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COMPLEJO DE HONGOS Y OOMYCETOS DE LA RAIZ Y CORONA DE LA FRESA:
EFECTO DE LA COINFECCION EN EL DESARROLLO DE SINTOMAS

RESUMEN

La produccion de fresas se enfrenta a problemas fitosanitarios que afectan a la cantidad y calidad
del cultivo, lo que se traduce en importantes pérdidas econdmicas. Los fitopatdgenos mas daiiinos
incluyen entre otros a Alternaria sp., Fusarium sp., Dactylonectria sp., Macrophomina phaseolina,
Phytophthora sp. y Neopestalotiopsis rosae que infectan los tejidos de la raiz y la corona. Este
estudio procur6 determinar la variacion en la expresion de los sintomas de marchitez y el progreso
del desarrollo de la marchitez en plantas de fresa en respuesta a la coinoculacion de estos patdgenos.
Las cepas utilizadas se aislaron de las variedades de fresa Albion y Fortuna. Las plantulas de fresa
var. Fronteras, se inocularon con suspensiones de conidios y esporangios de los patdgenos
seleccionados. Se establecieron veinte tratamientos, incluido un control sin inocular, en un disefio
experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. Se evalud la incidencia y la
gravedad de los sintomas, asi como la altura de la planta y la longitud de la raiz. Los datos se
analizaron mediante modelos de medidas repetidas utilizando el procedimiento GLIMMIX. Los
resultados mostraron que la coinoculacién de patogenos dio lugar a una mayor gravedad de los
sintomas en comparacion con los tratamientos individuales, lo que sugiere efectos sinérgicos. Los
tratamientos con combinaciones de Alternaria, Fusarium, Macrophomina y Phytophthora
mostraron los mayores niveles de gravedad y mortalidad en las plantas de fresa. La identificacion
precisa de los patdgenos y la comprension de sus interacciones son cruciales para desarrollar
estrategias eficaces de gestion de las enfermedades. Este estudio subraya la necesidad de un
enfoque integrado para la gestion de las enfermedades, teniendo en cuenta la interaccion sinérgica
entre los patdgenos. La identificacion precisa y la evaluacion del progreso de la enfermedad son
esenciales para desarrollar estrategias de gestion que contribuyan significativamente a la

sostenibilidad y productividad del cultivo de fresa.

Palabras clave: Fitopatogenos, Coinoculacion, Incidencia y Gravedad de los Sintomas, Efectos
Sinérgicos

Vi



FUNGAL AND OOMYCETE COMPLEX OF STRAWBERRY ROOT AND CROWN:
EFFECT OF CO-INFECTION ON SYMPTOM DEVELOPMENT.

ABSTRACT

Strawberry production faces phytosanitary problems that affect the quantity and quality of the crop,
resulting in significant economic losses. The most damaging phytopathogens include Alternaria
sp., Fusarium sp., Dactylonectria sp., Macrophomina phaseolina, Phytophthora sp. and
Neopestalotiopsis rosae that infect root and crown tissues. This study sought to determine the
variation in the expression of wilt symptoms and the progress of wilt development in strawberry
plants in response to co-inoculation of these pathogens. The strains used were isolated from Albion
and Fortuna strawberry varieties. Strawberry seedlings var. Fronteras, were inoculated with
suspensions of conidia and sporangia of the selected pathogens. Twenty treatments, including an
uninoculated control, were established in a randomized complete block experimental design with
four replicates. Symptom incidence and severity, as well as plant height and root length were
evaluated. Data were analyzed by repeated measures models using the GLIMMIX procedure.
Results showed that pathogen co-inoculation resulted in higher symptom severity compared to
individual treatments, suggesting synergistic effects. Treatments with combinations of Alternaria,
Fusarium, Macrophomina and Phytophthora showed the highest severity and mortality levels on
strawberry plants. Accurate identification of pathogens and understanding their interactions are
crucial for developing effective disease management strategies. This study underscores the need
for an integrated approach to disease management, taking into account the synergistic interaction
between pathogens. Accurate identification and assessment of disease progress are essential to
develop management strategies that contribute significantly to the sustainability and productivity

of the strawberry crop.

Key words: Phytopathogens, Coinoculation, Incidence and Severity of Symptoms, Synergistic

Effects.

VI



INTRODUCCION

A nivel mundial China lidera la produccion mundial de fresas con 3.36 millones de toneladas,
seguida por Estados Unidos con 1.26 millones. Turquia y Egipto destacan en Europa y Oriente
Medio, mientras que México y Espana son los principales productores en América Latina y Europa.
Otros productores importantes incluyen Rusia, Polonia, Corea del Sur y Brasil (FAOSTAT, 2022).
En el mercado mundial, la fresa experimenta fluctuaciones de precios por diversas influencias. Por
ejemplo, en Taiwan, las fresas son un producto exdtico y caro, con precios minoristas que varian
considerablemente, reflejando su naturaleza premium en ciertos mercados (Cossio & Flores,
2021a). Ademas, los envios al extranjero influyen en los precios de este producto. México como
ejemplo es competitivo en el mercado estadounidense, respaldado por indices de Balassa y apertura
exportadora, ya que su creciente produccion y métodos avanzados lo posicionan como un lider
exportador (Cossio & Flores, 2021; Maria & Granja, 2015). Sin embargo, este producto al ser
delicado y perecedero, complica la cadena de suministro, lo que provoca precios inestables y
beneficios inciertos para los productores. Ademas de la vulnerabilidad a diversas patologias
relacionadas con hongos y oomycetos. (Hoyos et al., 2022; Guan et al., 2021; Al-Rahbi et al., 2021;
Ayoubi & Soleimani, 2016)

En las plantas, es comun observar la respuesta de defensa y adaptacion frente a perturbaciones
bioticas y abidticas donde el espacio limitado y la competencia por recursos finitos crean las
condiciones ideales para que se produzcan interacciones entre organismos (Anco, 2018). Las
enfermedades radicales en las plantas de fresa son provocadas por un espectro diverso de patdgenos
fingicos y oomycetos, que han sido documentados en varias regiones del mundo, reflejando la
relevancia global de este problema (Yang et al., 2023; Shrestha et al., 2023; Vega-Gutiérrez et al.,
2023).

La clasificacion de las interacciones entre hongos fitopatdgenos y las plantas de fresa se pueden
agrupar segun la visibilidad de los sintomas, desde los facilmente observables hasta aquellos
cripticos y dificiles de detectar (Stergiopoulos & Gordon, 2014). Esta diversidad de sintomas
complica el diagnostico, dado que los patdgenos que se transmiten a través del suelo permanecen
ocultos hace que los sintomas se manifiesten bajo tierra lo que obstaculiza el reconocimiento

temprano y la intervencion oportuna (Kumari & Thakur, 2022a; Lee et al., 2022; Yang et al., 2023).
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La gestion de las enfermedades de las plantas de fresa se ve particularmente desafiada por la
naturaleza diversa de los patogenos implicados, incluyendo multiples especies de hongos que
contribuyen a enfermedades complejas como pudricion de la corona (Zhang et al., 2022). Ademas,
los hongos y oomicetos patdgenos de las raices transmitidos por el suelo junto con los nematodos
y las condiciones ambientales, complican alin mas el manejo de las enfermedades (Kumari &

Thakur, 2022).

Este escenario es agravado por la variabilidad en la virulencia de los patogenos, la complejidad de
las interacciones patogeno-planta, y la influencia del genotipo del hospedante en la manifestacion
de los sintomas, lo que subraya la importancia de un enfoque integrado y multifacético en la gestion
de estas enfermedades (Lamari & Bernier, 1989; Anco, 2018; Nazarov et al., 2020; Duan et al.,
2022). El desarrollo y la propagacion de enfermedades en las plantas de fresa estan fuertemente
influenciados por varios factores del sistema de produccion agricola como lo es la gestion del suelo,
las practicas de riego y el uso de fertilizantes que afectan significativamente a las comunidades
microbianas del suelo y a las interacciones planta-microbio. (Li et al., 2019; van der Wolf et al.,

2018).

Las coinfecciones por multiples patégenos o cepas del mismo patdogeno son comunes y tienen
implicaciones significativas en la ecologia de la enfermedad y la evolucion del patdgeno, lo que
puede resultar en enfermedades mas graves y en un impacto negativo en el crecimiento y la biomasa
de las plantas (Alizon et al., 2013; Fang et al., 2021). La investigacion ha demostrado que las
plantas de fresa son susceptibles a una amplia gama de hongos patdgenos, cada uno capaz de causar
enfermedades distintas por ejemplo, las cepas aisladas de Fusarium oxysporum f. sp. fragariae
pueden provocar clorosis y marchitez o s6lo marchitez, lo que indica que incluso cepas
estrechamente relacionadas pueden provocar diferentes resultados de la enfermedad (Jenner &
Henry, 2022). De forma similar, la pudricion de la corona de la fresa estd causada por una
diversidad de hongos patdgenos, incluyendo Colletotrichum siamense, Fusarium oxysporum, entre
otros, que pueden provocar sintomas graves que van desde el amarillamiento de las hojas hasta la
muerte de la planta (Zhang et al., 2022). Ademas, Colletotrichum fructicola, causante de la
antracnosis, manipula los mecanismos de defensa de las plantas de fresa, dejandolas

potencialmente mas vulnerables a otras infecciones (Zhang et al., 2018).



La falta de atencion a las coinfecciones fingicas en el control de las enfermedades de la fresa puede
atribuirse a varios factores. En primer lugar, el enfoque en la dindmica de un tnico patéogeno, como
el amplio estudio sobre Botrytis cinerea, a menudo eclipsa la complejidad de las coinfecciones que
implican a otros patdgenos como Mucor piriformis y Rhizopus spp. a pesar de su importante papel
en la pudricion de la fruta tras la cosecha (Nielsen et al., 2022). Este enfoque singular se ve
agravado por la alta incidencia de la resistencia a los fungicidas en Botrytis spp., que desvia la
atencion hacia la gestion de esta resistencia, en lugar de considerar el espectro mas amplio de
patogenos fungicos que afectan a las fresas (Y. Xuet al., 2019). Ademas, la busqueda de estrategias
de gestion alternativas, como el uso de microorganismos benéficos y técnicas de desinfestacion del
suelo, se ha visto impulsada principalmente por la necesidad de sustituir los fumigantes quimicos
y abordar los desafios de un solo patdgeno, en lugar de abordar las coinfecciones (Camacho et al.,

2023; Holmes et al., 2020).

El aparente significado de coinfeccion ha recibido limitada atencion; en parte debido a la falta de
adecuadas herramientas cuantitativas para el monitoreo (Abdullah et al., 2018). Generalmente
sintomas causados por dos o mas enfermedades son dificiles de distinguir y pueden diagnosticarse
errobneamente como otras anomalias fisiologicas no relacionadas lo que supone un reto para el
diagnostico convencional de la enfermedad y las consiguientes estrategias de gestion (Moffat et
al., 2015; Short et al., 2014; Singer, 2010). Los retos en el diagndstico de enfermedades causadas
por coinfecciones fingicas en plantas de fresa son multifacéticos, e implican la diversidad de
patogenos, la aparicion de nuevas enfermedades y otros factores(Fang et al., 2023; Li et al., 2023;

Rebollar-Alviter et al., 2020; Zhang et al., 2022)

En respuesta a los retos identificados, este estudio se centra en analizar el complejo de hongos y
oomycetos en las raices de la fresa, en particular como afectan las coinfecciones al desarrollo de
los sintomas. También se pretendid explorar diversas estrategias de gestion integrada con el fin de
proponer medidas que puedan ayudar a mitigar los efectos negativos de estas enfermedades. A
través de este enfoque, se procurd contribuir con informacion valiosa que podria ser util para

mejorar las practicas de gestion del cultivo de la fresa.
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JUSTIFICACION

La presente investigacion se presenta reconociendo la importancia de abordar un problema
complejo y significativo en la agricultura de manera integral. Las enfermedades radicales
representan una amenaza considerable para la produccion de fresas a nivel mundial, y entender
como la coinfeccion de multiples patdégenos afecta el desarrollo de sintomas es crucial para
encontrar soluciones efectivas. En este trabajo me pretendid por comprender mejor estas
interacciones, reconociendo que aun hay mucho por aprender, pero se buscod contribuir con
informacion valiosa que pueda ser util para los agricultores y la comunidad cientifica en general,
con el objetivo tltimo de abonar en la mejora la seguridad alimentaria y la sustentabilidad agricola.

Dada la importancia del tema en la produccion de fresa, los objetivos de esta investigacion son:

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la variacion en la expresion de sintomas de pudricion de raiz y corona de la fresa como

consecuencia de la interaccion de patogenos habitantes del suelo en plantas de fresa.

Objetivos especificos

1. Determinar la variacion en la expresion de sintomas de marchitez la fresa como respuesta

a la coinoculacion de de hongos y oomycetos en plantas de fresa.

2. Determinar el progreso del desarrollo de la marchitez de plantas de fresa en respuesta a la

co-inoculacién de hongos y oomycetos asociados a raiz y corona.
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HIPOTESIS

1. Los sintomas foliares en las plantas de fresa varian segun el tipo de hongo y oomyceto o la

combinacion.

2. Laco-infeccion con multiples diferentes hongos y oomycetos altera la expresion y aumenta
la severidad de los sintomas foliares en las plantas de fresa comparado con infecciones

simples.
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CAPITULO 1

1 REVISION DE LITERATURA

1.1 Importancia del cultivo de fresa

China se sitta a la cabeza de la produccion mundial de fresas, cosechando 3,364,008 toneladas en
127,295 hectéareas. Le sigue Estados Unidos con 1,261,890 toneladas producidas en 21,287
hectareas. En Europa y Oriente Medio, Turquia y Egipto aportan significativamente con 728,112
y 637,842 toneladas cosechadas de 22,272 y 15,836 hectareas, respectivamente. En el ambito latino
y europeo, México y Espafia reportan producciones de 568,272 y 325,880 toneladas producidas en
12,761 y 7,270 hectareas, respectivamente. Completan el panorama paises como la Federacion
Rusa, Polonia, la Reptblica de Corea y Brasil, con producciones que oscilan entre 254,800 y
183,923 toneladas en areas que van desde las 4,786 hasta las 38,529 hectareas (FAOSTAT, 2022).
Estados Unidos lidera en eficiencia en la produccion de fresas con un rendimiento de
aproximadamente 59.28 toneladas por hectarea. Espafia y México presentan rendimientos cercanos
de 44.83 y 44.53 toneladas por hectarea respectivamente, indicando condiciones climaticas
favorables y practicas agricolas avanzadas. Egipto destaca en Oriente Medio y Africa con un
rendimiento de 40.28 toneladas por hectarea, mientras que Brasil alcanza 38.43 toneladas por
hectarea, reflejando buenas practicas de cultivo en América Latina. Turquia y la Republica de
Corea tienen rendimientos de 32.69 y 31.18 t/ha, respectivamente, siendo jugadores eficientes en
sus regiones. A pesar de ser el mayor productor por volumen total, China tiene un rendimiento de
26.43 t/ha, indicativo de un area de cultivo extensa, pero con menor rendimiento por unidad. La
Federacion Rusa y Polonia tienen los rendimientos més bajos, con 6.61 y 6.37 t/ha, lo que puede
reflejar condiciones climaticas desfavorables o técnicas de cultivo diferentes (FAOSTAT, 2022).
En México los principales estados productores de fresas frescas para el afio 2022 son Michoacan
con 354,047. 99 t, Guanajuato con 96,119.00 t y Baja California con 93,179.00 y superficies
cosechadas de 8,343.56, 1,729.90, 2,040.00 ha respectivamente. Michoacdn se cuenta con una
participacion de 65.9% y destacan los municipios de Zamora, Tangancicuaro y Jacona, con 32.2%,
16% y 11.8% de la produccion estatal respectivamente. En Guanajuato se cuenta con una

participacion de 12.1%, Irapuato, Tarandacuao y Abasolo, fueron los municipios que mas
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destacaron con 45.9 %, 16.5 % y 12.4%, de la produccion estatal respectivamente. Y en el caso de
Baja California se tiene una participacion de 18.9% y el unico municipio productor de fresas fue
Ensenada (SIAP, 2022). En México, la produccion de fresas frescas en el periodo 2016 a 2020
coloc6 a nuestro pais en el tercer lugar a nivel mundial, con un promedio de 639 miles de toneladas
y en lo referente a las exportaciones, las y los productores de este fruto se llevaron la medalla de
oro, ya que en el periodo 2017-2021 los ingresos promedio por su compra ascendieron a 784

millones de dolares (SADER, 2022).

1.2 Dinamica de mercado global

El mercado mundial de la fresa ha experimentado fluctuaciones en los precios debido a diversas
influencias. Por ejemplo, en Taiwan, las fresas se consideran un producto exotico y caro, y los
precios de venta al por menor varian considerablemente, lo que refleja la naturaleza premium de la
fruta en determinados mercados (Cossio & Flores, 2021). Del mismo modo, en Minas Gerais,
Brasil, las variaciones estacionales han provocado notables fluctuaciones en la oferta y los precios,
observandose los promedios productivos mas bajos y los precios medios mas altos durante la
transicion del invierno a la mitad de la temporada y el verano (Agehara et al., 2020; Bruchhaus &
Bruchhaus, 2005). Ademas, incidentes internacionales como el susto de la aguja de la fresa
australiana de 2018 provocaron una caida temporal de los precios mayoristas de la fresa fresca de
alrededor del 20%, seguida de un aumento significativo debido a las restricciones de suministro,
lo que pone de relieve como los eventos inesperados pueden distorsionar temporalmente los precios

del mercado (Schaefer & Scheitrum, 2020).

Las tendencias de las exportaciones también desempefian un papel crucial en la dindmica de los
precios. Las fresas mexicanas han mostrado una competitividad positiva en el mercado
estadounidense, lo que podria influir en los precios a través de la dindmica de la oferta y la
demanda, la competitividad de la fresa mexicana se sustenta en el indice de Balassa y el indice de
grado de apertura exportadora que en el mercado estadounidense se ha destacado por su creciente
produccidn y exportacion, impulsada por programas de fomento agricola y métodos avanzados de
produccion, posicionando a México como lider exportador (Cossio & Flores, 2021; Maria &

Granja, 2015). Adicionalmente, el analisis de la competitividad de la fresa mexicana frente a otros
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importantes paises exportadores como Espafia y Estados Unidos revela que México tiene una
ventaja comparativa revelada en las exportaciones de fresa, lo que sugiere una creciente

competitividad a través del tiempo (Quintero-Ramirez et al., 2020).

La fresa se ha convertido en un potencial econdmico para pequenos y medianos productores en
América Latina (Botero-Hoyos et al., 2022). En México es importante, ya que representa 3% del
producto interno bruto agricola y 8.1% del valor de la produccion fruticola a nivel nacional
(SIACON, 2019). En 2020, China, los Estados Unidos de América y México produjeron juntos
mas de 50% de la produccion total global. Otros paises productores importantes incluyen a Egipto,
Rusia, Japon, Republica de Corea, Polonia y Alemania (FAO, 2021). En México este cultivo
destaca por su participacion en el mercado de exportacion (Sredl, 2023). E1 90% de la produccion
nacional se destina a mercados internacionales, principalmente el de Estados unidos, mientras que
el restante 10% se utiliza para abastecer la demanda del mercado regional y nacional (SADER,
2021). Sin embargo, es delicado y perecedero. Esta condicion hace que su transito por la cadena
de suministro sea complejo, su precio en el mercado inestable y el beneficio para los productores

incierto (Hoyos et al., 2022; Guan et al., 2021).

1.3 Importancia de las principales enfermedades de la fresa

En general la fresa es vulnerable a diversas patologias relacionadas con hongos tales como: el moho
gris (Botrytis cinerea), Alternaria spp. (mancha de la hoja), pudricion y marchitez de la raiz
(Fusarium oxysporum f. sp. fragariae), necrosis de la raiz (Rhizoctonia fragariae), mancha parpura
en la hoja (Mycosphaerella fragariae), cenicilla (Podosphaera aphanis) y pudricion por
(Phytophthora cactorum y P. fragariae) (Al-Rahbi et al., 2021; Ayoubi & Soleimani, 2016;
Parikka & Latvala, 2021).

Recientemente los patogenos que cominmente afectan a las raices y las coronas de las fresas,
incluyen una variedad de agentes fungicos y bacterianos que afectan los cultivos de fresas de todo
el mundo. Xanthomonas fragariae, en particular las cepas YL19 e YLX21, destacan por causar la
mancha angular de la hoja (ALS por sus siglas en ingles) y la pudricion seca de la cavidad en las

coronas de fresa, siendo YL19 mas dafiina debido a su capacidad de invasion sistémica de hojas a



coronas y de raices a hojas, y a su capacidad de causar sintomas mas graves en las coronas de fresa
tanto en condiciones de inoculacion foliar, asi como con la ayuda de heridas en la corona (Wang

et al., 2023).

Por otro lado, se ha informado de que Fusarium oxysporum f. sp. fragariae (Fof), especificamente
identificado como raza 2 en California, causa marchitez por Fusarium en fresas, superando la
resistencia en cultivares resistentes con el gen FW1 que anteriormente eran resistentes a la raza 1
de Fof, lo que indica un cambio significativo en la virulencia del patdgeno y un aumento potencial
de las pérdidas debidas a esta enfermedad (Dilla-Ermita et al., 2023a). Las especies de
Colletotrichum, incluidas C. siamense y C. fructicola, estan identificadas como las principales
responsables de la pudricion de la corona de la fresa, junto con especies de Fusarium como F.
oxysporum y F. solani, que también causan graves dafios a las raices y coronas de la fresa (Zhang
et al, 2022). Colletotrichum pandanicola, un miembro del complejo de especies C.
gloeosporioides, ha sido reportado por primera vez como causante de la pudricion de la corona por
antracnosis en fresas en China, indicando su potencial para causar serias pérdidas en la industria
de la fresa (Yan et al., 2023). Ademas, Phytopythium helicoides ha sido identificado en China como
un patogeno causante de la pudricion de la raiz y de la corona (Zhan et al., 2020). Phytophthora
cactorum, con distintos patotipos, por un lado causantes de la pudricién de la corona y otro de la
pudricidn del cuero, han sido identificado mediante anélisis gendmico, revelando diferencias en
los potenciales efectores de virulencia entre los dos patotipos, sugiriendo mecanismos para la

colonizacion especifica de tejidos de acuerdo con el patotipo (Gogoi et al., 2023).

Otro patodgeno critico es Neopestalotiopsis rosae, responsable de causar pudricion de raiz,
pudricion de corona y mancha foliar, con pérdidas significativas de trasplantes que alcanzan hasta
el 50%, esto fue observado en el Valle de Zamora, Michoacan (Rebollar-Alviter et al., 2020). En
Corea del Sur se ha notificado por primera vez la presencia de Plectosphaerella cucumerina como
patdgeno de la pudricion de la corona y la raiz de la fresa (Hassan & Chang, 2022). En Uruguay,
Dactylonectria novozelandica se ha identificado como agente causal de la necrosis de la corona y
la raiz (Vigliecca et al., 2022), mientras que Neopestalotiopsis mesopotamica se ha sefialado en
Ecuador por sintomas similares (Hidrobo-Chavez et al., 2022). Otros patogenos fungicos

significativos incluyen Macrophomina phaseolina, Verticillium dahliae y Phytophthora spp., que



se han encontrado prevalentes en el distrito de produccion de fresas de Watsonville-Salinas en

California (Steele et al., 2022).

1.4 Hongos y oomycetes de mayor importancia en la fresa en México

En México los cultivos de fresa enfrentan amenazas por diversos hongos patdgenos que afectan
raices y coronas, ocasionando pérdidas sustanciales en la produccion. La diversidad de patogenos
fungicos que afectan a las raices y coronas de la fresa en México muestran una compleja lista de
patogenos que incluyen a F. solani (Fso), Cylindrocarpon sp. (Cyl), Pythium aphanidermatum
(Pyt), Phytophthora sp. (Phy), Rhizoctonia fragariae (Rhi), Verticillium albo-atrum (Ver) y
Colletotrichum sp. (Col) se asociaron con la marchitez seca (Morales-Mora et al., 2020). Ademas,
las enfermedades causadas por F. oxysporum, Neocosmospora solani, F. moniliforme, P. fragariae,
Rhizoctonia solani, Alternaria spp., Pythium aphanidermatum, Verticillium alboatrum,
Colletotrichum spp., Cylindrocarpon sp. y Ramularia spp. causan pérdidas significativas en el

cultivo de fresa (Barcenas-Santana et al., 2019; Undurraga & Vargas, 2013).

Recientemente, Neocosmospora keratoplastica, anteriormente Fusarium keratoplasticum ha sido
identificada como causante de pudricion y marchitez de la raiz en fresas en México. Este primer
reporte en el pais destaca la amenaza que representa para la produccion de fresas en Culiacan,
Sinaloa, debido a su alta patogenicidad. (Vega-Gutiérrez et al., 2023). N. solani, otro patdgeno
importante, ha sido implicado en la marchitez de la fresa en varias regiones de México, destacando
aun mas el impacto econdomico en los productores rurales de fresa (Lezama et al., 2022). Estas
investigaciones hacen evidente la diversidad y complejidad de los patdgenos que afectan a las
raices y las coronas de las fresas. A continuacion, se resume la informacion mas relevante en
relacion a los hongos y oomicetes que mas ocurren solos o asociados a la pudricion de corona y

raiz de la fresa en México.

1.4.1 El género Alternaria

Los miembros del género Alternaria pertenecen a la familia Pleosporaceae, orden Pleosporales,

clase Dothideomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi y dominio Eukarya (Schoch et al., 2020).



Alternaria, es una de las principales especies de hongo fitopatogeno, tiene mas de 4.000 miembros
reconocidos, incluidas casi 300 especies que se encuentran en todo el mundo (Bessadat et al.,
2021). Alternaria pueden distinguirse de otros hongos por sus caracteristicas morfologicas
especificas, los aislados de Alternaria suelen tener conidios que son elipsoides u obpyriformes, con
septos transversales y longitudinales, y una superficie marron lisa (Liu et al., 2023; Ramirez-
Villacis et al., 2023). Ademas, las especies de Alternaria suelen presentar conidiéforos oscuros,
erectos o curvados, ramificados (Sun et al., 2023): Ademas, las especies de Alternaria de la seccion
Chalastospora, como Alternaria muriformis, se diferencian por su produccion de conidios

muriformes (Sun et al., 2022).

Las especies del género Alternaria son conocidos principalmente como hongos saprofitos, que
prosperan en la materia organica en descomposicion, pero algunas especies han desarrollado rasgos
patogenos, causando enfermedades en una amplia gama de cultivos mediante la explotacion de las
vulnerabilidades del hospedador y la produccion de toxinas especificas del hospedador (HST) y
toxinas no especificas del hospedador (nHST) (Dang et al., 2015; Meena et al., 2017; Thomma,
2003a). Inicialmente, las esporas de Alternaria se posan en la superficie de la planta hospedante,
donde condiciones ambientales como la temperatura y la humedad facilitan su germinacion como
en el caso de 4. alternariacida (Kokaeva & Elansky, 2023). Tras la germinacion, las especies de
Alternaria penetran en el tejido del hospedante, ya sea directamente a través de aberturas naturales
o heridas, o indirectamente mediante la produccion de enzimas que degradan las paredes celulares
de la planta. A esta penetracion le sigue la colonizacion y el desarrollo de sintomas, como manchas
foliares y tizones (Shi et al., 2023). A lo largo del proceso de infeccion, las especies de Alternaria
muestran una notable capacidad para adaptar su expresion génica para superar las defensas de la
planta, como se observa en las infecciones de A4. alternata en citricos, donde la rapida alteracion
de los patrones de expresion génica es crucial para el éxito de la colonizacion (Gai et al., 2023a).
El ciclo de vida se completa con la produccidon de nuevos conidios en el tejido infectado, que se

dispersan para iniciar nuevos ciclos de infeccion (Liu et al., 2023; Smagulova et al., 2022).

Uno de los principales modos de propagacion es a través de las semillas, donde Alternaria spp. se
transmite de las semillas infectadas a las plantulas, reduciendo significativamente las tasas de
germinacion y causando sintomas de la enfermedad como en el trigo, la albahaca y el bréocoli, entre

otros cultivos (Comby et al., 2016; Kumar et al., 2022). Ademas, Alternaria spp. puede permanecer



viable en restos de plantas enfermas y semillas infectadas durante largos periodos, sirviendo como
fuente primaria de in6culo para nuevas infecciones (Shalimar Srinagar et al., 2020). La dispersion
aérea de conidios es otro modo critico de propagacion de Alternaria spp., en el que el viento
desempefia un papel importante en la dispersion de conidios a distancias considerables (Maya-
Manzano et al., 2016). Por lo general, los tejidos debilitados, ya sea debido a estrés, senescencia o
heridas, son mas susceptibles a la infeccion por Alternaria que los tejidos sanos (Thomma, 2003b).
Ademas, los métodos de inoculacion desarrollados para Alternaria, donde implican el uso de
conidios y material vegetal infectado, subrayan la adaptabilidad de Alternaria spp. para utilizar

vectores bidticos y abidticos para su propagacion (Gai et al., 2023).

En condiciones in vitro, la produccion de conidios se lleva a cabo cuando las temperaturas varian
de 8-24 °C, los conidios maduros aparecen después de 14-24 h. Las temperaturas optimas se situan
entre 16 y 24 °C, donde el tiempo para la produccion de conidios oscila entre 12 y 14 h. La
presencia de lluvia, rocio o alta humedad son esenciales para la infeccion y se requiere un minimo
de 9-18 h para la mayoria de las especies. Una humedad continua de 24 h (a 20 °C) o superior

practicamente garantiza la infeccion (Mamgain et al., 2013).

Alternaria usualmente esta asociada al cultivo de fresa con problemas como pudriciones de fruto
(Patil & Suryawanshi, 2015) y manchas foliares (Garay-Serrano et al., 2021; Mehmood et al., 2018;
Nishikawa & Nakashima, 2019; Sun et al., 2023). Ademas, se asocia con pudriciones de raiz
(Nemec, 1976; Abdalla et al., 2018). Muchas de las fitotoxinas empleadas en la invasion fungica
son diversos metabolitos secundarios, basados en la selectividad de las fitotoxinas que pueden estar
en dos categorias: no especificas de hospedante y especificas (Ballio, 1991). Estas toxinas tienen
diversos efectos negativos en los organulos celulares, como el cloroplasto, las mitocondrias, la
membrana plasmadtica, el nucleo, los cuerpos de Golgi, etc. Las toxinas no especificas del
hospedante, como la tentoxina (TEN), el 4cido alternarico, el alternariol (AOH), el alternariol 9-
monometil éter (AME), la brefeldina A (dehidro-), el alternueno (ALT), la altertoxina-I, la
altertoxina-II, la altertoxina-III, el zinniol, el 4cido tenuazdnico (TeA), la curvularina y la
alterotoxina (ATX) I, I, III son toxinas conocidas producidas por especies de Alternaria. Por otra
parte, las especies de Alternaria producen numerosas toxinas con caracteristicas quimicas de los
¢ésteres de epoxy-decatrienoico, también llamados AK-Toxinas, AF-Toxinas , ACT-Toxinas, otros

con caracteristicas de los péptidos ciclicos como las AM-Toxinas, otros con caracteristicas de



ésteres de aminopentol llamados AAL-Toxinas y ACR-Toxinas perteneciente a los terpenoides
ademads de otros como la maculosina, la destruxina A, B, etc., que son especificas del hospedador

y se clasifican en diferentes grupos familiares (Meena & Samal, 2019).

El impacto de Alternaria spp. sobre el rendimiento y la calidad de la fruta de fresa es significativo,
como demuestran diversos estudios que destacan la patogenicidad y las pérdidas econdomicas
asociadas a este género fungico. En Dandong, China, Alternaria tenuissimay A. alternata han sido
identificados como los principales patdégenos causantes de la enfermedad de la mancha negra en
fresas, con indices de enfermedad que oscilan entre 49.6-100% y 20.4-59.5%, respectivamente, lo
que indica un impacto sustancial en el rendimiento y la calidad de la fruta (Sun et al., 2023). En
Pakistan, la incidencia de la enfermedad debida a los sintomas de la mancha negra de la hoja en las
hojas de fresa se encontr6 entre el 17 y el 55% en los campos estudiados, lo que indica un impacto
sustancial en el cultivo en esta region (Mehmood et al., 2017). En Taiwén, se observé un aumento
de la incidencia de la enfermedad de entre el 4 y el 5% en dos afios, lo que provocd importantes

pérdidas tras la cosecha (Ko et al., 2008).

1.4.2 Marchitamiento o Fusariosis de la fresa, Fusarium oxysporum f. sp.

fragarie

Los miembros del género Fusarium pertenecen a la familia Nectriaceae, orden Hypocreales, clase
Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi y dominio Eukarya (Nikitin et al., 2023). Fusarium
es un género enorme en el que se estiman mas de 1.500 especies (Arie, 2019). El patdégeno reside
en el suelo, infecta las raices y crece en el xilema, lo que da lugar a una infeccidn sistémica.
Fusarium oxysporum produce una colonia micelial de color blanco, azul palido, purpura o naranja
claro en medios estandar como el agar papa dextrosa. Los macroconidios ligeramente arqueados,
normalmente con 1 a 4 septos, se forman principalmente en los esporodoquios, y los microconidios
unicelulares, incoloros y ovalados en forma de falsa cabeza en conididforos cortos que se ramifican
desde el micelio. La pared celular de las células del micelio y/o de algunas células macroconidiales
se engrosa para formar clamidosporas, que son duraderas y sobreviven durante varias décadas en

el suelo (Koike et al., 2009; Goncharov et al., 2020; Lucas, 2020).



Inicialmente, el patogeno reside en el suelo o en restos de plantas infectadas, donde puede
permanecer latente durante largos periodos hasta que se den las condiciones favorables o haya un
hospedador susceptible (Sharma & Marques, 2018). El patogeno infecta la planta de fresa a través
de las raices, aprovechando heridas o aberturas naturales para entrar en el sistema vascular, donde
se establece y prolifera, provocando el bloqueo del transporte de agua y nutrientes dentro de la
planta (Aras & Endes, 2023). F. oxysporum f. sp. fragariae produce microconidios y
macroconidios que desempefian un papel crucial en su reproduccion y propagacion. Los
microconidios participan principalmente en el proceso de infeccion, facilitando la colonizacion de
nuevas plantas, mientras que los macroconidios contribuyen a la dispersion del patdégeno a través
del agua, el suelo y posiblemente, por actividades humanas como el movimiento de plantas
infectadas o del suelo (Henry et al., 2022). El patdégeno también puede propagarse a través de
estolones de plantas madre infectadas a plantas hijas, un proceso que puede ocurrir sin sintomas
visibles, lo que dificulta su deteccion temprana (Pastrana et al., 2019a). La transferencia horizontal
de cromosomas (THC) se ha identificado como un mecanismo que contribuye a la virulencia y
adaptabilidad del patdégeno. Este proceso permite a F. oxysporum f. sp. fragariae adquirir genes
que mejoran su patogenicidad, permitiéndole superar los mecanismos de resistencia del hospedador
(Henry et al., 2021). La aparicién de nuevas razas, como la raza 2 en California, que puede infectar
cultivares de fresa previamente resistentes, subraya la capacidad del patdégeno para evolucionar y
adaptarse con el fin de superar la resistencia genética de las plantas hospedadoras (Dilla-Ermita et
al., 2023a). Los miembros del género Fusarium estan ampliamente distribuidos en todas las
regiones geograficas del mundo, suelen vivir en el suelo o en restos vegetales, pero también se
encuentran en el aire, el agua, las plantas y los insectos (Summerell, 2019). F. oxysporum f. sp.
fragariae puede desplazarse a través de los estolones de las plantas madre infectadas y colonizar
las plantas hijas de primera generacion, ademas también puede desplazarse a través de los estolones
de las plantas hijas de primera a segunda generacion (Pastrana et al., 2019b). Las especies de
Fusarium sobreviven mejor en condiciones de humedad de 15-20% de suelo a capacidad de campo
(Manstretta & Rossi, 2016; Toropova et al., 2015). Fusarium oxyporum ha demostrado que suelos
acidos con valores de pH de 5-6 son 6ptimos para la germinacién de ambos conidios y la infeccion

de plantulas (Gordon et al., 2019).

El crecimiento del patdgeno en el xilema y la respuesta de la planta impiden el flujo de agua al

brote, lo que contribuye al desarrollo de los sintomas, incluido el retraso del crecimiento, el



marchitamiento y la muerte (Koike et al., 2009; Koike & Gordon, 2015). Los sintomas iniciales de
la marchitez vascular incluyen el aclaramiento de las venas y la epinastia de las hojas, seguidos de
atrofia, amarillamiento de las hojas inferiores, marchitez progresiva, defoliacion y finalmente

muerte de la planta (Cho & Kwak, 2022).

El acido fusarico (AF) es una de las fitotoxinas mejor documentadas producidas por Fusarium
oxysporum, conocida por su fuerte fitotoxicidad y su implicacion en enfermedades de marchitez
vascular en una amplia gama de plantas hospedantes (Guo et al., 2023). El modo de accion del AF
incluye la quelacion de iones metalicos esenciales, lo que sugiere su papel en la alteracion de los
procesos celulares de las plantas (Aras & Endes, 2023). Ademas, se ha demostrado que el acido
fusarico induce la muerte de las células vegetales a través de la disfunciéon mitocondrial, la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la alteracion de la expresion génica
relacionada con las funciones mitocondriales (Liu et al., 2020). También se han identificado en F.
oxysporum otras fitotoxinas como la beauvericina y la enniatina, la beauvericina esta implicada en
el debilitamiento y la invasion de la planta hospedante al contribuir a la degradacion de la pared
celular de la planta, un proceso facilitado por la produccion por parte del patégeno de enzimas que
degradan la pared celular(Agudo-Jurado et al., 2023). Se ha demostrado que estos
ciclohexadepsipéptidos, incluida la enniatina A, inf{luyen en papel la agresividad de Fusarium
avenaceum sobre los tubérculos de patata, lo que sugiere un similar en las interacciones F.
oxysporum-hospedador (Valenti et al., 2023). Estos compuestos, enniatina, la beauvericina A, junto
con el &cido fusarico, no son especificos del hospedador, lo que indica su posible implicacién en
enfermedades de diferentes especies vegetales, incluidas las fresas afectadas por Fusarium

oxysporum f. sp. fragariae (Eranthodi et al., 2020; Liuzzi et al., 2017).

Fusarium oxysporum ha surgido como una amenaza significativa para la produccion de fresas,
causando la marchitez que conduce a considerables pérdidas de cosechas en todo el mundo. En
Jordania, el primer informe sobre la marchitez de la fresa causada por F. oxysporum puso de
manifiesto una incidencia alarmante en la que aproximadamente el 30% de la cosecha comercial
de fresas presentaba sintomas de marchitez y colapso de la planta (Tahat et al., 2023). Del mismo
modo, en Serbia, alrededor del 25% de las plantas de fresa de un cultivo comercial mostraron
sintomas de marchitez y colapso de la planta, lo que indica el potencial de la enfermedad para

afectar a una parte significativa de la produccion (Stankovi¢ et al., 2014). Se ha observado que la
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marchitez por Fusarium, causada por Fof, afecta del 5 al 10% de los cultivos comerciales de fresa

en Culiacan, Sinaloa, lo que indica un impacto notable en la industria (Vega-Gutiérrez et al., 2023).

1.4.3 Pudricion de raiz, Cylindrocarpon destructans

Los miembros del género Cylindrocarpon pertenecen a la familia Nectriacea, orden Hypocreales,
clase Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi y dominio Eukarya (Schoch et al., 2020). La
morfologia de C. destructans presenta caracteristicas distintas en diversos estudios, el hongo es
conocido por su micelio blanco que cambia a color 6xido con la edad, y las superficies adaxiales
de los cultivos se vuelven negras. Los conididforos oscilan entre 13.6 y 167.3 x 1.4y 21.8 um, y
muestran uno o varios niveles de ramificacion. Los microconidios no son septados, midiendo de
4.1 a9.5x2.7a4.1 um, mientras que los conidios presentan de 1 a 4 septos, siendo los de 4 septos
de 32.6 a 50.3 x 5.4 a 6.8 um. Las clamidosporas son abundantes, de color dorado a marrén, y
pueden tener hasta 21.8 um de diametro. En el caso del cultivo de fresas, el hongo forma limo
conidial de color crema a beige, con macroconidios rectos o ligeramente curvados, en su mayoria
con 1-3 septos, y de 22 a45 x 5.0 a 6.0 um (Mao et al., 2014; Adhikari et al., 2013; Chaverri et al.,
2011).

El patogeno no muestra especificidad de hospedador, ya que se ha descubierto que infecta una
amplia gama de plantas, incluyendo vides, ginseng y varios arboles frutales, lo que indica su
naturaleza versatil en la seleccion de hospedadores (Thomidis & Kazantzis, 2023a). Después de la
germinacion de los conidios, C. destructans penetra en la planta hospedante, a menudo a través de
las raices, provocando el desarrollo de lesiones necrdticas negras y hundidas en las raices y la base
del tronco en la vid, y sintomas similares en otros hospedantes (Mao et al., 2014). La capacidad del
patdgeno para causar la enfermedad esta significativamente influenciada por su virulencia, ya que
algunos aislados causan lesiones en raices maduras no heridas, mientras que otros requieren heridas
preexistentes (Zoutman & Sigler, 1991). Esto sugiere que el patdgeno puede penetrar directamente
en los tejidos del hospedante o aprovechar las heridas para iniciar la infeccion. Durante el proceso
de infeccion, C. destructans produce enzimas como la pectinasa y la polifenoloxidasa, que facilitan
la penetracion en los tejidos y la colonizacién al romper las paredes celulares de las plantas

(Sanchez et al., 2002). El crecimiento y la propagacion del patogeno dentro del hospedante se ven
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favorecidos por la produccion de microconidios y clamidosporas, que contribuyen a su

supervivencia y diseminacion (Petit & Gubler, 2007).

Cylindrocarpon destructans se desarrolla en un rango de temperaturas de 10 a 30 ° C, siendo 20 °
C la 6ptima para el crecimiento del micelio y la germinacion de los conidios. La humedad también
es un factor critico, ya que requiere al menos 6 horas de humedad continua a 20 ° C para iniciar la
germinacion de los conidios, que aumenta con la exposicion prolongada a la humedad hasta 36 h
(Thomidis & Kazantzis, 2023). Las plantas de fresa infectadas por Cylindrocarpon exhiben

marchitamiento y necrosis radicular (Adhikari et al., 2013; Lohrer et al., 2022).

144 Pudricion carbonosa, Macrophomina phaseolina

Este hongo pertenece a la familia Botryosphaeriaceae, como se ha puesto de manifiesto en estudios
que han explorado su diversidad genética y patogenicidad en diferentes hospedantes y ubicaciones
geograficas (Weiland, 2022). Las especies de Macrophomina son hongos fitopatdégenos
necroétrofos, transmitidos por las semillas y por el suelo, que causan la pudricion carbonosa y la
pudricidn seca de las raices en mas de 500 especies de plantas (Duvnjak et al., 2023; Khoo et al.,
2023). La clasificacion taxondémica de Macrophomina phaseolina ha evolucionado
significativamente con el tiempo, reflejando los avances en filogenética molecular y el
descubrimiento de especies cripticas dentro del género Macrophomina. Inicialmente considerada
monotipica, con M. phaseolina como Unica especie, estudios recientes han desvelado una
taxonomia mds compleja dentro de este género. Los andlisis filogenéticos multilocus han
identificado varias especies cripticas, incluyendo M. euphorbiicola, M. pseudophaseolina, M. tecta
y M. vaccinii, junto a la mundialmente distribuida M. phaseolina (Poudel & Vaghefi, 2023). M.
phaseolina se caracteriza por hifas hialinas de paredes finas a marrén claro o marrén oscuro con
septos. Las ramificaciones de las hifas principales se forman generalmente en angulo recto sobre
las hifas progenitoras con constriccion en el punto de origen. Los microesclerocios, una masa
compacta de micelio fingico endurecido, son esféricos, ovalados u oblongos, de color marrén claro
en la fase joven que se oscurece (de marrdn a negro) con el envejecimiento. Los picnidios, que rara
vez se observan en condiciones naturales, son mas grandes que los microesclerocios, de color

marron oscuro a negro, rugosos, globosos o irregulares, picudos y ostiolados (Lakhran et al., 2018).
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Este patdgeno transmitido por el suelo causa enfermedades graves como la pudricion de la corona
y de la raiz en las fresas, y su prevalencia esta aumentando debido a la eliminacion progresiva del
bromuro de metilo y a las condiciones favorecidas por el calentamiento global (Khan & Javaid,
2023). El patogeno sobrevive en el suelo mediante la produccioén de microesclerocios, estructuras
muy resistentes que le permiten persistir e infectar cultivos posteriores (Pickel et al., 2020). M.
phaseolina infecta las plantas de fresa colonizando el sistema radicular, lo que conduce al
desarrollo de la pudricion carbonosa. La enfermedad se manifiesta normalmente después de que
las plantas estén bien establecidas, causando marchitamiento, colapso y pérdidas significativas de
rendimiento (Baggio et al., 2019; Peres et al., 2018). La capacidad del hongo para sobrevivir en los
restos de fresa durante el verano, incluso después de la fumigacion del suelo, supone una amenaza
continua para los nuevos trasplantes (Baggio et al., 2018). Esta resistencia se atribuye a la
capacidad de los microesclerocios de permanecer viables en el suelo y en el material vegetal
infectado, sirviendo como fuente de indculo para la siguiente temporada de plantacion (Abied &

Duzan, 2020).

El hongo prospera a altas temperaturas, con una temperatura Optima de crecimiento identificada en
30 °C para la mayoria de los aislados, aunque algunos aislados del norte de Italia mostraron
adaptabilidad tanto a temperaturas mas bajas como a 35 °C (Cohen et al., 2022). El éxito del
patogeno también esta significativamente influenciado por las condiciones ambientales, como las
encontradas en el area mediterranea y el sureste de EE.UU. caracterizadas por veranos largos,
calurosos y secos, sin lluvia y suelos saturados en invierno o condiciones calurosas y de sequia en
verano, respectivamente (Pickel et al., 2020). Ademas, la capacidad de M. phaseolina para causar
enfermedades en un amplio rango de hospedantes, incluyendo cultivos importantes como fresas,
soja, girasol y yuca, se ve facilitada por su diversidad genética y la presencia de varios fenotipos

bioldgicos dentro de sus poblaciones (Manici et al., 1995; Pederson et al., 2000; Wang et al., 2023).

La principal sintomatologia de la infeccion por M. phaseolina en fresas incluye la pudricion de la
corona y de la raiz, que es consecuencia directa de la agresiva colonizacion y destruccion del
sistema vascular de la planta por parte del patogeno que impide la absorcion de nutrientes y agua.
Esto conduce al marchitamiento, oscurecimiento y muerte final de la planta (Pickel et al., 2020;
Rangel-Montoya et al., 2022). Un aspecto critico de su virulencia y patogenicidad se atribuye a la

produccion de diversos metabolitos secundarios. La investigacion ha identificado varias fitotoxinas
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potentes producidas por M. phaseolina, incluyendo (-)-botryodiplodin, phaseolinone y mellein,
aunque no todos los aislados producen estas toxinas sugiere la presencia de otros factores de
virulencia (Khambhati et al., 2020, 2023a). Andlisis posteriores de aislados de M. phaseolina
procedentes de plantas de soja con la enfermedad de la pudricion carbonosa revelaron la produccion
de metabolitos secundarios adicionales como el acido kojico, la moniliformina, el acido orsellinico
y la ciclo [L-prolina-L-tirosina], junto con una serie de metabolitos observados con menor
frecuencia como la cordicepina, la emodina, la endocrocina, la citrinina, el acido gliocladico, la
infectopirona, el 4cido metilorsellinico, la monocerina y la N-benzoil-L-fenilalanina (Orrego et al.,
2022). La exploracion del genoma flingico también ha llevado al descubrimiento de nuevos
compuestos, como el phasedlido A, un macrolido de 12 miembros, ampliando atn mas el repertorio

quimico conocido de M. phaseolina (Dezaire et al., 2020).

En California, un estudio realizado en el distrito de produccion de Watsonville-Salinas revel6 que
M. phaseolina se detect6 en el 29.7% de las muestras recogidas de plantas de fresa sintomaticas,
lo que indica una presencia sustancial del patogeno (Steele et al., 2022a). En Florida, a pesar de la
fumigacion del suelo, se observo cerca de un 30% de mortalidad de las plantas en los camas con
cubierta plastica que fueron utilizadas durante una segunda temporada, lo que indica el alto riesgo
y las pérdidas potenciales asociadas a este patogeno (Burkhardt et al., 2018). Las investigaciones
dirigidas a identificar cultivares de fresa resistentes han mostrado distintos niveles de
susceptibilidad entre las diferentes variedades. Por ejemplo, en un ensayo realizado en invernadero,
los cultivares 'Albion' y 'Camarosa' resultaron tener una susceptibilidad similar, mientras que otros
cultivares mostraron tolerancia o resistencia (Baggio et al., 2019). Esta variabilidad en la respuesta
de los cultivares subraya la complejidad de la obtencion de resistencia y la necesidad de una
investigacion especifica para desarrollar genotipos de fresa mas resistentes. En regiones como el
este de Tripoli, el 90% de las plantas de fresa analizadas (cv. Fortuna) mostraron sintomas de
marchitamiento y colapso, atribuidos directamente a la infeccion por M. phaseolina (Pickel et al.,

2020).
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1.4.5 Pudricion de la raiz, corona y mancha foliar por Neopestalotiopsis rosae

La clasificacion taxonomica del género Neopestalotiopsis la sitia dentro de la familia
Pestalotiopsidaceae, que forma parte del orden Sordariomycetes. Esta clasificacion estd respaldada
por andlisis filogenéticos moleculares que utilizan secuencias de genes concatenados, incluyendo
el espacio-transcrito interno (ITS) del rDNA, la B-tubulina (tub) y el factor de elongacion de la
traduccion 1-a (tef1) (Jiang et al., 2022). N. rosae se caracteriza por formar acérvulos que producen
conidios de cinco células, entre fusiformes y elipsoidales, los conidios con dos células centrales de
color marron y las células basales hialinas con pared fina de forma obconica, los conidios miden
de 22-37 um de longitud y entre 7.5 a 9.5 um de ancho. El ostiolo es prominente y esta rodeado
por un collar de células hialinas. El himenio es liso y de color oscuro, y contiene ascas que a su vez
contienen ascosporas cilindricas (14-23 pm de largo x 4-6 um de ancho) y con una sola septa. Los
apéndices basales no ramificados (5-8 um de longitud) (Ma et al., 2023; Maharachchikumbura et
al., 2014; Rebollar-Alviter et al., 2020).

El proceso de infeccion de Pestalotiopsis longisetula sobre hoja ocurre cuando los conidios
germinan a las 48 h, luego a las 72 h ya se observa la formacion del tubo germinativo, posterior a
las 96 h las hifas crecen intra e intercelularmente en el parénquima, mostrandose los acérvulos en
la superficie de la hoja y finalmente a las 144 h los conidios son liberados de los acérvulos
(Rodrigues et al., 2014). En recientes estudios, los aislados reportados en el pasado como P.
longisetula deben ser clasificados como Neopestalotiopsis rosae (Baggio et al., 2021). La principal
fuente de indculo para las epidemias son los trasplantes de fresa infectados procedentes de viveros
especificos. Sin embargo, el patdgeno puede propagarse a otros campos locales. La enfermedad se
ve favorecida generalmente por lluvias consecutivas y prolongadas, y por temperaturas superiores
a50°F (10 ° C), con un 6ptimo entre 77 ° F y 86 ° F (25 ° Cy 30 ° C). El hongo produce conidios
en la superficie de los tejidos infectados que pueden propagarse por el agua, la maquinaria agricola
y los trabajadores del campo durante las operaciones de cosecha y limpieza. En condiciones

favorables, el patogeno se disemina muy rapidamente (Baggio & Peres, 2020; Wu et al., 2020).

Los conidios germinan a las 48 h y a las 72 h se observa la formacion del tubo germinativo,

posterior a las 96 h las hifas crecen intra e intercelularmente en el parénquima, mostrandose los
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acérvulos en la superficie de la hoja y finalmente a las 144 h los conidios son liberados de los

acérvulos (Rodrigues et al., 2014).

Las especies de Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis son conocidas por causar una variedad de
enfermedades en las plantas, como pustulas, muerte regresiva de los brotes, manchas en hojas,
tizon de la punta, tizon gris, cancro, clorosis severa, y diversas enfermedades postcosecha (Crous
et al., 2011; Maharachchikumbura et al., 2012, 2013). Neopestalotiopsis rosae en fresas de
trasplante presenta manchas pequefias de color café las cuales progresan concéntricamente, estas
manchas en las hojas se extendieron en una amplia area de la hoja resultando en severo
atizonamiento, sobre los peciolos lesiones hundidas de color marron oscuro el cual progresa hacia
la base del peciolo causando marchitez de las hojas, los sintomas en raiz muestran coloraciones
café oscuro, la coronas muestran areas enrojecidas irregulares con bordes de color marrén oscuro
(Essa et al., 2018; Rebollar-Alviter et al., 2020b; Sun et al., 2021). Los sintomas son mas evidentes
en plantaciones de fresa al aire libre y expuestas a la lluvia que en aquellas establecidas en tuneles
con temperaturas entre 23 y 27 ° C (Rebollar-Alviter et al., 2020). Los sintomas de la mancha foliar
y la pudricion del fruto por Neopestalotiopsis son muy similares a los de otras enfermedades de la
fresa, lo que dificulta el diagndstico sobre el terreno. Por ejemplo, la pudricion de la corona y los
sintomas de muerte de Neopestalotiopsis pueden confundirse facilmente con pudricion de la corona

causados por oomycetos u hongos responsables del sintoma de antracnosis (Holland, 2021).

En el centro de California, una importante zona de produccion de fresas, la incidencia de la
enfermedad debida a N. rosae se estimé en el 60% de un campo de 20 acres, lo que indica un
impacto sustancial en la industria local de la fresa (Lawrence et al., 2022). En Taiwan, la
introduccion de N. rosae ha provocado hasta un 30% de pérdida de plantas tras el trasplante en el
principal cultivar de fresa 'Xiang-Shui', que habia sido adoptado por su tolerancia a la antracnosis
(Wu et al., 2021a). En México, concretamente en el Valle de Zamora, Michoacan, las pérdidas de
trasplantes debidas a N. rosae alcanzaron hasta el 50%, lo que pone de manifiesto el grave impacto

de este patdgeno en la produccion local de fresas (Rebollar-Alviter et al., 2020).
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1.4.6 Pudricion de corona por Phytophthora spp., y Pythium sp.

Los géneros Phytophthora y Pythium, pertenecen al phylum Oomycota, representan patégenos de
gran relevancia. Phytophthora se clasifica dentro de la clase Oomycetes, orden Peronosporales, y
familia Peronosporaceae, mientras que Pythium pertenece al orden Pythiales y la familia
Pythiaceae (Agrios, 2005), el phylum Oomycota agrupa organismos diploides relacionados con
protistas y algas, debido a la similitud en la reproduccion asexual con esporas moéviles flageladas
(Bouwmeester et al., 2018). Estos oomycetos son causantes de varias enfermedades que impactan
significativamente el vigor y la productividad de los cultivos de fresa. Se han reportado 12 especies
de Phytophhthora que afectar el cultivo de fresa causando pudricidn en raiz, P. fragariae presenta

una distribucion cosmopolita en el cultivo, causando colapso de la planta (Moralejo et al., 2008).

Los sintomas causados por Phytophthora incluyen la pudricion de la corona y raiz, donde se
observa una decoloracion marrén y el ablandamiento de las coronas y raices, asi como la
podredumbre de frutos caracterizada por manchas oscuras y una consistencia blanda y acuosa en
los frutos afectados (Meszka & Michalecka, 2016). Por otro lado, Pythium es responsable del
amarillamiento y la marchitez de las plantas, atribuibles a dafios en el sistema radicular, ademas de
la pudricion de corona y raiz, manifestada por una decoloracién marrén y textura blanda en las

raices (Ibafiez et al., 2022).

Ambos patdogenos se desarrollan 6ptimamente bajo condiciones de alta humedad y temperaturas
especificas. Phytophthora se desarrolla en rangos de temperatura de 20°C a 30°C, y su desarrollo
es especialmente favorecido por la saturacion del suelo. En contraste, Pythium prefiere
temperaturas mas frescas, entre 15°C y 25°C, y es particularmente prevalente en suelos saturados

o mal drenados (Ibafiez et al., 2022; Raftoyannis & Dick, 2006).

1.4.7 Marchitez vascular por Verticillium sp.

Verticillium pertenece al reino Fungi, division Ascomycota, siendo clasificado dentro de la clase
Sordariomycetes y orden Hypocreales. Su ubicacion en la familia Plectosphaerellaceae, conocido
por su interaccion patogenica con las plantas (Dung, 2020). Este hongo filamentoso se caracteriza
por un micelio que puede aparecer blanco o ligeramente rosado. Produce esporas hialinas y
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unicelulares en conidioforos que muestran ramificaciones verticiladas, tipicas del género

(Inderbitzin & Subbarao, 2014).

Verticillium se desarrolla optimamente en temperaturas entre 20°C y 24°C y requiere sustratos
ricos en materia organica (Diehl et al., 2013). Su capacidad para formar microesclerocios le permite
persistir en suelos incluso en ausencia de cultivos susceptibles, lo que complica su manejo
(Klosterman et al., 2009). Los dias frescos y nublados intercalados con dias célidos y luminosos
son los mas propicios para el desarrollo de la marchitez por Verticillium. La infeccion y el
desarrollo de la enfermedad se producen cuando la temperatura del suelo oscila entre 12 °y 30 °
C, con una optima de 21° a 24° C. La marchitez por Verticillium se encuentra sobre todo en la zona

de clima templado (Papaioannou et al., 2013).

La marchitez por Verticillium, causada por este patdgeno, se manifiesta inicialmente con
amarillamiento y marchitez progresiva de las hojas, comenzando por las mas bajas (Ebihara et al.,
2010; Papaioannou et al., 2013). La enfermedad puede conducir a pérdidas significativas en la
produccion de fresa, afectando tanto la cantidad como la calidad de los frutos (Ebihara et al., 2010).
El sintoma mads caracteristico de la marchitez por Verticillium es el marchitamiento repentino de la
planta durante los periodos de calor y la muerte o necrosis de las hojas mas viejas alrededor de la
circunferencia de la planta, produciendo un efecto de halo alrededor de las hojas verdes mas

jovenes en el centro (Ebihara et al., 2010; Inderbitzin & Subbarao, 2014).

El nimero de hospedantes se aproxima a 200, principalmente especies dicotiledoneas que incluyen
cultivos anuales y perennes de alto valor (Inderbitzin et al., 2011) como la papa (Solanum
tuberosum), el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), el algodon (Gossypium hirsutum L.) y la
fresa (Fragaria x ananassa) (Bhat & Subbarao, 1999; Malcolm et al., 2013a). Dentro del grupo
Verticillium, V. dahliae, V. albo-atrum, V. longisporum y V. tricorpus son patdégenos de plantas
bien conocidos por sus morfologias y ocurrencias geograficas (Dung, 2020; Papaioannou et al.,
2013). Las otras especies que pertenecen al género Verticillium son: V. isaacii, V. klebahnii, V.
zaregamsianum, V. alfalfae, V. Nonalfalfae y V. nubilium (Inderbitzin et al., 2011; Inderbitzin &
Subbarao, 2014). Verticillium dahliae es el miembro mas ampliamente distribuido dentro del grupo
Verticillium, con un rango de hospedantes mas amplio que otras especies patdgenas de Verticillium

(Malcolm et al., 2013).
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1.5 Interacciones entre patogenos

Los patdgenos de las plantas interactiian directamente entre si de diversas y complejas maneras
donde estas interacciones pueden ser competitivas, cooperativas o neutras, dependiendo de los
patoégenos implicados y de las condiciones ambientales. La competencia se observa a menudo en
los sistemas de coinfeccion, en los que multiples especies y/o genotipos de patdogenos infectan al
mismo hospedante, estos pueden desarrollar barreras fisicas o utilizar toxinas para excluir a sus
competidores de nichos con gran densidad de recursos (Bellah et al., 2022). Como ejemplo,
diferentes cepas del hongo patdgeno del trigo Zymoseptoria tritici mostraron exclusion competitiva
dependiendo de su genotipo cuando se co-cultivaron, lo que indica que la competencia
intraespecifica puede influir en los resultados de la enfermedad (Bellah et al., 2023). Por otro lado,
interacciones cooperativas pueden ocurrir y suceden cuando los patdogenos mutuamente se
proporcionan sefiales bioquimicas esenciales para la patogénesis o a través de la complementacion
funcional, en la que intercambian recursos necesarios para la supervivencia (Li et al., 2022). Estas
interacciones sinérgicas entre diferentes patdégenos de plantas pueden dar lugar a complejos de
enfermedades mas graves, lo que complica la gestion de la enfermedad (Botero et al., 2018).
Ademas, los patdégenos pueden coexistir de forma estable dentro de un hospedador a través de la
especializacion de nicho, donde cada patdégeno ocupa un nicho distinto que minimiza la
competencia directa (Abdullah et al., 2017). Esta coexistencia se ve facilitada por la compleja
interaccion de los efectores de los patogenos, que son proteinas secretadas que manipulan la
fisiologia de las células del hospedante y las respuestas inmunitarias para favorecer la infeccion
(Leonard et al., 2017). El espacio apoplastico, que actiia como primer campo de batalla entre
plantas y patdgenos, es un lugar critico para estas interacciones, donde las proteinas secretadas y

los metabolitos tanto del hospedante como del patdgeno median en su relacion (Li & Zhang, 2016).

El andlisis de los determinantes fisiologicos y moleculares que explican el éxito de la infeccion y
la eventual enfermedad en las plantas son un tema de gran interés cientifico (Hok et al., 2010).
Gran parte del conocimiento actual sobre la biologia de poblaciones y la ecologia de los patdgenos
fungicos del suelo se ha derivado de la investigacion basada en poblaciones recuperadas de plantas
que muestran sintomas de enfermedad o del suelo asociado con plantas sintomaticas.
Histoéricamente, las enfermedades de las raices han sido un problema que limita la produccion de

la industria de la fresa en todo el mundo (Malcolm et al., 2013b). La infeccion por multiples
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patogenos es de particular interés ya que nos permite comprender la virulencia de los patdégenos y
resalta la alteracion del curso normal y la gravedad de la enfermedad causada por mas de un solo
patogeno (Fitt et al., 2006; Lamichhane & Venturi, 2015). Las interacciones sinérgicas entre
patogenos en plantas conducen a una mayor gravedad de la enfermedad, fuera o dentro de la planta
lo que probablemente esté determinada por diversos rasgos, incluidos la capacidad metabdlica y la

capacidad de superar las respuestas inmunes del hospedero (Bellah et al., 2023).

La dinamica de la interaccion se complica ain mas por las respuestas inmunitarias de la planta,
aunque algunos patdégenos han desarrollado estrategias para subvertir estas defensas y las
respuestas inmunitarias provocadas por otro patégeno (Gupta et al., 2015). Ademas, los circuitos
genéticos y las vias de sefializaciéon de los patogenos estan finamente afinados para detectar
hospedantes potenciales y coordinar los programas de supervivencia y virulencia, lo que les permite

adaptarse a diversos estimulos ambientales y vegetales (Lamichhane & Venturi, 2015).

1.6 Mecanismos de defensa de la planta

Las plantas de fresa emplean diversos mecanismos de defensa para protegerse contra los patogenos,
aprovechando tanto la inmunidad innata como las respuestas de resistencia inducida. La activacion
de la inmunidad de la planta implica varias vias bioquimicas y moleculares, a menudo iniciadas
por la detecciéon de patrones moleculares asociados a patégenos (MAMP) o la aplicacion de
elicitores que imitan estos patrones. Por ejemplo, la flagelina polar AzFlap REC3 de Azospirillum
brasilense actia como un MAMP, desencadenando respuestas de defensa en las plantas de fresa
contra el hongo patdogeno Macrophomina phaseolina, incluyendo la acumulaciéon de especies
reactivas del oxigeno (ROS), 4cido salicilico, callosa, lignina y la expresion de genes relacionados
con la defensa (Elias et al., 2021). Se ha demostrado que los brasinoesteroides, como el 24-
epibrasinolide y un andlogo espirostanico del brasinoesteroide DI-31, inducen proteccién contra
Colletotrichum acutatum aumentando la produccion de H>O», O27, NO, cristales de oxalato célcico
y promoviendo una mayor deposicion de callosa y lignina (Furio et al., 2019). Del mismo modo,
la aplicacion de Acibenzolar-S-metil (ASM) y proteina Harpin ha sido eficaz para reducir la
incidencia de Botrytis cinerea en fresas mediante la induccion de la actividad de la fenilalanina

amonio-liasa (PAL), una enzima clave en la respuesta de defensa (Scariotto et al., 2021). A nivel
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genético, el gen FAWRKY 1 desempeia un papel complejo en la defensa de la fresa, actuando como
regulador negativo de la resistencia a C. acutatum, lo que contrasta con su papel regulador positivo
en Arabidopsis frente a patogenos bacterianos (Higuera et al., 2019). Se ha observado que el cultivo
continuo afecta al crecimiento de la planta de fresa e induce la expresion de genes relacionados con
la defensa, incluidos los factores de transcripcion WRKY y los genes de la peroxidasa, lo que pone
de manifiesto una reasignacion de recursos hacia los mecanismos de defensa y no a la produccion
(Chen et al., 2022). Ademads, la interaccion entre las plantas de fresa y patdgenos como
Colletotrichum fructicola implica una respuesta transcriptomica dindmica, en la que la planta
utiliza tanto la inmunidad desencadenada por PAMP como la desencadenada por efectores, y
depende en gran medida de la sefalizacion del 4cido salicilico como mecanismo central de defensa
(Zhang et al., 2018). Se ha dilucidado el papel de la sefalizacion del etileno (ET) en la defensa de
la fresa, con hallazgos que indican que la biosintesis y la percepcion del ET son cruciales para la
activacion de la inmunidad innata de la planta tras el tratamiento con elicitores fingicos como la
subtilisina elicitora de Acremonium strictum (AsES) (Perato et al., 2020). Por ultimo, la interaccion
entre la fresa y Podosphaera aphanis destaca la importancia de las vias de senalizacion SA y JA,
con un pretratamiento con SA que conduce a la acumulacion de proantocianidinas y a la activacion

de genes relacionados con la patogénesis (PR) (Feng et al., 2020).
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CAPITULO I

EFECTO DE LA COINOCULACION DE HONGOS Y OOMYCETOS EN EL
DESARROLLO DE LA PRUDICION DE RAIZ Y CORONA DE LA FRESA

1 INTRODUCCION

La produccion de fresa (Fragaria x ananassa) enfrenta numerosos desafios fitopatoldgicos que
afectan tanto la cantidad como la calidad del cultivo, resultando en pérdidas economicas
significativas a nivel mundial (Dilla-Ermita et al., 2023; Holmes et al., 2020; Pincot et al., 2020).
Entre los patégenos mas perjudiciales se encuentran los hongos y oomycetos que infectan raiz y
corona, entre ellos Fusarium sp., Cylindrocarpon sp., Macrophomina sp., Phytophthora sp. y
Neopestalotiopsis sp. y Alternaria sp., (Shrestha et al., 2023; Steele et al., 2022; Zhang et al.,
2022). Estudios previos han demostrado que estos patdogenos pueden causar dafos significativos
de manera individual, pero sus efectos combinados bajo condiciones de coinoculacion no han sido
ampliamente investigados debido a la compleja dindmica de la enfermedad (Dominguez-Begines

et al., 2021; O’Keeffe et al., 2021).

Esta confusion en el alcance de las interacciones surge debido a varios estudios, por ejemplo, un
articulo publicado usando andlisis metagendmicos se identificd diferentes comunidades fungicas
interactuando en diferentes drganos de la fresa en el que Botrytis y Cladosporium representaron el
70-99% de la abundancia relativa y en donde las hojas mostraron la mayor diversidad fungica
seguido de las flores y frutos. (Abdelfattah et al., 2016; Li et al., 2023). En la parte subterrdnea,
especificamente sobre la pudricion de la corona de la fresa en la cual intervienen multiples especies
fingicas, en las que se incluyen a Colletotrichum siamense, C. fructicola, Fusarium oxysporum 'y
otros, que varian en el grado de virulencia y causan sintomas graves que van desde manchas negras

hasta la muerte de la planta (Zhang et al., 2022).

En otros sistemas se ha demostrado que las coinfecciones pueden dar lugar a sintomas graves en
comparacion con las infecciones Unicas, de acuerdo a un articulo publicado en donde las plantas

de ardndano debido a la coinfeccion por Neofusicoccum parvum o Lasiodiplodia theobromae y
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Macrophomina phaseolina provocd una mayor gravedad de la enfermedad en comparacién con
infecciones unicas, lo que indica que la coinfeccion de la raiz puede intensificar la gravedad de la
enfermedad en funcion de la combinacion de patdgenos y del cultivar de la planta (Avilés et al.,
2021). En el trigo, las coinfecciones por diferentes cepas de Zymoseptoria tritici, dieron lugar a
resultados complejos, donde algunas combinaciones dieron lugar a un mayor desarrollo de la lesion
que en las infecciones por una sola cepa, lo que sugiere que las interacciones entre patdogenos
pueden alterar significativamente la dinamica de la enfermedad (Bellah et al., 2022). Similarmente,
la coinfeccion de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani en alfalfa provoco una enfermedad
mas grave y mayores reducciones en el crecimiento y la atribucion de biomasa que las infecciones

individuales (Fang et al., 2021)

La coinoculacion de hongos y oomycetos puede influir en la expresion y progresion de los sintomas
de marchitez en las plantas de fresa, siendo crucial comprender estas interacciones para desarrollar
estrategias de manejo efectivas (Susi et al., 2015). Los objetivos de este estudio fueron: a)
determinar la variacion en la expresion de sintomas de marchitez en plantas de fresa como respuesta
a la coinoculacidon de hongos y oomycetos y b) Determinar el desarrollo de la marchitez de plantas

de fresa en respuesta a la coinoculacion de hongos y oomycetos asociados a raiz y corona.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de las Cepas

Las cepas de hongos y oomycetos empleadas en este estudio fueron proporcionadas por el
laboratorio de la Universidad Auténoma Chapingo, campus CRUCO. Estas cepas fueron
previamente aisladas de tejidos de raiz y corona de plantas de fresa de las variedades Albion y
Fortuna. De plantas de la variedad Albion, originarias de Irapuato, Guanajuato, se aislaron las cepas
de Alternaria sp. (Alt-80) y Fusarium sp. (Fus-389) de tejidos de raiz y corona, respectivamente.
De la variedad Fortuna, procedente del Valle de Zamora, Michoacan, se obtuvo la cepa de
Cylindrocarpon sp. (Cylin-367) de tejido de raiz. Ademas, de una variedad de fresa no
documentada, se aislaron las cepas de Macrophomina sp. (Macro-378) y Phytophthora sp. (Phyto-
2) de tejido de corona y raiz, respectivamente. Finalmente, se incluy6 en el estudio la cepa M5

identificada como Neopestalotiopsis rosae.
2.2 Preparacion de cultivos monoconidiales

Las cepas de hongos fueron activadas en placas de Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) para
los hongos. Las placas se incubaron a temperatura del laboratorio (22+ 4°C; 12:12 L:O) por 7 dias.
De las areas esporuladas de las cepas crecidas, se cortaron dos discos de aproximadamente 5
milimetros de didmetro utilizando un sacabocados de metal estéril. Estos discos de micelio se
trasladaron asépticamente a un tubo que contenia 9 mL de agua estéril, agitando brevemente por 5
segundos en un vortex (VWR, Analog Vortex Mixer). Posteriormente, se transfirié 1 mL de esta
suspension a un nuevo tubo con 9 mL de agua estéril, repitiendo este proceso hasta alcanzar una
dilucion de 107, Con una micropipeta (Eppendorf) de 100 microlitros, se depositaron varias gotas
de la suspension de esporas diluida sobre la superficie de una nueva caja de Petri con agua agar.
Las esporas se esparcieron inclinando suavemente la placa en diferentes direcciones. Las placas se
incubaron a temperatura del laboratorio durante 24 horas. Tras la germinacion de la estructura, se
selecciond una Unica colonia tipica del hongo en un microscopio estereoscopico (Zeigen) y se

transfirid a una nueva caja de Petri con PDA (May, 2024).
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Los oomycetos fueron activadas en placas de Petri con medio jugo V8 en oscuridad a temperatura
del laboratorio. Después de 7 dias de crecimiento utilizando un microscopio se revisaron las cajas
para confirmar la presencia de esporangios. Para la induccién de zoosporas se agregaron 2 mililitros
de agua estéril, las cajas se coloraron a 4°C durante 1 hora y se volvieron a colocar a temperatura
ambiente (Judelson & Blanco, 2005; Latijnhouwers et al., 2003). Con la ayuda de una micropipeta
se colectaron 1 mililitro de la suspension la cual se colocd en un tubo que contenia 9 mL de agua
estéril y se agitd6 brevemente por 5 segundos en un vortex (VWR, Analog Vortex Mixer).
Posteriormente, se transfirio 1 mL de esta suspension a un nuevo tubo con 9 mL de agua estéril,
repitiendo este proceso hasta alcanzar una dilucién de 10~. Con una micropipeta (Eppendorf) de
100 microlitros, se depositaron varias gotas de la suspension de esporas diluida sobre la superficie
de una nueva caja de Petri con agua agar. Las esporas se esparcieron inclinando suavemente la
placa en diferentes direcciones. Las placas se incubaron a temperatura del laboratorio durante 24
horas a oscuridad. Tras la germinacion de la estructura, se seleccion6 una tnica colonia tipica del
hongo y con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeigen) se transfirid la punta de hifa a

una nueva caja de Petri con medio jugo V8 (Werres, 2015).

2.3 Incremento de cepas

El incremento de los hongos se realizé en granos de arroz utilizando matraces Erlenmeyer estériles
de 250 ml, a los cuales se afiadieron 50 g de arroz y 50 ml de agua estéril. Los matraces se
esterilizaron dos veces en una olla de presion a 15 1b, enfridandolos entre cada ciclo. A partir de una
cepa con 7 dias de crecimiento, se introdujeron 15 discos de micelio en los matraces (Zulfiana et
al., 2020). Los matraces correspondientes a los aislados Alt-80 de Alternaria sp. y Fus-389 de
Fusarium sp. se incubaron durante 14 dias a 27°C, con un ciclo de 12 horas luz/12 horas oscuridad,
(Zhong et al. 2022; Huang et al.,2023). Los incrementos de las cepas Cylin-367 de Dactylonectria
sp. 'y 378 de Macrophomina sp. se incubaron a una temperatura constante de 27°C en completa
oscuridad durante dos semanas, sin agitacion (Probst et al., 2012; Parmar et al., 2018). Los frascos
de la cepa M5 de Neopestalotiopsis rosae se incubaron a temperaturas de 25-27°C en oscuridad
durante 15 dias, agitindose manualmente cada dia para evitar la compactacion del grano y asegurar

una producciéon homogénea de acérvulos (Sun et al., 2021).
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Para la preparacion de la suspension de conidios, se afiadieron 200 ml de agua estéril a los matraces
y luego se licuaron (Gomez et al., 2020). El contenido se filtr6 a través de una gasa estéril para
eliminar impurezas. Se recolectaron 200 pl del filtrado, los cuales se cuantificaron en una camara

de Neubauer (Hausser Scientific) y se ajustaron a una concentracion a 1x10° conidios por mL.

Para el cultivo de Phytophthora, se emplearon cajas Petri con medio V-8 agar, que se incubaron a
24°C en condiciones de oscuridad durante 10 dias, (Xu & Ko., 1998). Los esporangios se
obtuvieron raspando la superficie del medio con una espatula y lavandola con agua estéril. La
suspension de esporangios se ajustd a una concentracion a 1x10° esporangios por mL en una

camara de Neubauer (Raftoyannis & Dick, 2002).

2.4 Preparacion del sustrato e Inoculacion de complejo de hongos en plantulas de fresa

Las inoculaciones se realizaron en plantulas de la variedad ‘Fronteras’ obtenidas de un vivero
comercial (Planasa) reproducidas en cepellon el dia 24 de Noviembre del 2024. Previo a la
inoculacion, a las plantas se les realizaron cuatro incisiones en la base de la corona con una aguja
estéril. Posteriormente, fueron inoculadas en la base de la corona con 35 ml de una suspension
conteniendo 1x10° conidios por ml de los aislados Alt-80, Fus-389, Cylin-367 y N. rosae. Para
Macro-378 se ajustd la concentracion a 1x10° microesclerocios. En el caso de Phyto-2 se utilizaron
esporangios a 1x10° y todos los tratamientos que integraban esta cepa se les saturé de agua y se
conservaron durante 48 horas en esa condicidn, transcurrido este tiempo se mantuvieron a
capacidad de campo hasta el final del experimento. Las plantas control fueron inoculadas con agua
destilada estéril. El experimento se estableci6 bajo invernadero, manteniendo una temperatura de
25 + 2°C y humedad relativa entre 75 y 88%. Todas las plantas del experimento se inspeccionaron

diariamente para detectar sintomas de enfermedad.

El sustrato utilizado fue una mezcla de 50% peat moss (Premier), 25% perlita y 25% fibra de coco
y se utilizaron bolsas negras maceteras de 15 x 25 cm (Essa et al., 2018). Se utilizo un sistema de
riego por piquetas tipo “Rapier Light”, se colocd una piqueta por planta que suministraba 60
mililitros de agua por 25 minutos cada tercer dia manteniendo las plantas a capacidad de campo.
Se inocularon 5 hongos y un oomyceto solos y en combinaciones dando un total de 20 tratamientos,

incluyendo un control sin inocular (Cuadro 1), en un disefio experimental de bloques completos al
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azar con cuatro repeticiones; cada unidad experimental consistié en 10 plantas y el experimento se

realizo 2 veces.

Cuadro 1.- Tratamientos aplicados (inoculacion simple o en mezcla) a plantulas de fresa variedad
'Fronteras' para la evaluacion de respuestas a Hongos y Oomycetos en condiciones de invernadero.

Hongos/Oomycetos inoculados
Fusariu  Macrophomin  Dactylonectri  Neopestalotiops — Phytophthor
m sp. a sp. a sp. is rosae a sp.

| T1 X |
T2 X
T3 X
T4 X
TS X
T6 X
T7 X
T8 X
T9 X
T10 X
T11
T12 X
T13
T14
T15
T16 X
T17
T18 X
T19 X X X
T20 Agua estéril

x: indica el hongo/oomyceto inoculado en el tratamiento correspondiente.

No de
Tratamiento Alternaria sp.

X

Lol B T T T B B
»
E T I T T I B R B B I

Lol B

2.5 Variables evaluadas
La severidad de los sintomas en el area foliar de la planta de fresa con base en la escala de severidad
de 0-5 (Figura 1) modificada de Fang et al., (2011), en la que:
0: La planta no muestra sintomas.

1: Sintomas apenas perceptibles en las partes inferiores de las hojas no mas del 25% del area foliar.
Puede incluir ligeros cambios en el color de las nervaduras de las hojas y cambios en las tonalidades

intervenales, pero sin afectar el vigor general de la planta;
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2: Sintomas que avanzaron hasta cubrir no mas del 50% del area foliar de la planta, especialmente
en las hojas mas viejas. Las hojas pueden comenzar a mostrar signos de debilidad y un crecimiento

ligeramente reducido;

3: La mayoria de las hojas con sintomas no mas del 75% del area foliar. Las hojas presentan inicio

de necrosis, y la planta muestra retraso en el crecimiento;

4: Presencia de hojas muertas o plantas generalmente muy pequefias con clorosis avanzada, que
afecta tanto a las hojas jovenes como a las hojas viejas. La planta muestra un crecimiento

significativamente reducido aparentando deficiencia severa de nutrientes;

5: La planta puede estar muerta o gran parte del area foliar presenta necrosis. La planta puede estar

cerca del colapso, con una caida generalizada de hojas.

Figura 1. Escala de Severidad Modificada para la Evaluacién de Sintomas en el Area Foliar de

Plantulas de Fresa variedad Fronteras

La incidencia, severidad y mortalidad de las plantas se evalud a los 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 dias
después de la inoculacion tomando como base la escala previamente descrita, incidencia
(proporcidn de plantas sintomaticas en relacion al total en la muestra) y mortalidad (proporcion de

plantas muertas en relacion al total en la muestra) de la enfermedad en las plantas de fresa se
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llevaron a cabo semanalmente, iniciando las observaciones una semana después de la inoculacion

y extendiéndose a lo largo de los 49 dias que durd el periodo experimental.

2.6 Altura de la planta

La medicion de la altura de las plantas de fresa se efectu6 con el fin de documentar la tasa de
crecimiento a lo largo del experimento. Para esto, se midio la altura desde la base del tallo, justo a
nivel del sustrato hasta el 4pice mas alto de la planta. Se utiliz6 una regla graduada en centimetros
para garantizar mediciones precisas y reproducibles. Las mediciones se realizaron cada 7 dias a lo

largo de los 49 dias que dur6 el experimento.

2.7 Longitud de la raiz y severidad en corona

La medicion de la longitud de raiz y la evaluacion de la severidad de los sintomas en la corona se
llev6 a cabo al concluir el periodo experimental. Para evaluar el crecimiento radical, las plantas de
fresa fueron cuidadosamente extraidas del sustrato en el que estaban creciendo, prestando especial
atencion a minimizar el dafio a las raices. Posteriormente, se eliminé el exceso de tierra adherida a
las raices mediante un suave lavado con agua corriente, una vez limpias, las raices se extendieron
sobre una superficie plana para proceder con la medicion, se utilizd6 una regla graduada en
centimetros y se midi6 la longitud de la raiz principal desde la base de la corona hasta la punta de
la raiz mas larga. Todas las medidas fueron cuidadosamente registradas en un formulario de datos,

especificando la planta y la fecha en que se realiz6 la medicion.

Al final de estudio, también se realizé la evaluacion de la severidad en corona. Para ello, se
seleccionaron 3 plantas representativas con el nivel de severidad més frecuente, se lavaron para
remover el sustrato y mediante un procedimiento estandarizado de cada unidad experimental se
cortaron longitudinalmente con un escalpelo; la severidad del dafio en corona se determind con
base en la escala de la Fig. 2, en la que 0: corona sin sintomas aparentemente sana; 1: Se observan
signos minimos de decoloracion o lesiones en menos del 25% de la corona. El dafio es superficial
y no parece afectar significativamente la salud general de la planta; 2: La decoloracion o las
lesiones afectan entre el 25% y el 50% de la corona. Hay evidencia de necrosis y posiblemente

desarrollo de tejido blando y descomposicion, que pueden comenzar a afectar la absorcion de
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nutrientes y agua; 3: La corona muestra dafio severo con decoloracion y necrosis que afecta entre
el 50% y el 75% de su estructura. Es probable que haya una disminucion significativa en la salud
de la planta, con un impacto notable en el crecimiento; 4: Dafios entre el 75% al 100% de la corona,
presenta extensas areas de necrosis o tejido decolorado. La planta estd en un estado critico que

afecta gravemente su viabilidad con altas probabilidades de muerte.

Figura 2.- Escala de severidad de 0 a 4 para evaluacion de sintomas en la corona de plantulas de
fresa variedad “Fronteras”.

2.8 Reaislamiento de los hongos y oomycetos inoculados en la corona

Se seleccionaron 2 plantas por cada tratamiento dentro de cada unidad experimental en cada bloque
de cada uno de los ensayos experimentales, basandose en la representatividad y consistencia de los
sintomas observados. Las plantas seleccionadas se desinfestaron superficial bajo campana de flujo
laminar. Las coronas se pasaron por una solucion de hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos.
Posteriormente, las muestras se enjuagaron con agua estéril para remover los residuos de
hipoclorito y se dejaron secar en condiciones estériles durante 3 horas. Después del secado, se
realizo un corte longitudinal de las coronas de las plantas utilizando un bisturi estéril y se extrajeron
trozos de tejido enfermo del interior de la corona. Los fragmentos de tejido enfermo se sembraron
en cajas Petri con PDA. Las cajas Petri ya sembradas se incubaron a temperatura ambiente durante

3 dias. Tras el periodo de incubacidn, se seleccionaron puntas de hifa de los hongos u oomycetos

48



que se desarrollaron en el medio PDA. Las puntas de hifa seleccionadas se transfirieron a nuevas

cajas Petri con PDA para su la posterior identificacion (Cuadro 2 y 3).

2.9 Analisis de datos

Inicialmente, se calcul6 el porcentaje de severidad segun la férmula propuesta por Fang et al.
(2011). Para las variables continuas primeramente se realizd una prueba de homogeneidad de
varianzas y se revisaron posibles valores extremos; para las variables categéricas binarias se
asumi6 una distribucion binomial (incidencia y mortalidad) en la conduccion del Andlisis de
varianza (ANOVA). Debido a que los datos de colectaron a diferentes tiempos a lo largo de la
duracion del experimento, estos se analizaron mediante un modelo de mediciones repetidas en SAS
a través del procedimiento GLIMMIX de SAS asumiendo la distribucion correspondiente
dependiendo del tipo de variable, y también la correspondiente funcidon vinculo. Debido a la
correlacion de los datos entre cada uno de los tiempos evaluados, en la conduccion del andlisis de
mediciones repetidas, se seleccion6 el mejor modelo de covarianza con el criterio de Informacion
de Akaike. Adicionalmente, para cuantificar de forma integral el impacto de los hongos inoculados
y sus combinaciones, se calculd el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)

con la metodologia de Integracion Trapezoidal como lo indica Madden et al. (2004).

2.10 Identificacion de Hongos mediante reconstruccion filogenética

2.10.1 Extraccion de ADN
Los aislamientos utilizados en el experimento se sembraron en medio V-8 clarificado. Después de
7 dias de incubacion a temperatura ambiente, se procedio a la extraccion de ADN. Utilizando una
punta de micropipeta estéril, se tomo una porcioén de micelio y se colocd en un mortero. Se afiadid
1 mL de buffer de extraccion CTAB (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM) a
pH 8.0 (Doyle & Doyle, 1987). La mezcla de micelio y buffer se transfirié a un tubo Eppendorf'y
se incubo a 95 °C durante 90 minutos a bafio Maria para facilitar la lisis celular. Posteriormente, se
afiadieron 700 puL de cloroformo-isoamilico y la mezcla se centrifugé a 11,500 g durante 10

minutos para separar las fases. Se realiz6 un lavado adicional con 500 pL de cloroformo-isoamilico.
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El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadieron 0.6 volumenes de
isopropanol y 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M para precipitar los acidos nucleicos. Esta
mezcla se incubd durante una hora a —20 °C. Finalizado este tiempo, se centrifugdé a 11,500 g
durante 30 minutos para obtener el micro-pellet. El micro-pellet se lavé dos veces con 600 pL de
isopropanol al 70% y posteriormente se seco al vacio en una campana de flujo laminar eliminando

cualquier residuo de solvente y preparando el ADN para su almacenamiento o analisis posterior.

2.10.2 PCR, secuenciacion y analisis filogenético

La PCR se realiz6 con los iniciadores 1TSS (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) /ITS4
(5’TCCTCCGCTTA TTGATATGC-3’) (White et al., 1990) La mezcla de reaccion se prepard en
un volumen final de 15 pL. que contenia 7.86 puL de agua HPLC, 3 pL de buffer de PCR 5 x, 0.6
uL de dNTPs (20 uM de cada uno), 0.18 uL de cada primer (10 uM) (SIGMA, EE.UU.), 3 uL de
DNA genomico (20 ng) y 0.18 puL (2U) de GoTaq DNA polimerasa (Promega, EE.UU.). Los tubos
se colocaron en un termociclador C1000 Touch (BioRad, EE. UU.) con un programa de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 4 min, seguida de 35 ciclos a 95 °C durante 1 min, 58 °C
durante 1 miny 72 °C durante 2 min y un paso final a 72 °C durante 10 min. Las amplificaciones
se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y se corrieron a 88 voltios
durante 1.5 h, posteriormente se tifieron con GelRed 10.000 x (Biotium, EE.UU.) Los geles se
visualizaron en un transiluminador Infinity-3026 WL / LC / 26MX (Vilber Lourmat, Alemania).
Los amplicones se limpiaron con la enzima ExoSAP-IT (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se enviaron para

secuenciacion a la compafiia Macrogen Inc. (Korea)

Las secuencias de DNA se ensamblaron con el software BioEdit (Sequence Alignment Editor v
7.0.5) (Hall, 1999) para obtener la secuencia consenso. Para el andlisis filogenético, se utilizaron
secuencias de la region correspondiente al espacio transcrito interno (ITS) del rDNA. La
construccion del arbol filogenético se realizd6 mediante inferencia Bayesiana (BI) usando el
software MrBayes v 3.2.1 (Ronquist et al., 2012). Se llevaron a cabo cuatro ejecuciones
independientes de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) durante 1.5 millones de generaciones,

tomando muestras de arboles cada 1000 generaciones. Para asegurar la convergencia y la
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representatividad de los resultados, se descartd el 25% de los arboles como 'burn-in'. Los arboles
restantes se utilizaron para calcular la probabilidad posterior (PP), proporcionando una medida de

la credibilidad de las relaciones filogenéticas inferidas.

3 RESULTADOS

3.1 Identificacion de los hongos inoculados

Los patogenos se identificaron mediante la secuencia de la region del ITS que fueron comparadas
con las secuencias disponibles en la base de datos de nucleotidos de NCBI. Una vez ingresadas las
secuencias, BLAST aline6 estas secuencias con las de su base de datos, identificando regiones de
maxima similitud. Entre los aislamientos, se confirmd la presencia de Alternaria burnsii,
Dactylonectria pauciseptata y Macrophomina phaseolina para los aislados Alt-80, Cylin-367 y
Macro-378 respectivamente. Los resultados se presentan en un formato que incluye el porcentaje
de identidad, la puntuacion del alineamiento, y la significancia estadistica de la coincidencia,
conocida como valor E. Este valor indica la probabilidad de que la coincidencia haya ocurrido por
azar, siendo valores mas bajos indicativos de una mayor relevancia biologica. Sin embargo, los
datos obtenidos pueden complementarse con analisis filogenéticos y estudios morfologicos para

una identificacion exhaustiva y precisa del patogeno.

3.2 Descripcion del progreso de sintomas de cada uno de los patégenos inoculados

En general a los 28 dias después de la inoculacion, se observo que todos los tratamientos incluidos
los individuales y los combinados con los hongos y oomycetos resultaron en algiin grado de dafio

tanto en las hojas como en la corona de las plantas de fresa (Figura 3).

Figura 3.- Progreso de los sintomas foliares y corona por cada patégeno inoculado o coinoculado
a los 28 dias después de la inoculacion.
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Lista de
Tratamientos

Hongos/Oomycetos Inoculados

Sintomas tipicos foliares

Sintomas en corona

1 Alternaria sp.

2 Fusarium sp.

3 Macrophomina sp.

4 Dactylonectria sp.

5 Neopestalotiopsis rosae
6 Phytophthora sp.

- Alternaria sp.+

Neopestalotiopsis rosae
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Fusarium sp.+

8
Neopestalotiopsis rosae
° Dacnlonectria sp. +
Neopestalotiopsis rosae
10 Macrophomina sp. +
Neopestalotiopsis rosae
11 Phytophthora sp. +
Neopestalotiopsis rosae
Alternaria sp. + Fusarium
12 sp. + Neopestalotiopsis
rosae
Macrophomina sp. +
13 Fusarium sp. +
Neopestalotiopsis rosae
Dactylonectria sp. +
14 Fusarium sp. +

Neopestalotiopsis rosae




15

Phytophthora sp. +
Fusarium sp. +
Neopestalotiopsis rosae

16

Alternaria sp. + Fusarium
sp. T Neopestalotiopsis
rosae + Phytophthora sp.

17

Macrophomina sp. +
Fusarium sp. +
Neopestalotiopsis rosae +
Phytophthora sp.

18

Dactylonectria sp. +
Fusarium sp. +
Neopestalotiopsis rosae +
Phytophthora sp.

19

Alternaria sp. + Fusarium
sp. + Macrophomina sp. +
Dactylonectria sp. +
Neopestalotiopsis rosae +
Phytophthora sp.

20*

Agua estéril




3.2.1 Descripcion de la evolucion de los sintomas

Tratamiento 1

Los sintomas iniciales se presentaron a los 9 dias después de la inoculacion (ddi), se observaron
manchas amarillentas en las hojas inferiores. De los 14 a los 35 ddi, las manchas cloréticas se
expandieron y desarrollaron areas color purpura y rojo. Hacia los 49 ddi, las hojas presentaron
necrosis y se volvieron completamente secas y quebradizas, ademas, se observo el colapso de los

tallos y la decoloracion en la base de la planta.
Tratamiento 2

La presencia de los primeros sintomas fue a los 12 dias después de la inoculacion (ddi), inicialmente
se observaron amarillamientos en las hojas mas viejas. A partir de los 21 ddi, las hojas presentaron
clorosis. No se observaron manchas necréticas ni coloraciones rojizas, solo una progresiva

decoloracion y sequedad.
Tratamiento 3

A partir de los 4 dias después de la inoculacion (ddi), las plantas de fresa comenzaron a mostrar los
primeros sintomas de la enfermedad. Inicialmente, se observaron areas rojizas y clordticas en las
hojas mas viejas. Desde los 7 a los 28 ddi, las manchas rojizas y clordticas se hicieron mas
pronunciadas y comenzaron a afectar una mayor superficie de las hojas. A los 35 ddi, la coloracién
rojiza se intensifico y algunas hojas mostraron necrosis parcial o total que inicio en los laterales

inferiores.
Tratamiento 4

Los primeros sintomas se presentaron a los 9 dias después de la inoculacion (ddi), se observaron
pequenas areas cloroticas y una leve decoloracion rojiza en los bordes inferiores de las hojas mas
viejas. A los 14 ddi, las manchas cloréticas y rojizas se hicieron més pronunciadas y comenzaron
a afectar una mayor superficie de las hojas. Hacia los 35 ddi, la coloracion rojiza se intensifico y
aparecieron las primeras areas necroticas que al coalescer en el avance de la enfermedad resultaron

en hojas parcial o totalmente necrosadas.

Tratamiento 5
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A partir de los 8 dias después de la inoculacion (ddi), las plantas de fresa comenzaron a mostrar los
primeros sintomas de la enfermedad. Inicialmente, se observaron pequefias areas clordticas en los
bordes inferiores de las hojas mas viejas. A los 14 ddi, las areas cloroticas se hicieron mas
pronunciadas y comenzaron a mostrar una coloracion rojiza. A los 28 ddi, la coloracion rojiza se
intensifico, afectando gran parte de las hojas. A los 35 ddi, se observo una disminucion significativa

en el vigor de la planta debido a la presencia de hojas parcial o totalmente necrosadas.
Tratamiento 6

Las plantas de fresa comenzaron a mostrar los primeros sintomas de la enfermedad a los 15 dias
después de la inoculacion (ddi). Inicialmente, se observaron pequeias areas cloroticas en los bordes
inferiores de las hojas méas viejas. A los 28 ddi, las areas cloroticas se hicieron mas pronunciadas y
comenzaron a afectar una mayor superficie de las hojas y comenzaron a mostrar un aspecto mas
fragil y delgado. A los 35 ddi, se observd una disminucién significativa en el vigor de la planta y

algunas plantas muertas.
Tratamiento 7

A los 4 dias después de la inoculacion (ddi), se observo un cambio de color en los bordes de las
hojas, presentando una coloracion rojiza y purpura, principalmente en las hojas mas viejas. A los
14 ddi, la coloracion rojiza y purpura se intensifico y se extendio hacia el centro de las hojas. A los
28 ddi, las hojas mostraron una ligera necrosis. También se observo un retraso en el crecimiento
general de la planta, con nuevas hojas emergiendo més pequefias y con un desarrollo mas lento. A
los 35 ddi, Algunas plantas murieron y en otras las hojas nuevas también mostraron signos de

infeccidn.
Tratamiento &

A los 7 dias después de la inoculacion (ddi), se observaron pequefias manchas clordticas en los
bordes inferiores de las hojas. A los 14 ddi, las pequeias manchas cloréticas se tornaron en una
tonalidad rojiza en los bordes inferiores de las hojas. En este punto las hojas muestran una mezcla
de areas verdes saludables y zonas afectadas. De los 35 a los 49 ddi, la coloracion rojiza se
intensifica y afecta una porcion significativa de las hojas comenzando en algunas con éreas

necroticas en los bordes y otras una necrosis total.

Tratamiento 9
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A los 7 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas presentan un ligero amarillamiento en los
margenes inferiores. De los 14 a los 28 ddi, las tonalidades amarillas y rojizas se extendieron hacia
el centro de las hojas. De los 35 a los 49 ddi, las hojas se volvieron rojizas y la necrosis fue evidente
en los bordes de las hojas. La planta muestr6é una disminucién en el vigor general y pérdida de

hojas. Las hojas nuevas también presentaron signos de infeccion desde una etapa temprana.
Tratamiento 10

A partir de los 4 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas mostraron un amarillamiento
intervenal, comenzando en los margenes y avanzando hacia el centro de la hoja. A los 14 ddji, las
hojas presentaron coloraciones rojizas y purpuras que variaban en tonos. A medida que la
enfermedad progresé entre los 28 a los 42 ddi, las hojas presentaron una necrosis que se extendid

y las hojas afectadas murieron, resultando en una pérdida significativa del area foliar.
Tratamiento 11

A los 8 dias después de la inoculacion (ddi), las plantas de fresa mostraron la aparicion de manchas
amarillas y manchas rojizas en los bordes inferiores de las hojas jovenes. A los 14 ddi, las manchas
rojizas se tornaron a un rojizo oscuro y extendieron hacia el centro de la hoja. De los 14 a los 35
ddi, las coloraciones rojizas evolucionaron a necrosis en los bordes de las hojas, que al avanzar
coalescieron y formaron areas necrdticas extensas. Hasta los 49 ddi, las hojas mas gravemente
afectadas comenzaron a morir y a caer. La planta muestra un crecimiento limitado y pocas hojas

sanas.
Tratamiento 12

Alos 5 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas més viejas mostraron una coloracion amarilla
en el borde inferior de la hoja que progresod hacia tonos rojizos y marrones. A los 14 ddi, las
coloraciones rojizas marrones avanzaron hasta cubrir gran parte de las hojas y a extenderse a las
hojas mas jovenes. De los 35 a los 49 ddi, las hojas afectadas presentaron areas necrosadas y secas
que acompafiaban a zonas de tejido ain verde. Algunas plantas mostraron una reduccion

significativa en el vigor, con un menor desarrollo de nuevas hojas.

Tratamiento 13
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Alos 3 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas presentaron tonalidades amarillentas y rojas
en los bordes inferiores. Estas coloraciones se observaron principalmente en las hojas mas viejas.
De los 7 alos 28 ddi, las coloraciones amarillentas y rojizas progresaron hacia el centro de las hojas
hasta cubrirlas por completo, las hojas comenzaron a exhibir necrosis marginal. Hacia los 35 ddi,
las necrosis que se presentaron en los bordes avanzaron hasta coalescer dando como resultado hojas

parcial y totalmente necrosadas.
Tratamiento 14

Los primeros sintomas se presentaron a los 7 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas
inicialmente presentaron coloraciones amarillentas y rojizas en los bordes inferiores de las hojas,
estas coloraciones evolucionaron a tonos rojo-marrén y avanzaron desde los margenes de las hojas
hacia el centro. De los 28 a los 35 ddi, las hojas afectadas exhibieron areas necroticas que en
algunos casos llevo a la muerte del tejido foliar. Hasta los 49 ddi, las plantas mostraron una

reduccion en el crecimiento y desarrollo de nuevas hojas.
Tratamiento 15

A partir de los 7 a los 28 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas mostraron un cambio de
color comenzando con una clorosis leve que comenzd desde los margenes hacia el centro de las
hojas principalmente en las hojas mas viejas. Estos sintomas iniciales se intensificaron con el
tiempo, desarrollando una coloracién rojiza y necrosis que comenzo6 en los bordes de las areas mas
afectadas. Hacia los 35 a 49 ddi, se observo una reduccion en el tamafio de las hojas nuevas,

ademas, la severidad de la necrosis se increment6, presentando hojas completamente muertas.
Tratamiento 16

Los sintomas iniciales aparecieron a los 7 dias después de la inoculacion (ddi), se observaron
manchas pequefias rojizas en los bordes inferiores de las hojas més viejas. Hacia los 21 ddi, las
manchas en los bordes de la hoja se tornaron a colores marrones mas oscuros y se expandieron
hacia el centro de la hoja. A los 28 ddi, las areas afectadas con las coloraciones marrones
comenzaron a mostrar zonas necroticas. De los 35 a los 49 ddi, las hojas exhibieron necrosis en

una mayor porcion de su superficie y provocod muerte parcial o total de las hojas.
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Tratamiento 17

El inicio de los sintomas comenzo6 a los 4 dias después de la inoculacion (ddi), se observaron zonas
de coloraciones rojizas en los bordes inferiores de las hojas mas viejas. A los 7 ddi, estos sintomas
en los margenes de las hojas progresaron hacia el centro de las hojas. De los 14 a los 35 ddi, el
avance del sintoma se manifesté en un color uniforme rojizo y una textura quebradiza, ademas se
observo el inicio de areas necroticas que se extendieron desde los bordes hacia el centro de la hoja,

las hojas afectadas presentaron muerte.
Tratamiento18

Los sintomas iniciales se presentaron a los 5 dias después de la inoculacion (ddi), las hojas
presentaron manchas inicialmente de color amarillo, purpura o rojo que empezaron en los margenes
inferiores. Hacia los 14 ddi, estas manchas se tornaron hacia el color rojo y se extendieron hacia el
interior del area foliar. A los 28 ddi, las hojas que presentaron coloraciones rojizas generalizadas
comenzaron a necrosarse a partir de los bordes laterales. A los 35 ddi, las zonas necroticas en las
hojas aumentaron en tamafo y se fusionaron, afectando una mayor area foliar secandolas parcial o

totalmente.
Tratamiento 19

El primer sintoma se presento a los 3 dias después de la inoculacion (ddi), los sintomas aparecieron
como manchas rojizas y amarillentas en los laterales inferiores de las hojas mas viejas. A los 7 dias
ddi, los sintomas se extendieron progresivamente hacia el centro de las hojas, causando un
enrojecimiento. Hacia los 14 ddi, las hojas mostraron una coloracion marron en los laterales,
indicando el inicio de necrosis foliar. A partir de los 21 ddi, las 4reas necrdticas gradualmente se

expandieron y se fusionaron, cubriendo la mayor parte del tejido foliar.

3.3 Reaislamiento de los patogenos en cada uno de los tratamientos

Los Cuadros 2 y 3, se presentan los resultados del reaislamiento de hongos y oomycetos
inoculados en la corona de plantas de fresa variedad 'Fronteras' en condiciones de invernadero,

correspondientes a los bloques 1 y 3 del experimento 1 y 2 respectivamente. Los hongos y

59



oomycetos en los tratamientos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 que se aplicaron solos , se lograron aislar sin

problema, pero de manera general en ambos ensayos los tratamientos en mezcla como lo fueron el

10, 13, 17, 19 se logro aislar en todos los casos a Macrophomina y Neopestalotiopsis, observandose

que Macrophomina suprimia el crecimiento de los hongos en coinoculacion incluso de

Neopestalotiopsis ya que este ultimo se logrd observar desarrollandose de una mejor manera en los

tratamientos que no incluyeron a Macrophomina tales como el 7, 8, 9, 16, 18 (Anexo 1).

Cuadro 2.- Reaislamiento de hongos/oomycetos inoculados en corona (Bloque 1, Experimento

1).
Hongo inoculado o co-inoculado
Tl:ata Pla Altgr Eusa MaCIj'Op Dactyl. Phytop Neo.pesfa Observaciones
mient nta naria rium homina onectri hthora lotiopsis
0 Sp. Sp. Sp. a sp. Sp. rosae
1 .
B1T1 5 Solo se presento
6 Alternaria.
Sol to
BIT2 3 olo ' se presento
8 Fusarium.
4 X Solo se presento
BIT3 9 X Macrophomina.
Solo se presento
1 X ;
Dactylonectria.
Se observd que la cepa
B1T4 de Fusarium se
4 X X desarroll6 hasta cubrir
parcialmente la cepa de
Dactylonectria.
4 /4
BITS X Solo s presento
7 Neopestalotiopsis.
) X Solo se presento
Phytophthora.
B1T6 Ademas de
8 X X Phytophthora se
presentd Fusarium.
3 X X Alternaria se limitd a
BIT7 pequefias colonias
6 X X dentro de las cepas de
Neopestalotiopsis.
5 X X Fusarium se limitd a
BITS una pequefla colonia
8 X X sobre una de las cepas

de Neopestalotiopsis.
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Solo se  presentd
Neopestalotiopsis.

B1T9

Dactylonectria se limitd
a una pequefa colonia
dentro del crecimiento
de N. rosae

B1T10

El desarrollo de las
cepas de
Neopestalotiopsis quedo
limitado a pequeiias
colonias, por el
desarrollo de
Macrophomina que
invadi6  todos  los
espacios.

BI1T11
10

Phythophthora se limito
a una pequefia colonia
dentro del crecimiento
de N. rosae

B1T12

Alternaria 'y Fusarium
se limitaron a pequefias
colonias en el centro del
crecimiento de las cepas
de Neopestalotiopsis..

B1T13

Macrophomina presentd
mayor desarrollo que las
cepas presentes de
Neopestalotiopsis.

Fusarium se present6 de
manera aislada y casi
indiferenciada entre una
colonia de
Neopestalotiopsis.

Fusarium crecidé junto
con una cepa de
Neopestalotiopsis  las
cuales se vieron
limitadas por
Macrophomina en su
crecimiento.

B1T14
10

Fusarium y
Dactylonectria  fueron
casi indiferenciadas y se
limitaron a una pequeia
colonia dentro de una de
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las cepas de
Neopestalotiopsis.

B1T15

10

Fusarium crecid6 como
pequefias areas dentro
de las colonias de
Neopestalotiopsis. No
se aprecio a
Phythophthora.

B1T16

Las colonias de
Alternaria 'y Fusarium
se limitaron a pequefias
colonias casi
indiferenciadas una de
otra, las crecieron en el
centro de las cepas de
Neopestalotiopsis.

B1T17

Fusarium creci6 como
pequefias areas dentro
de las colonias de
Neopestalotiopsis.
Macrophomina  crecid
entre los espacios de las
cepas presentes de
Neopestalotiopsis
limitando su
crecimiento. No  se
aprecid Phytophthora.

B1T18

10

Fusarium y
Dactylonectria  fueron
casi indiferenciadas y se
limitaron a pequeas
colonias dentro de una
de las cepas de
Neopestalotiopsis.

B1T19

3

Macrophomina presentd
mayor desarrollo que la
cepa  presente de
Neopestalotiopsis.
Alternaria se 1imitd a un
pequefio  crecimiento
que fue invadido por
Macrophomina.
Dactylonectria y
Phytophthora no  se
presentaron.
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Fusarium se limitd a
pequefias colonias en el
centro de las cepas de
Neopestalotiopsis.

Macrophomina  crecid
entre los espacios del
crecimiento de
Neopestalotiopsis.

Alternaria crecid como
una pequefia porcion
junto con una cepa de

B1T20

Neopestalotiopsis.
Dactylonectria y
Phytophthora no se
presentaron.

No se  observaron

hongos u oomycetos

Cuadro 3.- Reaislamiento de hongos/oomycetos inoculados en corona (Bloque 3, Experimento

2).
Hongo inoculado o co-inoculado
Trata Pla Alter Fusa Macrop Dactyl Phyt N !
. . . . P acty. yiop e(?p es.a Observaciones
mient nta naria rium homina onectri hthora lotiopsis
0 Sp. Sp. Sp. a sp. Sp. rosae.
B3TI 10 Solo 'se presento
3 Alternaria.
B3T2 Solo se aislo Fusarium.
10 X
3 Solo se aislo a
B3T3 .
8 Macrophomina.
4 Solo se aislo a
B3T4 .
10 Dactylonectria.
3 X is16
BSTS Solo  se ‘ a1§10 a
4 Neopestalotiopsis.
3 P
B3T6 Solo se aislé a
9 Phytophthora.
6 X Se aisl6 solo a
josis. N
BIT7 Neopestalotiosis 0
7 X hubo  otro  hongo
presente.
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B3T8

10

Fusarium se limitd a
pequefios crecimientos
sobre una colonia de
Neopestalotiopsis

B3T9

Solo se aislo
Neopestalotiopsis, no se
aislo a Dactylonectria.

B3T10

El desarrollo de las
cepas de
Neopestalotiopsis
qued6  limitado a
pequetias colonias
debido al desarrollo de
Macrophomina que
invadi6  todos  los
espacios.

B3T11

Solo se presento
Neopestalotiopsis.

B3T12

Se observo la presencia
de Alternaria, Fusarium
y Neopestalotiopsis. El
crecimiento de
Fusarium fue suprimido
por Neopestalotiopsis 1o
que lo limitd a una
pequeiia porcion de la
caja.

B3T13

Se presento a
Neopestalotiopsis y
Macrophomina.

B3T14

10

Fusarium y
Dactylonectria se
presentaron contenidas
en una pequefia porcion
dentro de una colonia de
Neopestalotiopsis.

B3T15

Solo se aislé a
Neopestalotiopsis.

B3T16
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Alternaria y Fusarium
lograron observarse, sin
embargo, se limitaron a
pequenas areas dentro
de las colonias de

Neopestalotiopsis.
Alternaria crecid sobre
una colonia de
Macrophomina,
desarrollandose

medianamente bien y
Fusarium creci6 sobre
Neopestalotiopsis en un
area pequena en el
centro de la colonia de
Neopestalotiopsis.

Fusarium y
Dactylonectria fueron
casi indiferenciadas y se
limitaron a pequefios
crecimientos dentro de
una de las cepas de

Neopestalotiopsis.
Macrophomina
presentd mayor
desarrollo que la cepa
presente de
Neopestalotiopsis.

Alternaria y Fusarium
se limitaron a pequefios
crecimientos que fueron

invadidos por
Macrophomina.
Dactylonectria y

Phytophthora no se
presentaron

5

2
B3T17

6

2
B3T18

10

5
B3T19

10
B3T20

No se  observaron
hongos u oomycetos
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3.4 Progreso de la enfermedad

El anélisis de los datos que arrojan las curvas del progreso de la incidencia, severidad y mortalidad
por tratamiento de los 7 a los 49 dias después de la inoculacion en plantas de fresa muestran que
los tratamientos 7, 10, 13 y 19 presentan una incidencia drastica y constante de la enfermedad,
alcanzando el 100% de incidencia en un breve periodo y manteniéndose en este nivel desde los 21
hasta los 49 dias después de la inoculacion (DDI). En cuanto a la severidad, los tratamientos 3, 7,
10 y 19 muestran un incremento acelerado y continuo en la severidad de los sintomas, reflejando
una progresion significativa del dafo en las plantas. Este progreso acelerado de la severidad
subraya la virulencia de los patdgenos involucrados. Por ultimo, los tratamientos 7, 10, 12 y 19 se
destacan por presentar los mayores porcentajes de mortalidad a lo largo del periodo de estudio, con
el tratamiento 12 mostrando una mortalidad extremadamente alta al final del periodo experimental

(Figura 4,5y 6).
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Figura 4.- Progreso de la Incidencia a partir de los 7 hasta los 49 dias después de la inoculacion.

A.- Alternaria, F.- Fusarium, M.- Macrophomina, N.- Neopestalotiopsis, P.- Phytophthora.
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Figura 5.- Progreso de la Severidad a partir de los 7 hasta los 49 dias después de la inoculacion.

A.- Alternaria, F.- Fusarium, M.- Macrophomina, N.- Neopestalotiopsis, P.- Phytophthora.
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Figura 6.- Progreso de la Mortalidad a partir de los 7 hasta los 49 dias después de la inoculacion.
A.- Alternaria, F.- Fusarium, M.- Macrophomina, D.- Dactylonectria, N.- Neopestalotiopsis, P.-

Phytophthora.
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3.5 Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad

El anélisis de varianza (ANOVA) mostr6 que los tratamientos tuvieron un impacto significativo en
la incidencia, severidad y mortalidad de la enfermedad. Sin embargo, las pruebas adicionales
(pruebas post-hoc de Tukey) no encontraron diferencias significativas entre los pares de
tratamientos especificos (P > 0.05). Esto significa que, aunque hubo diferencias importantes entre
los tratamientos en general, las comparaciones entre tratamientos individuales no fueron
estadisticamente significativas (Cuadro 4). De manera general los tratamientos 7, 10, 13 y 19
destacaron al mostrar las tasas mas altas de incidencia, severidad y mortalidad. Estos tratamientos
demostraron ser especialmente agresivos, causando infecciones y sintomas severos en las plantas
de fresa. En particular, el tratamiento 19 presentd la mayor severidad (20.96, agrupado en "A"),
mientras que los tratamientos 7 y también el 19 muestran las tasas de mortalidad mas altas (1.4042
y 1.3167 respectivamente, agrupados en "A"). En contraste, los tratamientos 1, 2 y 6 mostraron las
tasas mas bajas de incidencia, severidad y mortalidad. Los tratamientos 3, 9, 11, 12, 13, 15, 16, 17
y 18 agrupados en "BCD" y "CD" tuvieron incidencias y severidades moderadas, con mortalidades
en rangos medios, indicando un impacto moderado en el desarrollo de la planta. El tratamiento 20
sugiere que las plantas no desarrollaron infecciones ni sintomas confirmando la importancia de la

inoculacion en el desarrollo de la enfermedad.

Cuadro 4.- Valores de los promedios del area bajo la curva del progreso de la enfermedad y las
variaciones de las medidas para la incidencia, severidad y mortalidad por tratamiento inoculado en
plantas de fresa variedad "Fronteras".

INCIDENC Agrupamien SEVERIDA Agrupamien MORTALID Agrupamien
TRA JTA(ABCPE  to (Tukey) D (ABCPE to (Tukey) AD to (Tukey)
T + ES) + ES) (ABCPE =
ES)

1 34.87£0.86 F 13.98 £0.53 IH 0.0042 £ 0.21 D

2 18.81 £0.86 H 8.23 £0.53 ] 0.0042 £ 0.21 D

3 37.62 £0.86 CDE 17.53+£0.53 ED 0.3104+ 0.21 BCD

4 36.92 £0.86 DEF 14.99 £0.53 GH 0.0917+0.21 D

5 37.93 £0.86 BCDE 15.04 £0.53 GH 0.0042 £ 0.21 D

6 26.69 +0.86 G 12.91 £0.53 I 0.8355+0.21 ABC

7 40.69 = 0.86 A 19.41 £0.53 BC 1.4042 £ 0.21 A
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8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

40.12 £ 0.86
40.07 £0.86
40.69 £ 0.86
36.62 £0.86
39.72£0.86
40.38 £0.86
39.59 £0.86
39.24 £0.86
39.07 £0.86
39.99 £0.86
39.94 £0.86
40.77 £0.86
0.87 £0.86

AB
AB
A
EF
ABC
A
ABC
ABCD
ABCD
ABC
ABC
A
I

16.91 £0.53

18.21 £0.53
20.39 £0.53
15.82+£0.53
18.15+0.53
19.00 £ 0.53
17.08 £0.53
17.85+0.53
18.40 £0.53
18.63 £0.53
18.69 £ 0.53
20.96 £ 0.53
0.28 £0.53

EF
CDE
AB
FG
CDE
BCD
EF
DE
CDE
CD
CD
A
K

0.2667 £ 0.21
0.4854 £ 0.21
0.8792 £0.21
0.3104+£0.21
0.3104+£0.21
0.4854 £ 0.21
0.0479 £ 0.21
0.4855+£0.21
0.5729 £ 0.21
0.4417£0.21
0.5729 £ 0.21
1.3167 £ 0.21
0.0042 £ 0.21

CD
BCD
AB
BCD
BCD
BCD

BCD
BCD
BCD
BCD

' ABCPE = AREA BAJO LA CURVA DEL PROGRESO DE LA ENFERMEDAD; ES= Error Estandar

longitud de raiz, peso fresco y pesos seco.

3.6 Efecto de la inoculacion y coinoculacion de hongos y oomycetos en la altura,

Se observa que los tratamientos 7, 9, 10, 13, 17 y 19 impactaron negativamente el desarrollo de las

plantas de fresa de varias maneras. Estas plantas mostraron una disminucién notable en altura,

ubicandose en los agrupamientos mas bajos (H, GH y FGH). Ademas, presentaron los pesos frescos

mas bajos, clasificados en el agrupamiento E, y los pesos secos mas bajos, ubicados en el

agrupamiento G. Asimismo, las longitudes de raiz de estas plantas fueron significativamente

reducidas, colocandose en los agrupamientos GH y H. En conjunto, estos resultados indican que

los tratamientos mencionados restringieron de manera considerable el crecimiento y la

acumulacion de biomasa en las plantas de fresa, afectando negativamente su desarrollo general en

comparacion con los tratamientos de un solo patdégeno (Cuadro 5).
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Cuadro 5.- Valores de los promedios y las variaciones de las medias para la altura, longitud de

raiz, peso fresco y peso seco por tratamiento inoculado en plantas de fresa variedad "Fronteras".

TRAT ALTURA Agrup’ LONGITUD Agrup PESO Agrup PESOSECO Agrup
FINAL (Tukey) DE RAIZ  (Tukey) FRESCO (Tukey) (Media £ (Tukey)
(Media £ (Media (Media ES)
ES" ES) ES)

1 7.63 £0.32 ABCD  15.15+0.65 BC 13.74 £ 1.55 BC 1.90 £0.1 BC
2 8.72 £0.32 A 15.95 £ 0.65 B 14.98 £ 1.55 A 2.10£0.1 B
3 6.60+0.32 BCDEF 13.08 +0.65 BCDEF 11.01 £1.55 CDE 1.57£0.1 BCDEF
4 8.12+£0.32 AB 14.37 £ 0.65 BCD 12.03 £ 1.55 BCD 1.76 £ 0.1 BCD
S 6.49+0.32 BCDEF 1399+0.65 BCDE 10.96+1.55 CDE 1.60 £ 0.1 BCDE
6 6.85£0.32 BCDE  13.01+0.65 CDEF 11.01 £1.55 CDE 1.74 £0.1 CDEFG
7 5.13£0.32 FGH 11.53+£0.65 DEFGH 8.49+1.55 E 1.11 £ 0.1 FG
8 6.17 £0.32 DEFG  11.01 £0.65 FGH 9.56 £1.55 DE 1.30 £ 0.1 DEFG
9 4.39+0.32 H 11.00 £ 0.65 FGH 7.97 £1.55 1.09 £ 0.1 FG
10 4.15%£0.32 H 10.35 £ 0.65 FGH 8.55+£1.55 1.16 £0.1 EFG
1 6.60+0.32 BCDEF 11.18+0.65 EFGH 9.66 £ 1.55 DE 1.26 £0.1 EFG
12 6.18+0.32 CDEFG 13.11+0.65 BCDEF 10.63 +1.55 CDE 1.45+0.1 CDEFG
13 5.04 £0.32 FGH 11.12+0.65 EFGH 8.75+£1.55 E 1.08 £0.1 G
14 6.28+0.32 pppg 12.65+0.65 CDEFG 10.58 +1.55 CDE 1.40 £ 0.1 DEEG
15 6.17 £0.32 DEFG  11.05%0.65 FGH 9.99 +£1.55 DE 1.34 £ 0.1 DEEG
16 5.69 £0.32 EFGH 9.80 £ 0.65 GH 8.01 £1.55 1.02 £ 0.1 G
17 6.48 £0.32 EFGH  10.58 £0.65 FGH 8.47 £ 1.55 1.13+£0.1 EFG
18 6231032  cpgpg 1049 £0.65 FGH 9.32+1.55 DE 1.16 £ 0.1 EFG
19 4.81£0.32 GH 9.34 £ 0.65 H 8.01 £1.55 E 1.00 £ 0.1 G
20 7.83 £0.32 ABC 20.67 £0.65 A 17.02 £ 1.55 2.65+0.1 A

I'ES= Error estandar
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4 DISCUSION

El presente estudio se centro en la identificacion de patdgenos asociados a raiz y corona de la fresa
y la evaluacion del progreso de la enfermedad bajo inoculacion simple y en mezcla de las especies,
Alternaria sp., Fusarium sp., Phytophthora sp., N. rosae, Dactylonectria sp. y Macrophomina sp.
La identificacion de los patégenos y un conocimiento profundo de las interacciones patdogeno-
hospedante son cruciales para el desarrollo de estrategias eficaces de manejo integrado de
enfermedades en los cultivos de fresa (Camacho et al., 2023b; Kumari & Thakur, 2022). La precisa
identificacion de estos fitopatdgenos no solo optimiza las medidas para mejorar la salud del cultivo,
sino que también reduce el uso indiscriminado de fungicidas, promoviendo una agricultura mas

sostenible (Pautasso et al., 2012).

El reaslamiento de los patdgenos en los tratamientos individuales (1. Alternaria, 2. Fusarium, 3.
Dactylonectria, 4. Macrophomina, 5. Neopestalotiopsis y 6. Phytophthora) en plantas de fresa
variedad 'Fronteras' bajo condiciones de invernadero fue invariable en ambos experimentos. Esto
confirma la efectividad de la inoculacion y la viabilidad de los patogenos, alinedndose con los
hallazgos de Zhang et al. (2022), quienes reportaron el reaslamientos de las especies inoculadas en
condiciones similares y demostraron una notable variabilidad en la virulencia de aislados de
Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Phytophthora cactorum y otros, lo cual subraya
la diversidad genética de los patdgeno, asi como sus fuentes de indculo. De la misma manera
Pastrana et al. (2017), reportaron que el reaislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. fragariae,
Verticillium dahliae, Macrophomina phaseolina y Phytophthora cactorum presentes bajo
condiciones de invernadero, es un indicador directo de la viabilidad de los patogeno y de su

capacidad para infectar plantas de fresa de manera consistente.

En reaislamiento de los patdégenos para determinar la presencia o ausencia, se observd que en
tratamientos mixtos (10. Macrophomina + Neopestalotiopsis, 13. Macrophomina +
Neopestalotiopsis + Fusarium, 17. Macrophomina + Neopestalotiopsis + Fusarium +
Phytophthora, y 19. Alternaria + Fusarium + Dactylonectria + Macrophomina + Neopestalotiopsis
+ Phytophthora). Macrophomina predomind, suprimiendo el crecimiento de otros patégenos,
incluido Neopestalotiopsis. Segun lo sefialado por Musharraf et al. (2011), este fendmeno puede
deberse a la produccion de metabolitos a partir de la biotransformacion del 23-methoxyclovan-9a-

ol, los cuales incluyen al 2B-metoxiclovan-9-ona, Clovan-2f3,9-diol y Clovan-2f3,9a-diol, a las
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cuales se les atribuyen cualidades fungistaticas. Recientemente Yu et al. (2022), describieron la
identificacion y caracterizacion de nuevos compuestos llamados macrophasetinas a partir de
Macrophomina phaseolina, los cuales pertenecen a la familia de los acidos 3-Decalinoyltetramic
(DTAs), que mostraron diversas capacidades bioactivas, lo que sugiere su potencial aplicacion en
la agricultura. Ademas, segiin Khambhati et al. (2023) y Tajdinian et al., 2022; Liu et al., 2022),
Macrophomina puede competir eficazmente con otros hongos debido a las caracteristicas propias
como la produccion de microesclerocios que son estructuras de resistencia. En este estudio los
sintomas consistieron en areas rojizas y cloroticas en las hojas mas viejas, las cuales se hicieron
mas pronunciadas y comenzaron a afectar una mayor superficie de las hojas. posteriormente la
coloracion rojiza se intensificd y algunas hojas mostraron necrosis que inicio en los laterales
inferiores. Similares a los descritos por Zveibil & Freeman (2005). Sintomas que pueden atribuirse
a la sintesis de (-)-botryodiplodin y mellein, que contribuyen a los efectos fitotoxicos en las plantas
(Abbas et al., 2019; Khambhati et al., 2023). Este patdgeno, cuando se inoculd en mezcla con otros
hongos, resultd en un incremento en la severidad, en especial con Neopestalotiopsis, pues los
sintomas aparecieron hasta 4 dias antes que el resto de las inoculaciones. Estos resultados sugieren
que la ocurrencia de M. phaseolina con la presencia de otros patdgenos como Fusarium oxysporum,

y N. rosae, intensifica la manifestacion de los sintomas.

De la misma manera se observd que Neopestalotiopsis al reaislarlo de los tratamientos
coinoculados suprimié el desarrollo de los patégenos presentes. Esto pudiera explicarse de acuerdo
con lo sefiado por Xu et al. (2010), quienes reportan mas de 130 compuestos bioactivos aislados
de varias especies de Pestalotiopsis, entre ellos alcaloides, terpenoides, derivados de isocumarina,
cumarinas, cromonas, quinonas, semiquinonas, péptidos, xantonas, derivados de xantonas, fenoles,
acidos fenolicos y lactonas, los cuales presentan actividades antiflingicas y antimicrobianas. De la
misma manera Fooladi et al. (2019) documentan la produccién de sustancias bioactivas como
exopolisacaridos a partir de Neopestalotiopsis sp. que son compuestos integrados principalmente
por D-glucosa, sorbitol y D-galactosa los cuales muestran una variedad de funciones médicas
incluidas acciones antivirales, antibacterianas y antifungicas. Ademas, segiin Rotondo et al. (2022),
Neopestalotiopsis puede competir eficazmente con otros hongos por recursos limitados en el
medio, reduciendo asi su capacidad de crecimiento y colonizacién. En este estudio, los sintomas
inducidos por Neopestalotiopsis rosae, resultaron coloraciones rojizas que comenzaron en los

bordes inferiores de las hojas viejas, en el avance de la enfermedad, la coloracion rojiza se
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intensifico, afectando gran parte de las hojas y finalmente se presentaron areas necroticas que
comenzaron en los bordes inferiores de la hoja hasta cubrirlas totalmente. Lo que concuerda con
reportado por (Wu et al., 2021b) y Rotondo et al. (2022), quienes describieron sintomas en el area
foliar de las plantas de fresa, coloraciones intervenales marron-rojizas y areas necroticas marron

oscuro que iniciaban en el borde de las hojas.

De manera conjunta, los analisis del progreso de la incidencia, severidad y mortalidad mostraron
que los tratamientos 7 (Alternaria + Fusarium), 10 (Macrophomina + Neopestalotiopsis), 13
(Macrophomina + Neopestalotiopsis + Fusarium) y 19 (Alternaria + Fusarium + Dactylonectria
+ Macrophomina + Neopestalotiopsis + Phytophthora) presentaron una incidencia y severidad
rapida y constante, alcanzando valores cercanos al 100% réapidamente y manteniéndose asi desde
los 21 hasta los 49 dias después de la inoculacion (DDI). Basado en los resultados de Pastrana et
al. (2017) la incidencia de la enfermedad en las plantas de fresa puede verse influida
significativamente por inoculaciones mixtas de patdgenos, lo que da lugar a interacciones
complejas y a resultados variados en la enfermedad. En otros cultivos este comportamiento es
similar de acuerdo con lo reportado por Tsror y Hazanovsky (2001), donde examinan como la
coinoculacion de Verticillium dahliae y Colletotrichum coccodes afecta los sintomas de la
enfermedad y la colonizacion fungica en cuatro cultivares de papa mostrando que la coinoculacion
intensifico los sintomas foliares y la pudricion del tallo. Ademas da Silva y Clark (2013),
evidenciaron que el complejo de la enfermedad de la pudricion de la raiz del camote es causado
principalmente por Fusarium solani y Macrophomina phaseolina, siendo un importante problema
de postcosecha en el camote. Adicionalmente (Barrett et al., 2021) investigaron cémo las
infecciones mixtas de diferentes cepas del hongo Zymoseptoria tritici afectan la dindmica de la
infeccion en campos de trigo y como estas interacciones pueden influir significativamente en el
desarrollo de epidemias y en la evolucion de la virulencia del patégeno. En contraste con descrito
por Lerch-Olson & Robertson, (2020) al evaluar el efecto de la coinoculacion con especies de
Pythium y Fusarium en el desarrollo de la enfermedad de las plantulas de soja observaron que hubo
poca diferencia en el desarrollo de la enfermedad entre los tratamientos inoculados con Pythium
solo y los inoculados en conjunto con Pythium y Fusarium. Ademas, los tratamientos 7, 10, 12 y
19 destacaron por sus altos porcentajes de mortalidad que de acuerdo en el estudio de Abied &
Duzan (2020) que han informado la presencia de Macrophomina phaseolina en tres zonas de

produccion de fresas del este de Tripoli (Al-Nasheh, Bir Al-Turki, Eslaisla), donde el 90% de las
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plantas de fresa analizadas (cv. Fortuna) mostraron sintomas de marchitamiento y colapso en

comparacion con los tratamientos de control.

Los tratamientos 7, 9, 10, 13, 17 y 19 impactaron negativamente el desarrollo de las plantas de
fresa, reduciendo significativamente la altura final, longitud de raiz, el peso fresco y seco. Este
efecto puede atribuirse al estrés bidtico causado por la coinoculacion, que afecta la capacidad de
las plantas para absorber nutrientes y agua y realizar la fotosintesis eficientemente, como indicaron
Fang et al. (2021) y Zhou et al. (2023). Estudios previos, como los de Garcia et al. (2020) y Mazzola
et al. (2019), también han documentado que la coinoculacion de patdogenos puede reducir mas el
crecimiento y la biomasa de las plantas en comparacion con la inoculacion de patogenos

individuales.

5 CONCLUSIONES

La progresion de los sintomas en las plantas de fresa tratadas con Macrophomina y
Neopestalotiopsis reveld un patron distintivo que comenzo con coloraciones rojizas y amarillentas
en los bodes inferiores de las hojas, culminando en manchas necréticas y en una necrosis total. Este
estudio demostro que la coinoculacion de Macrophomina 'y Neopestalotiopsis afecta negativamente

el crecimiento de las plantas de fresa.

Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar las interacciones entre multiples patégenos
en el manejo de enfermedades en cultivos de fresa. Los tratamientos que incluyeron Macrophomina
(especialmente los tratamientos 7, 10, 13 y 19) mostraron ser particularmente agresivos, causando
infecciones y sintomas severos. En contraste, los tratamientos de un solo patégeno (como 1, 2, 4,
5 y 6) demostraron una menor agresividad, lo que sugiere que la coinoculacion tiene un impacto

significativo en la virulencia de las enfermedades
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