este hongo en
general se aislo solo de los sintomas, pero ocasionalmente se asocié con

55



Fusarium y solo en raices con Cylindrocarpon. Los sintomas foliares observados
en vivero y campo fueron consistentes con los descritos en México por Rebollar-
Alviter et al. (2020) y en otros paises de Europa, India, Irdn, Vietham (Ayoubi y
Soleimani 2015; Dung et al. 2016; Mahapatra et al. 2018) para las especies N.

rosae y N. clavispora.

Figura 5. Variacion de sintomas asociados a corona de fresa observados en las tres etapas
(vivero, pre-transplante y parcela comercial) donde a, b y ¢) sintomas de Neopestalotiopsis sp.,
d, e y f) sintomas de ataque de Fusarium sp., g, h e i) sintomas de la asociacién de Fusarium y
Neopestalotiopsis sp., j, k y I) sintomas de Fusarium sp. con Cylindrocarpon sp., m, n y fi)
sintomas de la asociacion de Fusarium sp. y Macrophomina sp. y o, p y q) sintomas de Fusarium
Sp. con oomycetes.

8.2 Filogenia del género Neopestalotiopis y Fusarium sp.

asociados en viveros y parcelas comerciales de fresa

En el cuadro 3, se indican las especies secuenciadas con las regiones
parciales de los genes rpb2, tef, ftub e ITS. Como se observa, en las tres
condiciones (vivero, pre-trasplante y comercial) los aislamientos de F. oxysporum
tuvieron una maxima identidad de 100% entre las 3 condiciones en que se
tomaron las muestras (Fig. 6) lo que fortalece la hipétesis de que F. oxysporum
se mueve en plantas de vivero hacia las parcelas comerciales. Estudios previos
reportados por Pastrana et al. (2019) indicaron que F. oxysporum se puede mover
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por medio de los estolones hacia las plantas hijas y una vez que el patégeno se
encuentra en la planta hija coloniza tanto peciolos como raices, aumentando de
esta manera la posibilidad de que el inéculo en el suelo se incremente (Nam et
al. 2011). Adicionalmente, se encontraron asociadas otras especies como F.
graminearum y Parastagonospora nodorum, en muestras que provinieron de
Zamora y Angamacutiro, tanto en planta como en suelo. Al respecto, no existen
reportes de que estos patdgenos ataquen plantas de fresa. Es probable que esto
resultados se asocien con el historial de la parcela al cultivo de maiz, sorgo y

trigo.

Por otro lado, para el caso del género Neopestalotiopsis sp., los estudios
moleculares y filogenéticos evidenciaron la presencia de N. rosae en las 3
condiciones de muestreo. Las secuencias de los aislamientos fueron
100%idénticas, indicando que es la misma especie tanto en vivero como en
parcelas comerciales (Fig. 6), la que se confirmd con los aislamientos obtenidos
de plantas en pre-trasplante. Adicionalmente, otras especies de
Neopestalotiopsis sp. fueron encontradas, una de ella correspondiente a
Neopestalotiopsis (Pestalotiopsis) paeoniicola, no reportada en Meéxico
previamente. Esta especie ha sido reportada en Norteamérica en plantas
ornamentales de Paeonia (Paeonia suffruticosa) originaria de China (Marra y Li
2009).

Cuadro 3. Especie de hongos asociados Yy etapas en los que se aisld

Especie Etapa

Fusarium oxysporum Vivero, pre-transplante parcela comercial y suelo
Fusarium graminearum  Vivero, pre-transplante parcela comercial y suelo

Parastagonospora Vivero, pre-transplante, parcela comercial y suelo
nodorum

Neopestalotiopsis rosae Vivero, pre-transplante y parcela comercial

Pestalotiopsis Vivero, pre-transplante y parcela comercial
paeoniicola
Alternaria alternata Vivero
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Figura 6. Arboles filogenéticos generados mediante inferencia bayesiana a) Fusarium sp.
Neopestalotiopsis sp. construido con secuencias parciales del gen B-tubulina.

KM199405. Pestalotiopsis parva C

construido con secuencias parciales del gen rpb2 y b)
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Los analisis de la concentracion de inéculo en suelos provenientes de
34 viveros y 17 parcelas comerciales, en medio selectivo (Komada) para
Fusarium, los datos indicaron que en los viveros, la distribucién de las
unidades formadoras de colonias varié entre 500 y 79,000 UFC con una
mediana de 6,500, mientras que en el suelo de parcelas comerciales, previo a
la plantacion de estas plantas, la densidad de inéculo varié entre 250 y
112,500 y una mediana de 30,250 UFC g* de suelo. Indicando que en general
en las parcelas comerciales el nivel de inoculo fue mayor. Al respecto se debe
mencionar que con excepcion de una parcela en el resto de ellas, los
productores no realizaron fumigacion en ninguna de las dos condiciones. De
acuerdo con Camacho et al. (2009), este nivel de inéculo de Fusarium sp. (F.
oxysporum), puede considerarse de media a alto. Como se describid arriba,
en 100% de las muestras analizadas se registro la presencia de F. oxysporum
como asociada a la marchitez de la fresa. Por ejemplo, las parcelas con
etiqueta A4, 124, 114 y Z34, correspondiente a los municipios Angamacutiro,
Ixtlan de los Hervores y Zamora respectivamente, con base en la encuesta que
se realiz6 no se llevo a cabo fumigacion alguna del suelo antes de plantacion
y son las parcelas con mayor nimero de unidades formadoras de colonias de
Fusarium por gramo de suelo. Por el contrario en la parcela con etiqueta T28,
del municipio de Tangancicuaro el productor usé BusanMR (TCMTB) lo cual se

ve reflejado en una densidad de in6culo menor.

En general en las parcelas pre-trasplante se observo el crecimiento de
colonias de Fusarium en todas las muestras procesadas, pero no en el mismo
nivel, siendo las muestras del municipio de Angamacutiro las que tuvieron la
mayor densidad de inéculo de F. oxysporum. Con base a la encuesta realizada
durante el muestreo el 95% no realizaron fumigacién del suelo antes de la
plantacién. Al existir in6culo de Fusarium en el suelo es probable que este
infestara la planta al momento en que es trasplantada en la parcela en parte
favorecida por el estrés al que se somete la planta. De acuerdo con Gordon y
Koike (2014) las densidades de inéculo de F. oxysporum superiores a 10*

UFC, representan un riesgo para plantaciones nuevas, aunque también influye
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la patogenicidad del inéculo y la susceptibilidad de la variedad establecida.
Ceja-Torres et al. (2007) encontro que F oxysporum es el hongo mas frecuente
aislado de plantas con sintomas de marchitez en parcelas comerciales en
México, sin embargo no se realiz6 muestreos en plantas de viveros. En este
estudio los datos exploratorios indican que en ambas condiciones este

patdgeno es altamente prevalente.
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Figura 7. Distribucion de la densidad de in6culo (UFC g-1) de Fusarium sp. en suelo de

viveros y parcela comercial previo al transplante. Vivero= 33 y Comercial, n= 18 parcelas

muestreados en los municipios de Angamacultiro, Ixtlan de los Hervores, Tangancicuaro y
Chilchota en 2019.

8.3 Mapeo regional de la marchitez y pudriciéon de corona

Para conocer la distribucion espacial de la matchitez de la fresa
asociada a N. rosae, se realizd una interpolacion kriging ordinario de los datos
puntuales del muestreo ajustando los parametros a los de un semivariograma

de modelo esférico de acuerdo a la tendencia de los datos.

Los resultados, mostrados en la Figura 8, revelan una mayor mortalidad,

severidad de la marchitez a nivel planta e hija en la zona centro-norte del area
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de estudio. Por su parte, tanto la severidad de la marchites a nivel de planta y
hoja revelan una segunda area afectada en parcelas muestreadas a los
alrededores del municipio de Jacona, en el area centro-occidental de la zona
de estudio. Coincidentemente, la plantula de los campos en los que resulté la
mayor intensidad de la enfermedad procede de viveros de la zona que

abastece la plantula a raiz desnuda.
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Figura 8. Mapas de interpolacion de la intensidad de la marchitez y tizén de la hoja de la

fresa en el Valle de Zamora Michoacan a) Mortalidad de plantas, b) severidad de la
enfermedad en plantas. c) severidad del tizon de la hoja causado por Neopestalotiopsis rosae
en el Valle de Zamora, Michoacan.
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8.4 Intensidad de la marchitez y mancha foliar de la fresa

El andlisis regional de la marchitez de la fresa indicé que la mortalidad
de plantas asociadas con sintomas de raiz y corona relacionados con el
complejo de patdgenos indicados previamente, varié de 0 hasta el 80%, con
una mediana de 10.6%. (Fig. 9). Al realizar la comparacion por municipios en
el valle de Zamora, la mortalidad varié de 0 a un 40% en Jacona, con una
mediana de 7%. La mediana de mortalidad en el valle de Zamora y
Tangancicuaro fue similar, variando de 0 al 40% y una mediana de 7% y del
0 al 67% con mediana de 5.6% en Jaconay Tangancicuaro, respectivamente.
En los municipios de Ixtldn, Angamacutiro, Chilchota, Puruandiro y
Panindicuaro, se obtuvieron porcentajes de mortalidad que variaron entre un

20 al 50%, pero el numero de muestras fue pequefio como para detectar

tendencias.
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Figura 9. Distribucion de la mortalidad de plantas (%) de fresa sin considerar el origen. (N=50)
parcelas muestreadas distribuidas de manera proporcional en los municipios de
Tangancicuaro, Zamora, Jacona, Ixtlan, Panindicuaro, Puruandiro, Angamacutiro, Chilchota
en noviembre 2019.
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El analisis de correlacion multiple evidencio ademas una correlacion
positiva y significativa entre las variables severidad en hoja, severidad en
planta con la mortalidad en especial en la severidad en hoja, la cual se enfoco
a evaluar la intensidad de dafios foliares asociados a N. rosae- Se evidencio
que dicha enfermedad se relaciond con la severidad de la marchitez y
mortalidad (que puede estar asociada a un complejo de hongos), sugiriendo
qgue la muerte de las plantas de fresa estuvo asociada a N. rosae. Lo anterior
se soporta también con la frecuencia de aislamiento de este patégeno y F.
oxysporum en los analisis morfoldgicos y filogenéticos realizados. De hecho el
ajuste de la linea de regresion indico una relacién positiva entre severidad de
hojas y la mortalidad (en Logits) sugiriendo que es posible predecir la
mortalidad de plantas a partir de la medicién de la severidad en hojas por N.

rosae. La ecuacion de regresion resultante fue:

y*=-3.51,+4.32X, donde, y*= representa la mortalidad en Logits
(Ln(y/1-y), y X, la severidad en hoja (en proporcion).

Fitted Line Plot
logit_M = - 3.517 + 4.319 Sev_Ho

1.25000
q 47.8%
-Sqiadj) 46.6%

logit_M

0o 01 02 03 04 05 08 07 08B 09
Sev_Ho

Figura 10. Ajuste de la ecuacion de regresion entre Severidad en hoja (Sev-Ho) y la

mortalidad (en Logits). n=50 parcelas de fresa.
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Por otro lado, una de las preguntas a contestar en este estudio es si el
origen de la planta influye en la mortalidad, es decir, si habia una asociacion
entre la mortalidad de plantas y el origen de estas. Como se indica en la figura
11, los datos confirmaron, una asociacion entre estas variables. En general,
los datos indicaron que las plantas de fresa con mayor mortalidad,
independientemente de la variedad y el municipio, fueron las que se plantaron
araiz desnuda y que provinieron de viveros establecidos en suelo en la regién
o de otros estados (Jalisco, Puebla y Guanajuato). La misma tendencia se
observo en la severidad en planta y severidad en hoja. Esta informacion se
sustenta con los analisis morfoldgicos y filogenéticos de los hongos aislados
de viveros de plantas en desarrollo, pre-trasplante y del muestreo de parcelas
comerciales establecidas a partir de estos viveros.

80-

60-

20-

CII:I’ HID
ORIGEN

Figura 11. Distribucion de la mortalidad de plantas de fresa segun su tecnologia de
produccion. CEP= Cepellon, RD=Raiz desnuda.
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Figura 12. Distribucion de la mortalidad por origen de la planta de fresa, independientemente
del municipio. ANG= Angamacutiro, CHIL= Chilchota, IXT=Ixtlan de los Hervores, JAC=
Jacona de Pancarte, PAN= Panindicuaro, PUR= Puruandiro, TANG= Tangancicuaro, ZAM=
Zamora. CEP= Cepellén y RD=Raiz desnuda.

Asimismo, una de las preguntas importantes, fue si existe una tendencia
hacia la susceptibilidad de las variedades hacia una mayor mortalidad o
severidad en hojas. Al respecto, en la figura 12, se observa que las variedades
Festival, Albion y Frontera tuvieron tendencia hacia mayor susceptibilidad a la

enfermedad, tomando en cuenta la variable mortalidad.
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Figura 13. Distribucién de la mortalidad de plantas por variedad de fresa. n= 50 parcelas
por municipio y origen de la planta.

65



Aunque los datos no mostraron una correlacion significativa entre los
dias a la colocacion del tunel, los valores de mortalidad tendieron a
concentrarse entre los 15 a los 35 dias después del trasplante (Fig. 15). Es
probable que otras variables, tales como el salpique por lluvia, estén asociado
con la mortalidad de las plantas y la severidad en hojas. Como se indico arriba,
tanto F. oxysporum como N. rosae se detectaron en las raices y corona, tanto
en vivero, pre-trasplante y parcelas comerciales. El hecho de que las plantas
se infectaran en vivero, en especial en las que se plantaron a raiz desnuda, en
una condicion favorable y parcelas no fumigadas, pudo ser un factor que

influyo en la intensidad de la enfermedad.
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Figura 14 Relacién de dias a la colocacién del plastico y la mortalidad de las plantas

La figura 15 muestran las tendencias de la mortalidad de las plantas en
relacion si el productor realizé o no la fumigacion en plantas que vienen de
cepellon o de raiz desnuda y la realizacion de tratamientos pre- y pos-
trasplante. En ambos casos se puede ver que la mortalidad fue mayor en las
plantas que vienen de raiz desnuda, aun cuando el productor haya fumigado
0 no su parcela, o si hizo o no tratamiento pre y post-trasplante con fungicidas
u otro meétodo. El hecho de que las plantas ya vinieran infectadas desde el
vivero, como se evidencid en la primera parte de este estudio, cualquier

practica dirigida al manejo y prevenciéon del desarrollo de la enfermedad fue
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insuficiente para reducir la mortalidad y su intensidad en etapa de vivero, al no
existir en el mercado tecnologia con efecto “curativo” de la enfermedad. En
contraste, las plantas que provenian de plantulas de cepellén tuvieron menos

mortalidad por la enfermedad.
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Figura 15. Mortalidad de planta segun su tecnologia de produccion y las realizacion o no de
tratamiento pre y post trasplante donde a) Fumigacion y tratamiento pre-trasplante por origen
de la planta de fresa y b) Fumigacion, aplicacién post-trasplante por origen de la planta.
puntos rojos= no hubo tratamiento, azul= se realiz tratamiento

También resultdé interesante notar la relacibn que existe entre la
realizacion de practicas como la fumigacioén, aplicacion de tratamientos pre- y
post trasplante en la enfermedad en parcelas comerciales. Como se
evidenciaron en los estudios moleculares, las plantas de vivero que se
trasplantaron a raiz desnuda ya estaban infectadas con patdgenos como N.
rosae y F. oxysporum, lo que sugiere que independientemente de los
tratamientos aplicados, cuando las plantas ya estan infectadas, las
herramientas preventivas o curativas aplicadas en tratamientos pre-trasplante
y posterior al trasplante, sea fumigacion quimica o mediante tratamientos
como solarizacion o bio-fumigacion, no seran capaces de controlar la

enfermedad.
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8.5 Andélisis de pérdidas econdmica

Con los datos obtenidos en el muestreo de campo para evaluar la mortalidad,
combinados con los de la encuesta a productores y empresas proveedoras de
plantula sobre costo de planta en sus diferentes tecnologias de produccion
(raiz desnuda/cepelldn), se hizo un analisis de pérdidas econdmicas, tomando
en cuenta solo el gasto por la adquisicion de planta. La densidad de plantacion
considerada para el andlisis econémico fue de 60,000 plantas ha™. En el
cuadro 4 se observa que se tiene un gasto econdmico mayor cuando la planta
adquirida para el replante es de cepelldn, esta planta su costo es mayor debido
a la tecnologia de produccién utilizada, segun los datos colectados en
encuestas a productores y los analisis estadisticos realizados, se tiene mayor
mortalidad en plantas de raiz desnuda, dicha plantas son sustituidas
mayormente por plantas de cepellén, aumentando de esta manera el costo de

produccion.

Cuadro 4. Analisis de pérdidas econdmica por pérdida de planta de fresa
asociada a la pudricién de raiz y corona causada por la asociacion de hongos.

PERDIDA
% MORTALIDAD Planta Econdmica
Raiz desnuda $2.50 Cepellon $ 4.20

Minimo 3 1820 $4,550.00 $7,644.00

Maximo 100 60000 $150,000.00 $252,000.00
Mediana 12.4 14300 $35,750.00 $60,060.00
Promedio 19.44 12636 $31,590.00 $53,071.20

9. DISCUSION

La fresa se ha cultivado durante afios en el Valle de Zamora,
Michoacan, conocida como una de las mejores zonas para la produccion de
berries en general. En la zona productora se ha reportado la presencia de
hongos causantes de la marchitez, encontrandose a Fusarium oxysporum y

Phytophthora cactorum como mas comunes. Sin embargo alrededor del
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mundo se han reportado también a patégenos como Macrophomina
phaseolina (Hutton et. al. 2013; Koike et al. 21013), Cylindrocarpon
destructans, Alternaria alternata (Fang et al. 2011) y recientemente a
Neopestalotiopsis clavispora (Chamorro et al. 2015), N. iranensis, N.
mesopotamica (Ayoubi y Soleimani 2016) y Pestalotiopsis longisetula, este

ultimo afectando frutos (Mahapatra et al. 2018)

Los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que el
complejo de hongos causantes de la pudricién de corona y raiz en el cultivo
de fresa se encuentra asociados principalmente en plantas de vivero, pre-
trasplante y parcelas comerciales establecidas. Para el caso de plantas de
vivero estos hongos patégenos prevalecen en la planta hija, mismas que son
establecidas en parcelas comerciales. Nuestros resultados muestran que la
mayoria de los hongos se encontraron en asociacion, estudios previos indican
gue N. clavispora (Chamorro et al. 2016; Gilardi et al. 2019), F. oxysporum
(Koike et al. 2013; Paynter et al. 2014; Pastrana et al. 2019), P. cactorum
(Moralejo et al. 2008; Pastrana et al. 2017) y M. phaseolina (Avilés et al. 2007,
Baino et al. 2011) pueden causar dafio en corona y raiz sin estas asociados a

otro hongo u oomycete.

Fusarium oxysporum desde 2010 fue reportado en México como
causante de marchitez en fresa (Davalos et al. 2014; Mariscal et al. 2017).
Pastrana et al. (2019) y Nam (2011) encontraron que este hongo es transmitido
por medio de los estolones a plantas hijas, lo cual comprueba que una fuente
de indculo de F. oxysporum es el material vegetal establecido en cualquier de
las etapas, en nuestro caso vivero, pre-trasplante y parcelas comerciales. De
acuerdo con Pastrana (2019) los estolones son una fuente probable de
dispersiéon de este patdgeno entre paises a través de material vegetativo con

ausencia de sintomas.

Nuestros estudios indicaron que este hongo se encuentra presente en
suelos agricolas destinados a vivero y suelos de parcelas comerciales. El
hongo aprovecha el estrés de las plantas y la herida del corte del estolén para
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su entrada a la corona y causar dafio. Ceja-Torres et al. (2014) reporté que
una cantidad de 150 a 300 UFC gr! de F. oxysporum constituye suficiente
indculo potencial para el inicio de la enfermedad en un nuevo ciclo de

produccion.

El patdgeno Neopestalotiopsis permanecio en todas las etapas de
produccion. Este hongo se ha reportado causando dafios en corona, hojas y
fruto de fresa en parcelas comerciales (Ara et al. 2007; Dung et al. 2016; Gilardi
etal. 2019; Machin et al. 2019; Morales et al. 2019; Rebollar-Alviter et al. 2020),
sin embargo, no se habia reportado en viveros. Nuestros resultados muestran
una variacion en las especies encontradas en vivero y en parcelas comerciales
establecidas, lo cual sugiere que algunas son las que se pueden transmitir por
medido de planta o sobrevive en plantas infectadas de cosechas anteriores.
Esto se corrobor6 en el muestreo de plantas pre-trasplante donde los
resultados evidenciaron que Neopestalotiopsis rosae proviene de plantas
infectadas en vivero y de ahi se dispersa a plantaciones comerciales, como lo
evidencia la identidad genética de los aislados de vivero con los de
plantaciones comerciales, sin embargo, no se tiene claro si dicho patdgeno es
local o provenia en plantas madre procedentes de otros paises establecidas
en viveros locales, pues los primeros reportes de Neopestalotiopsis sp., en el
cultivo de fresa se han reportado en plantaciones comerciales de otros paises

productores (Dung et al. 2016; Chamorro et al. 2013, Tanziman et al. 2017).

Macrophomina phaseolina es un hongo de suelo, se encuentra dentro
de los mas comunes en suelos agricolas y se ha comprobado su permanencia
en el mismo durante afios (Pastrana et al. 2017, Baggio et al. 2019). En esta
investigacion no se identificO a este patdogeno en muestras de suelo de
parcelas previo al trasplante y en viveros se obtuvo una baja proporcion. Por
otro lado, el aislamiento de Cylindrocarpon y A. alternata se encontré en vivero
y plantas pre-trasplante en parcelas comerciales. Cylindrocarpon se aislo de
raiz y corona en plantas de vivero, sin embargo en plantas pre-trasplante su

aislamiento fue mas frecuente de raices (94%). En cambio, A. alternata su
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aislamiento al ser exclusivo en raices su porcentaje de presencia en las
plantas pre-trasplante disminuy6é de manera significativa, ademas en parcelas
comerciales al no tener aislamientos de este hongo, se puede sugerir que el
tratamiento pre-trasplante que se hace a la planta y suelo son efectivos para

disminuir la incidencia de dicho patégeno.

Ceja-Torres et al. (2014) realiz6 una regionalizacion de la marchitez
seca de fresa en el Valle de Zamora, Michoacan, tomando diferentes variables
para determinar su influencia en la incidencia de dicha enfermedad,
concluyendo que la incidencia esta influenciada por el sistema de riego,
variedad establecida, etapa fenologica, condiciones del suelo principalmente
el contenido de materia organica y el numero de UFC de F. oxysporum. Esto
refuerza nuestros resultados del analisis regional realizado, demostrando que
no solo la variedad es una determinante de la incidencia de la enfermedad. En
este estudio se evaluaron diferentes variables, demostrando que el origen de
la planta (cepellén o raiz desnuda) es el factor mas influyente en el porcentaje
de mortalidad independientemente del lugar donde provienen dichas plantas.
Las variedades Festival, Albion y Frontera resultaron las mas susceptibles a la
marchitez causada por el complejo de hongos. Los dias a colocacién de
cubierta, tiene influencia cuando es colocada después de los 15 o0 mas dias
después de la plantacién. El tratamiento pre- y pos-trasplante a la planta y/o
suelo no es capaz de controlar la enfermedad, cuando la planta ya esta
infectada. Ademas, al incluir a N. rosae como un patdgeno presente en la
regibn productora estudiada (reportada previamente por Rebollar y
colaboradores 2020) y como parte de un complejo de hongos asociados a la
pudricion de raiz y corona, causante del tizén de la hoja y dafio en peciolo,

hace que el estudio sea mas completo.

La marchitez es una de las principales enfermedades en cultivos de
fresa que causa grandes pérdidas econdmicos, a pesar de que el sistema de
produccion busca reducir la incidencia de la enfermedad con el uso de

cubierta, si las plantas establecidas no se encuentran libres de patégenos la
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epidemia iniciara en algin momento. Los paises productores que establecen
viveros de altura para produccion de planta madre deben procurar que el
material vegetal utilizado esté libre de hongos, evitando de esta manera la
movilizacion de dichos patdgenos a paises sin estos problemas.

10. CONCLUSIONES

La fuente de indculo primario de los principales hongos causantes de la
marchitez asociados a coronay raiz en fresa en el Valle de Zamora, Michoacan
fueron las plantas de vivero, cuyos establecimientos se encuentran en la zona
y en otros estados como Puebla, Guanajuato y Jalisco. Las plantas infectadas
en vivero son establecidas en parcelas comerciales donde hay mortalidad de
plantas y reduccion de la produccién.

Fusarium oxysporum Yy Neopestalotiopsis rosae son hongos que
prevalecen desde plantas de vivero hasta plantas establecidas en parcelas
comerciales, lo que sugiere su origen de plantas de vivero, que sumado a la
presencia de F. oxysporum en el suelo de parcelas comerciales, aumenta la
probabilidad de la enfermedad, siendo el corte de estolén un punto de entrada

a la planta.

Por otro lado esta es la primera vez que F. graminearum se reporta en
suelo y planta en el cultivo de fresa, su presencia se debe a la rotacién de
cultivos que se hace con maiz, sorgo y trigo en la parcela. En cambio P.
paeoniicola al ser encontrada solo en planta de vivero se puede inferir que no
se transmite a plantas hijas, lo que abre camino a analizar a mayor profundidad
dicha especie.

Los oomycetes y Macrophomina sp., al no encontrase en plantas de
parcelas comerciales se puede concluir que no se transmite por medio de la
planta de vivero, siendo la fuente de inoculo el suelo mismo y que manejo del
suelo y el tratamiento de la planta antes de su establecimiento pudiera ser

efectivo para su control.
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Al existir una relacion entre la mortalidad de la planta y la severidad del tizon
causado por N. rosae, indica que es posible predecir la mortalidad de la planta
evaluando la severidad del tizén. El factor de mayor influencia en la mortalidad,
severidad de hoja y planta en parcelas comerciales son las plantas de raiz
desnuda, las cuales presentan mayor mortalidad en comparacion con las
plantas de cepellon, independientemente del vivero que las produce, haciendo
que el tratamiento pre- y pos-trasplante sea inefectivo para reducir la

incidencia de la enfermedad.

La fuente de inoculo primario de patégenos es la plantula suministrado
por viveros, sobre todo aquellas que es producida en suelo y provista ‘a raiz
desnuda’, definiendo de esta manera el grado de mortalidad, severidad en
planta y hoja . Una forma de reducir la diseminacion de los hongos causantes
de enfermedades en el cultivo es por medio de la reproduccién de planta se
realiza por medio de cepellbn y de esta manera se provee al productor

comercial del cultivo.
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12. ANEXOS

Anexo 1.

Cuadro 5. Encuesta realizada a productores de fresa en muestreo de viveros

Numero de parcela Municipio: Coordenadas

Variedad (es) Fecha siembra: Superficie:

Origen de planta madre Plantas/planta madre: Densidad

Prep del terreno Productos o practicas usados para la | Sistema de Produccion:
desinfeccion de suelo Orgénica Biointesivo
Manual mecénica Convencional
Riego Rodado Aspersion Goteo | Abierto | Macrotunel

Fertilizacion Modo y productos Distancia entre plantas:

Anélisis patoldgico de la| Si No Densidad de plantacion

parcela

Diagnostico del estado | Si No Control de malezas: Manual

fitosanitario de la planta Mecanizado Productos usados:

madre

¢Con que cultivos hace rotacién?

Plagas y Epoca (Con relacion al Control Preparacion
enfermedades més desarrollo del cultivo y mes) de suelo
frecuentes en el vivero | Epoca Impacto en la Nombre del Numero de Actividad

produccion Producto Aplicaciones
(B,MoA)
1. 1.
2. 2.
3. 3.
4, 4.
Mezclas y Namero de aplicaciones para control de varias plagas, o estrategia de Manejo Integral. | 5.
¢En porcentaje, cuanto representa el gasto de control de enfermedades y los costos de produccion (jornales +
productos)?:
En la temporada anterior ;cuanto estima (%) que se perdio de planta por efecto de las enfermedades de suelo?
¢Cuanto se estima que se perdid la temporada anterior por Neopestalotiopsis sp.?
¢Cual es el costo de la planta para el productor?
¢Cuantas plantas hijas por planta madre obtiene?
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Cuadro 6. Encuesta realizada a productores en muestreo pre-trasplante.

Etiqueta

Coordenadas

Variedad (es)

Origen de planta

Superficie:

Densidad

Desinfeccion de suelo:

Sistema de Produccion:

parcela

la planta madre

Organica Biointesivo
Desinfeccion de planta: Convencional

| Abierto | Macrotunel
Analisis patolégico de la | Si  No Diagnéstico del estado fitosanitario de | Si  No

¢Con que cultivos hace rotaciéon?

Cuadro 7. Encuesta realizada a productores en parcelas comerciales

establecidas.

Municipio

Altitud

Superficie:

Coordenadas

Variedad (es)

Origen de planta

Cepelldn o vivero

Lugar de origen

Condiciones de la parcela

1 Inundado

2 Cubierta

3 Acolchado

4 Residuos de cosecha

Fecha de trasplante

Fecha de colocacion de cubierta

Cultivos anteriores:
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Tratamiento pre-trasplante

Productos:

Tratamiento adicional

Productos

Desinfeccion de suelo

Solarizacién | Bio-solarizacién

Metam sodio Otro

Anexo 2

Cuadro 8. Escala utilizada para la medicion de la severidad en planta.

Valor Descripcién
0 Sana

1 Sintomas iniciales

2 Hojas externas a la corona amarillentas

3 Cogollo con amarillamiento

4 Hojas secas en mas del 70% de la planta

5 Muerta
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Anexo 2

Cuadro 9 Datos colectados en el recorrido de regionalizacion de marchitez y tizon de la hoja

NO MUN VARI ORIGEN LUGAR DE DIAS T.PRE- T. DRENCH- DESINF % SEV. SEV. EN
ORIGEN SIEM- TRASPLANTE  FOLIAR ECCIO MORT  PLANTA HOJA
CuB N
SUELO

1 | TANG ALB R.D. CHILE 36 FUNGICIDAS  FUNGICIDAS NO 4 322314 233414
13323 14314
353414 35244
41112 41212
4 4 42 4 4 4 4 3 4
2 | TANG SAYULITA  CEP. JALISCO 14 RIDOMIL CERCOBIN S| 0 11000 11000
11111 11110
11111 01111
12021 11011
11301 11011
3 | TANG FEST CEP. GTO 30 04 01101 11011
00000 00000
11011 11011
10010 10010
11111 11111
4 | TANG FRONT R.D. JACONA 21 AMISTAR CAPTAN, FUSAN 288 4 3 3 3 3 42232
CERCOBIN 53535 51515
45415 45425
14453 14453
31234 31234
5 | CHILC ALB R.D. CHILE 28 RIDOMIL 480, CAPTAN META 604 155 40 13245
VIGORD M 55043 55434
SODIO 55141 11455
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