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Identificacion del agente causal de la cenicilla del epazote (Chenopodium

ambrosioides L.) y su control con agua electrolizada

RESUMEN

Mediante microscopia de luz, microscopia electrénica de barrido y secuenciacién de
ADN se identificé a Erysiphe betae como el agente causal de la cenicilla del epazote.
Por otra parte, se analiz6 el efecto del agua electrolizada (AE) en sus tres
presentaciones: acida (AEAc), neutra (AEN) y alcalina (AEA). Para conocer la
viabilidad de esporas de cenicilla de epazote, se empled la técnica de citometria de
flujo para discriminar células viables de las no viables y se utilizé ioduro de propidio
como fluorocromo indicador de células con membrana comprometida (no viables).
Los resultados se presentaron en graficos de densidad para obtener porcentajes de
viabilidad a las 0 y a las 72 horas de la aplicacion de los tratamientos. El AEN se
ubicé como el mejor tratamiento con un porcentaje de viabilidad de 28.9 %, el cual
se observo a las 72 horas. A este resultado le siguié el obtenido con el AEA, que
fue de 49.1 %.

Palabras clave: Erysiphe betae, citometria de flujo, agua electrolizada neutra.



Identification of the causative agent of epazote powdery mildew (Chenopodium

ambrosioides L.) and its control with electrolyzed water

ABSTRACT

Using light microscopy, scanning electron microscopy and DNA sequencing,
Erysiphe betae was identified as the causative agent of epazote powdery mildew.
On the other hand, the effect of electrolyzed water (EW) was analyzed in its three
presentations: acid (ACEW), neutral (NEW) and alkaline (AEW). To determine the
viability of epazote powdery mildew spores, the flow cytometry technique was used
to discriminate viable from non-viable cells and propidium iodide was used as an
indicator fluorochrome for membrane-compromised (non-viable) cells. The results
were presented in density graphs to obtain viability percentages at 0 and 72 hours
after the application of the treatments. The NEW was ranked as the best treatment
with a viability percentage of 28.9 %, which was observed at 72 hours. This result
was followed by the one obtained with the AEW, which was 49.1 %.

Key words: Erysiphe betae, flow cytometry, neutral electrolyzed water.
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1 INTRODUCCION GENERAL

México es lugar de origen de la planta de epazote, la referencia mas antigua que se
conoce esta en el Cédice Florentino que lo mencioné como una hierba olorosa, altilla
y delgada (SAGARPA, 2006). Sus hojas son reconocidas por su uso en la
gastronomia y en la medicina herbolaria mexicana, sin embargo, esta planta es
producida en bajas cantidades; registros del SIAP, 2019 mencionaron sélo a tres
estados productores; Puebla con 1,145 toneladas, Tlaxcala con 380 y el Estado de

México con 308 toneladas.

La escasa produccion de esta planta se debe al bajo indice de ganancia que se
obtiene al cultivarla y también a la baja demanda en los mercados ya que es comun
encontrarla como un ruderal, una planta de traspatio o incluso como maleza. El poco
interés en su produccion a alta escala ha ocasionado el desconocimiento de las
plagas y enfermedades que le afectan y en consecuente el método adecuado para
su control. Un problema comun de encontrar en hojas de epazote son manchas
blanquecinas en ambos lados de la hoja que avanzan rapidamente hasta cubrirla
por completo; debido a que la hoja de epazote es el érgano comestible o de interés
para el productor, la presencia de esta enfermedad deteriora el producto y reduce
las posibilidades de su comercializacion. El agente causal de esta enfermedad,
comunmente llamada como “cenicilla polvorienta”, es desconocido; el objetivo de
este trabajo es identificar el género y la especie del mismo y a su vez probar el
efecto in vitro del agua electrolizada acida, neutra y alcalina en esporas de cenicilla
utilizando citdmetro de flujo para determinar la viabilidad.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales
- Identificar el agente causal de la cenicilla polvorienta presente en el cultivo

de epazote Chenopodium ambrosioides L.

- Evaluar el efecto in vitro del agua electrolizada acida, neutra y alcalina como

funguicidas para el control de la cenicilla en epazote.



2.2 Objetivos especificos
- Observar los cambios estructurales en las esporas de cenilla después de la
aplicaciéon de cada tratamiento por microscopia de luz y electrénica de

barrido.

- Determinar el porcentaje de viabilidad de las esporas de cenicilla expuestas
a diferentes tratamientos con agua electrolizada por Citometria de Flujo

3 HIPOTESIS
- El agua electrolizada en alguno de sus tipos (oxidante, basica o neutra),

puede afectar la viabilidad de las esporas de cenicilla.

4 REVISION DE LITERATURA

4.1 Cultivo de epazote (Chenopodium ambrosioides L.)
Chenopodium ambrosioides L., familia Chenopodiace (sinon.: Dysphania
ambrosioides, C. antherminticum A. Gray., Botrys ambrosioides L., Blitum
ambrosioides L.), es conocida en México como epazote o hierba del zorrillo; paico,
bitia, caa-ne, en Argentina y Peru; hierba de Santa Maria, mastruz, en Brasil; ‘worm
grass’, ‘Mexican tea’, fit weed’, en EUA, aritasou, en Japon; simé kontwa, patois en
Dominica (Gémez, 2008).

4.2 Origen y distribucion del epazote
Chenopodium proviene del griego xrjv (cheén), ganso y Toug (pous), pie, lo cual nos
describe en cierto modo la forma que tienen las hojas ya que tienen 3 lébulos.
Ambrosioides proviene del griego AuBpoocia, a (a), prefijo de negacion y Bpdtog
(broétos), mortal, lo cual mitolégicamente es un alimento reservado exclusivamente
a los dioses del Olimpo (Takholm, 1977 como se cit6 en Gobmez, 2008). Epazote
proviene del Nahuatl epatl, hierba fétida, y tzotl, dulce, lo cual se refiere al olor tan
fuerte que tiene esta hierba y que para muchos es desagradable (Takholm, 1977

como se cité en Gomez, 2008).



Chenopodium ambrosioides L. se extiende desde el norte hasta el sur de América,
con mejor representacion en la parte centro del continente debido a su buena
aceptacion, utilizada de manera tradicional por las poblaciones nativas desde la
época prehispanica hasta la actualidad (Lozoya & Lozoya, 1982). La especie se
extiende sobre todo en regiones templadas, tropicales y calidas, sin embargo, el

origen preciso de la especie se desconoce (Lozoya & Lozoya, 1982).

La FAO (2011) sugiri6 que la propagacion del género Chenopodium se debe a su
gran adaptabilidad a diversas temperaturas, tolerancia al frio y bajos porcentajes de
humedad, lo que permite que las especies de este género colonicen diversos

ambientes.

4.3 Clasificaciéon taxonémica y descripcién botanica
Es una planta aromatica, perenne de la familia de las Amaranthaceae, mas o menos
pubescente, con el tallo usualmente postrado, olor fuerte, de aproximadamente 40
cm de altura; las hojas son oblongo-lanceoladas y serradas, de entre 4 cm de
longitud y 1 cm de ancho, con pequefas flores verdes en paniculos terminales
densos, cada uno con cinco sépalos; el cdliz persistente circunda al fruto, y las
semillas son negras y no mayores a 0.8 mm de longitud (Gadano et al., 2006).

4.4 Generalidades de la produccién del cultivo

La siembra de este cultivar se realiza al voleo, debido al tamafio tan pequefio de la
semilla, se realiza a finales de invierno o principios de primavera, en el mes de
marzo (Aguilar-Carpio et al., 2021). El suelo debe prepararse hasta tener una
consistencia fina, se coloca la semilla y se cubre con muy poca tierra, al terminar se
realiza un riego ligero; la germinacion es buena, las primeras hojas aparecen a los
5 0 10 dias después de la siembra; para tener una mejor distribucion y control de
densidad se hace un raleo a los 15 o 20 dias de la emergencia (Aguilar-Carpio et
al., 2021). Si la siembra fue en almacigo el trasplante es posible una vez que la
planta alcanzo de 7 a 10 cm de altura y puede adaptarse bien a sustrato o a suelo,
el riego debe ser diario, para plantas en invernadero con sustrato inerte como
tezontle rojo, se recomienda nutrir con solucién nutritiva de Steiner al 75 o0 100 %
(Aguilar-Carpio et al. 2021).



Para cultivo en suelo se recomienda con alto contenido de materia organica, suelto,
y bien drenado. Antes de la siembra es recomendable un arado del terreno para que
esté suelto y oxigenado (Aguilar-Carpio et al. 2021). El clima mas apto es el
templado y, también el templado célido; no tolera las heladas. Crece en todo tipo de

suelo, pero prefiere el arenoso (SIAP,2020)

4.5 Problemas fitosanitarios del epazote

El cultivo de epazote suele ser tolerante a ciertas plagas y enfermedades debido a
sus cualidades fisico-quimicas que le confieren una capacidad repelente (Vazquez-
Luna et al., 2007). Algunas de las plagas observadas en el cultivo son la mosca
blanca, la cochinilla algodonosa vy los trips. En el caso de enfermedades se han
observado dafios por hongos principalmente mildiu y cenicilla. La cenicilla del
epazote es una enfermedad de origen fingico altamente agresiva debido a su
velocidad de infeccién y su dificil erradicacion.

4.6 Cenicilla polvorienta
Los hongos que provocan la cenicilla o el mildit polvoso son parasitos biotroficos
obligados del Phylum Ascomycota (Amano, 1986). La infeccion por este tipo de
hongos se ve favorecida por la combinacion alternada de alta humedad relativa y
periodos de sequia. Las especies de hongos que provocan cenicilla suelen tener un
rango de hospedantes muy estrecho (Amano, 1986). En conjunto, el nimero de
hospedantes que pueden enfermar es muy alto, parasitan alrededor de 9,838
especies de plantas que pertenecen solo a las angiospermas (Amano, 1986). El
93% de las plantas hospedantes son dicotiledoneas, mientras que el 7 % son

monocotiledéneas (Takamatsu, 2013).

A diferencia de la mayoria de los patdgenos fungicos, los hongos de la cenicilla
tienden a crecer superficialmente o epifitamente en las superficies de las plantas
(Heffer, 2006). Durante la temporada de crecimiento, las hifas se producen en las
superficies superior e inferior de las hojas, aunque algunas especies estan
restringidas a una sola superficie de la hoja (Heffer, 2006). Las infecciones también
pueden ocurrir en tallos, flores o frutos (Heffer, 2006). Las células de absorcion
especializadas, denominadas haustorios, se extienden a las células epidérmicas de



la planta para obtener nutricion; si bien la mayoria de los hongos del mildiu polvoso
producen micelio epifito, algunos géneros producen hifas que se encuentran dentro

del tejido de la hoja; esto se conoce como crecimiento enddfito (Heffer, 2006).

Las conidias (esporas asexuales) también se producen en la superficie de las
plantas durante la temporada de crecimiento (Heffer, 2006). Se desarrollan
individualmente o en cadenas sobre hifas especializadas llamadas conidioforos
(Heffer, 2006). Los conidi6foros surgen de las hifas epifitas o, en el caso de las hifas
enddfitas, los conidiéforos emergen a través de los estomas de las hojas; al final de
la temporada de crecimiento, los hongos de la cenicilla producen esporas sexuales,
conocidas como ascosporas, en un asco en forma de saco encerrado en un cuerpo
fructifero llamado casmotecios; el casmotecio es generalmente esférico sin abertura
natural; las ascas con ascosporas se liberan cuando se desarrolla una grieta en la
pared del cuerpo fructifero; este tipo de cuerpo fructifero es Unico entre los
Ascomycota (Heffer, 2006). Puede haber una variedad de apéndices en la superficie
de los casmotecios. Se cree que estos apéndices actian como los ganchos del
cierre de velcro, uniendo los cuerpos fructiferos al huésped, particularmente a la
corteza de las plantas lefiosas, donde pasan el invierno (Heffer, 2006). Los
Ascomicetos pueden reproducirse asexualmente (anamorfo) o sexualmente
(teleomorfo), fases diferenciadas que se presentan generalmente desfasadas una
de la otra; no obstante, ocasionalmente y bajo ciertas condiciones, el holomorfo es
observado de manera conjunta (Vega et al., 2012 como se cité en Berlanga-Padilla,
2018)

La cenicilla es una enfermedad policiclica que puede afectar la fotosintesis, retrasar
el crecimiento y aumentar la tasa de senescencia del tejido huésped (Félix-
Gastelum, 2017). Las enfermedades que causan pueden ser leves o, en algunas
situaciones, si no se tratan, pueden provocar graves pérdidas econOmicas en
cultivos como manzanas, uvas, cucurbitdceas, plantas de ornato y aromaticas
(Feélix-Gastelum, 2017).



El agente causal de la cenicilla del epazote es desconocido por tanto el ciclo de
vida de la enfermedad. En la actualidad sus técnicas de manejo se limitan al uso

de productos recomendados para cenicilla en otras hortalizas.

4.7 Agua electrolizada
El agua electrolizada (AE) es un producto proveniente de una tecnologia
denominada “Activacion Electroquimica de Soluciones” propuesta por el ingeniero
Vitold Bakhir en 1972 quien, junto con un grupo de investigadores, crearon los
primeros equipos formadores de sustancias electrolizadas para beneficio de la
Unién Soviética; no fue hasta finales de los 80’s que esta tecnologia se dio a conocer
al publico, siendo Japon y Estados Unidos los dos paises que mejor han explorado
sus beneficios y en consecuencia realizan investigaciones respecto a sus posibles
aplicaciones (Gomilla, 2015). Actualmente se reconoce el uso del agua electrolizada
en la industria alimenticia, hospitalaria, ganadera y poco a poco en la agricola
(Tabernero de Paz, 2013).

4.8 Descripcion y tipos de agua electrolizada
El agua electrolizada se obtiene por electrélisis de agua pura mas una sal como el
cloruro de sodio (NaCl) o una mezcla de cloruro de potasio y cloruro de magnesio
(KCI-MgCl2), la solucién se coloca en una camara de electrélisis equipada con una
membrana no selectiva que divide al anodo y el catodo (Jardon-Xicotencatl et al.,
2015). Durante la electrolisis la sal de NaCl es disuelta en el agua desionizada y se
disocia en cloro (Cl-) cargado negativamente y en sodio (Na+) cargado
positivamente (Suzuki et al., 2002). Durante la electrdlisis, se forman el hidroxido
(OH-) y el hidrégeno (H+), debido a la presencia de agua como disolvente (Suzuki
et al., 2002). Se generan iones con carga negativa, Cl- y OH- que se mueven al
anodo para donar electrones y convertirse en oxigeno gaseoso (0O2), cloro gaseoso
Cl2), ion hipoclorito (ClO), &cido hipocloroso (HOCI), y &cido clorhidrico (HCI), por
otra parte se generan iones con carga positiva como el H+ y el Na+ que se mueven
hacia el catodo para aceptar electrones y convertirse en hidrégeno gaseoso (Hz) e
hidroxido de sodio (NaOH) (Suzuki et al., 2002). El resultado de la electrolisis del
agua generan tres tipos de soluciones electrolizadas (4cida, alcalina y neutra) estas

difieren en sus propiedades fisicoquimicas como el potencial de hidrogeno (pH), el

6



potencial de 6xido reduccion (ORP) y el contenido de cloro activo (CCA) (Hricova et
al, 2008). El agua electrolizada acida y neutra tienen un pH de 2 y 7,
respectivamente, un ORP de 1100 mV y un CCA de 10 a 90 mg/L; en diferencia el
agua electrolizada alcalina tienen un pH de 10 a 13, un ORP de -800 a -900 mV y
un CCA <1 ppm (Suzuki et al., 2002).

4.9 Modo de acciéon
El modo de accidn del agua electrolizada en cualquiera de sus tipos se atribuye a
sus propiedades fisicoquimicas anteriormente mencionadas; a pesar de que los tres
tipos de soluciones tienen cualidades desinfectantes o bactericida existen

diferencias que limita la recomendacién de sus usos (Gomez-Espinoza, 2018).

El potencial de oxido reduccion (ORP) es un indicador de la capacidad de una
solucion para oxidarse o reducirse, valores altos de ORP atribuyen una mayor
fuerza oxidante (Hricova et al., 2008). El alto ORP del agua electrolizada neutra y
acida puede deberse al oxigeno liberado por la ruptura de enlaces débiles e
inestables entre los radicales hidroxi y clorhidrico (Hricova et al., 2008). El alto ORP
probablemente cambia el flujo de electrones en las células. La oxidacion debido al
alto ORP del agua electrolizada acida puede dafar las membranas celulares, causar
la oxidacién de los compuestos de sulfhidrilo en las superficies celulares y crear una
interrupcidn en los procesos metabdlicos celulares, lo que lleva a la inactivacion de

las células bacterianas (Hricova et al, 2008).

Hricova et al. (2008) sugirieron que niveles bajos de pH del agua electrolizada acida
reduce el crecimiento de células bacterianas provocando que estas sean mas
sensibles a los activos del cloro al sensibilizar su membrana externa a la entrada de
HOCI. La labor del HOCI es modificar los flujos metabdlicos y la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), debido al cambio de flujo de electrones en la célula
(Gutiérrez, 2006). Gémez-Espinoza (2018) indica que el HCIO, produce la muerte
celular microbiana al oxidar reacciones celulares, rutas respiratorias y grupos
sulfhidrilos (-SH) de ciertas enzimas importantes en el metabolismo de los

carbohidratos.



Por otra parte, el agua electrolizada neutra, o agua electrolizada de baja
concentracion, es una solucion con pH entre 6-8, en la cual los principales agentes
biocidas son el HOCI, CIO-, HO2 y O2. Debido a su pH neutro es mas estable, ya
gue la pérdida de cloro se reduce significativamente; ademas, contribuye a la no

corrosion de superficies metalicas (Wang et al., 2016 & Gémez-Jaimes et al. 2017)
4.10 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica analitica que permite la medida simultanea de
varios parametros de una misma particula, las particulas deben estar en suspension
y son analizadas una a una en el seno de un flujo a una velocidad medida de 500 a
4,000 particulas por segundo (Sampedro, 1995). El flujo de particulas intercepta en
su recorrido un rayo de luz muy focalizado; el impacto del rayo con cada particula
genera sefiales Opticas que, una vez recogidas por medio de detectores, son
convertidas en sefiales o eventos electronicos. Estos son a su vez digitalizados y

computarizados en milisegundos (Sampedro, 1995).

Los pardmetros que pueden analizarse por citometria de flujo pueden dividirse en
nucleares, citoplasmicos, de superficie y parametros extracelulares (Barrera, 2004).
Un aspecto importante y que representa una ventaja de la citometria, es la
posibilidad de medir tantos pardmetros como anticuerpos se dispongan para ello,
marcados con distintos fluorocromos (Barrera, 2004). La sefial luminosa o
fluorescencia emitida por los fluoréforos o fluorocromos al ser excitados en la
muestra, emitiran sefiales que seran recogidas y digitalizadas en una computadora
(Patifio, 2022).

La variedad de fluorocromos actualmente disponibles posibilita que por medio de la
citometria de flujo puedan realizarse analisis multiparamétricos no solo de tipo
estructural, sino también funcional y cinético: y asi, pueden estudiarse variaciones
de pH, de actividad cinética, de concentraciones i6nicas o de potencial de

membrana (Sampedro, 1995).

De forma general se puede decir que el andlisis de particulas por medio de la
citometria de flujo permite contabilizar células, estimar su tamafio relativo, conocer

relativamente su complejidad estructural interna, distinguir y cuantificar su
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florescencia, obtener analisis multi paramétricos con alto grado de precisién y

separarlas fisicamente (Sampedro, 1995).

La citometria de flujo ha sido mayormente explorada en el area médica para
cuantificar el contenido de ADN (Acosta, 1995), para la identificacion de células
cancerigenas (Castillo,1999), para cuantificar la inestabilidad cromosémica
(Barrera, 2018), entre otras muchas aplicaciones. En cambio, su uso ha sido poco
estudiado en el area agricola y veterinaria. Algunos estudios realizados en México
han sido los reportados por Corona et al. (1999) con el titulo “Variabilidad en el
contenido de ADN nuclear en chile (Capsicum annuum L. y C. chinense Jacq.) de
México” en el cual estudiaron siete tipos de chile y sus cruzas con 39 colectas de C.
annuum, C. chinense. Otros autores como Serrato-Cruz et al. (2000) reportaron
trabajos para la determinacion del contenido de ADN nuclear y realizaron un
recuento cromosémico para inferir el nivel de ploidia de siete poblaciones de
Tagetes spp. Otro estudio también realizado en México es el de Palomino et al.
(2010) en el que analizaron el tamafio del genoma y el cariotipo del cultivo de Agave

aktites en Sonora.

Otra area de estudio de la citometria en el sector agricola ha servido para medir la
viabilidad de células ya sea de organismos de interés, como hongos
entomopatdégenos o de organismos considerados plaga de importancia. Mufioz et
al. (2009) en su trabajo “Determinacién de la viabilidad y dafo celular en esporas
de Trichoderma harzianum mediante citometria de flujo” evalla la técnica de
Ananta, (2005) para obtener los diferentes porcentajes de viabilidad de esporas,
utilizando loduro de Propido para identificar las células con membrana
comprometida (No viables) y CFDA para identificar las células con membrana
intacta (Viables). Otro estudio relacionado con la viabilidad de esporas es el trabajo
de De los Santos, (2018) en el que propuso un analisis para medir el porcentaje de
viabilidad de Colletotrichum gloeosporioides bajo del efecto de la toxina
Bacilomicina D de Bacillus amyloliquefaciens para realizar las pruebas en citometria
donde utiliz6 los cromoforos comerciales en kit la marca “LIVE/DEAD™
FungaLight™ Yeast Viability Kit”.



La técnica de viabilidad de esporas con el uso de citometria de flujo tiene potencial
debido a su facil deteccion y su alto grado de precision incluso para parasitos
obligados cuya manipulacion es dificil de analizar debido a la nula posibilidad para
obtener aislamientos (Laguado, 2007). Wattanaphansak (2005) logré determinar la
viabilidad de Lawsonia intracellularis, una bacteria intracelular obligada causante de
enteropatia proliferativa en cerdos y otras especies animales con el uso de
fluorocromos FCM y DCM.

5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de tratamientos
El suministro de agua electrolizada acida (AEAc) y alcalina (AEA) se obtuvo de la
empresa 4health con sede en Calle Poniente 146 #725, Interior 6, Industrial Vallejo,
Alcandia Azcapotzalco, Ciudad de México. El agua electrolizada neutra (AEN) se
obtuvo en el Laboratorio Nacional de Investigacién y Servicio Agroalimentario y
Forestal (LANISAF) a partir de la combinacion del AEAc y AEA. Las propiedades

fisicoguimicas se midieron con un potenciometro HANNA HI 2211 (Cuadro. 1)

Cuadro 1.Propiedades fisicoquimicas de los tipos de agua electrolizada

Tipo de AE pH ORP (mV)
AEAC 3.0 895
AEN 7.1 930
AEA 8.9 -215

5.2 Identificacion del agente causal

5.2.1 Recoleccién del material

En el mes de junio del 2021 se cultivaron plantas de epazote de la variedad hojuda
y fueron inoculadas manualmente mediante la dispersibn de esporas en hojas
sanas, combinado con la distribucién alterna de plantas enfermas. Se mantuvieron

en condiciones de invernadero manteniendo un riego frecuente, condiciones de
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humedad de 80 % y temperaturas de entre 26-29 °C. Este proceso se repitié 4 veces

durante un afio para preservar inoculo.

Plantas vivas y con sintoma de cenicilla se llevaron al LANISAF para su analisis en

microscopia y citometria de flujo.

5.2.2 Caracterizacion morfométrica mediante microscopia de luz
Del material colectado se hicieron preparaciones semi permanentes utilizando agua
destilada estéril y otras més con &cido lactico al 85 %, las estructuras del hongo
fueron desprendidas de la hoja con cinta Schoch y analizadas en un microscopio
compuesto de la marca ZEISS modelo PRIMO STAR. Se observaron y midieron 50
conidiéforos, 50 conidios y 25 apresorios hifales. La identificacion a nivel de género
y especie se realizo siguiendo la clave de estados imperfectos de Erysiphaceae de

Boesewinkel, (1980) y las claves de Braun y Cook, (2012).
5.2.3 Caracterizacién morfométrica mediante microscopia de barrido

Plantas con sintoma se llevaron al laboratorio de microscopia del Colegio de
Posgraduados, campus Montecillos. Alli se cortaron trozos de hoja de epazote con
sintomas caracteristicos de cenicilla de aproximadamente 5 mm? de diametro, se
transfirieron y mantuvieron durante 24 horas en glutaraldehido al 3 % con
amortiguador de fosfatos para después ser procesadas. Los trozos de hoja fueron
retirados del fijador y se lavaron tres veces con buffer de fosfato Sorense (0.1 M pH
7.2) por 30 min y posteriormente se deshidrataron en una serie de etanoles
graduales (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 %) y 100 % tres veces por 20 min. Las muestras
se desecaron a punto critico con CO2 durante 50 min en una desecadora marca
Samdri-780A en seguida se colocaron en un portamuestras de aluminio sobre cinta
conductiva de carbén y se cubrieron con una fina capa de oro paladio en una
ionizadora de metales FINE COAT ION SPUTTER modelo JFC — 1100. Las
fotografias de las estructuras fungicas procesadas se observaron con un
microscopio electrénico de barrido JOEL modelo JSM-6390 (Bozzola y Russell,
1999).
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5.2.4 Caracterizacion molecular. Extraccion de DNA y PCR

La extraccion de DNA y PCR se llevdé a cabo en el Laboratorio Nacional de
Investigacion y Servicio Agroalimentario y Forestal (LANISAF) en el area de Biologia
Molecular. Alli se llevaron plantas enfermas y mediante raspado se recolectd micelio
de cenicilla de hojas de epazote, el micelio se colocé en un vial y se anido nitrégeno
liquido, este se macerd y se deposité en dos tubos de microcentrifuga de 1.5 mL de
capacidad, posterior se le agreg6 a cada tubo 500 pL de solucion amortiguadora
Dellaporta y se mezclaron con vortex durante 10 s, después se pasaron a una
incubadora durante 50 min manteniéndose a 65 °C. A continuacion, se adiciono a
cada tubo 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico en concentraciéon 24:1v/v y se
agitaron en el vortex por 10 s para después centrifugarse durante 10 minutos a
13,000 g en una microcentrifuga de la marca Centrifuge 5810R Eppendorf. La
centrifuga genero un sobrenadante el cual se transfiri6 a nuevos tubos de
microcentrifuga, se les adicionaron 700 pL de isopropanol y se mezclaron por
inversion, posteriormente se metieron a refrigeracion durante 10 min a una
temperatura de -20 °C, nuevamente se centrifugo cada tubo a 13,000 g durante 10
minutos, el sedimento resultante de esta centrifuga contenia el DNA, para dejarlo
puro se retir0 el sobrenadante. Se continuo con la adicion de 500 pL de etanol al 70
y los tubos se pasaron nuevamente a la centrifuga durante 5 minutos a 13,000 g y
se desecho el sobrenadante. Para escurrir el sobrante de etanol los tubos se
colocaron hacia abajo sobre papel absorbente estéril hasta observar que la pastilla
del fondo del tubo estuviera seca, posteriormente se agreg6 100 uL de agua estéril
libre de DNAsa y RNAsa. Para poder continuar con el analisis se cuantificé la calidad
y concentracion del ADN con el uso de un espectrofotometro de la marca Nanodrop
Lite (Thermo Scientific), Finalmente el ADN puro y en concentracion suficiente se

refrigero a -20°C durante 2 dias hasta que se agendo fecha para la PCR.

Para la PCR se utilizaron los primers ITS 5 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G)
y 4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) (Camacho-Tapia, 2018). Los tubos que
contenian el ADN puro se sacaron de refrigeracion y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 4 horas, la mezcla de reaccion se preparo a un volumen final de
50 pL, buffer de PCR 1x, 2.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, se
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utilizé 0.04 U DNA polimerasa (Promega, EE.UU.) y 4 ng de DNA. La PCR se realiz6
en un termociclador modelo C-1000 de la marca (Bio-Rad, EE.UU.), se inicié con
una desnaturalizacion de 35 ciclos a 95 °C por 3 min, otra de 35 ciclos a 95 °C por
30 s, seqguida de otra de 55 °C por 30 s, otra de 72 °C por 1 min; y una extension
final de 72°C por 10 min. Los productos amplificados se verificaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE 1X. Se us6 7 pL del producto
de PCR y 3 uL de buffer de carga, para llevar a electroforesis a 90 volts. El gel se
analizé con luz ultravioleta con un transiluminador M-26X usando un sistema de
imagenes GelDoc-ItTM 300 (UVP, EE.UU.) el procedimiento de extraccion y PCR
se realizo de acuerdo a lo descrito por Rojas-Martinez et al. (2016), también utilizado
por Nativitas (2021) en su tesis doctoral para identificar hongos de la especie

Monilinia fructicola.

Los fragmentos amplificados con los primers ITS 5/ITS 4 fueron purificados
mediante el protocolo de DNA clean & concentratorTM-5 (Zymo Research, EE. UU.).
Dichos fragmentos de DNA purificados se mandaron a secuenciar a Corea a la
empresa Macrogen®. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de
datos en NCBI con el software BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).Dichas). Las secuencias se depositaron el
GenBank.

5.3 Pruebas in vitro del efecto del agua electrolizada
Se realizaron dos bioensayos in vitro, en el primero se evalud el efecto de los
diferentes tipos de agua electrolizada sobre la morfologia externa de esporas de
cenicillay en el segundo se evaluo por citometria de flujo la viabilidad de las esporas
expuestas a los diferentes tipos de agua electrolizada. Los tratamientos evaluados
en el primer bioensayo fueron, agua destilada estéril + 200ul de Tween 80 al 0.03%.,
alcohol isopropilico al 80%, agua electrolizada acida, agua electrolizada neutra,
agua electrolizada alcalina y un funguicida comercial a base de azufre elemental
(LUCAFLOW, 725 g/L de i.a.); en el segundo bioensayo solo se utilizaron los tres

tipos de agua electrolizada.
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5.3.1 Efecto del agua electrolizada sobre la morfologia de esporas de cenicilla

Mediante golpeteo de hojas se recolectaron esporas de cenicilla en cinco cajas
Petri, a continuacion, se agrego, en cajas distintas, una por tratamiento 5 ml de la
solucién de esporas y se observo el cambio en la morfologia a los 30 miny a las 72
horas. Cada muestra se observé en microscopia de luz (ML) a 40x y 100x y en
microscopia electronica de barrido (MEB), el procedimiento para preparar las

muestras observadas en MEB fue similar al mencionado en el apartado de 5.1.3.
5.3.2 Analisis de viabilidad de esporas mediante citometria de flujo

El primer paso fue obtener los controles positivos, para ello se coloco en tres tubos
eppendor un ml de suspension de esporas de cada tratamiento y se analizaron
inmediatamente en un citbmetro de enfoque acustico Attune® azul violeta (Applied
Biosystems) con los cuales se identific las sefales de las esporas vivas en el

equipo.

Para analizar la viabilidad se colocé en tres tubos eppendorf un ml de cada
tratamiento y se analizaron para corroborar que las sefiales de las células vivas,
como en los controles, se detectaran en el equipo en el mismo sitio del gréfico,
posteriormente se adicionaron 2 pl de ioduro de propidio (IP) y se incubd en la
oscuridad durante 72 horas. El nUmero de eventos observados se estandariz6 a
1,500 + 50. Los datos se recolectaron en graficos de densidad (Density Plot)

analizados con el software Attune Cytometry Software.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion del agente causal

6.1.1 Sintomas de la enfermedad

Después de la infeccion provocada, se observo la evolucion de los sintomas
caracteristicos de cenicilla en plantas de epazote (Chenopodium ambrosioides L.)
(Figura 1). A los 13 dias de la infeccibn se observaron pequefias colonias
blanquecinas de 1-3 mm en la superficie adaxial de las hojas, a partir de entonces
transcurrieron alrededor de 8 a 15 dias para que el hongo cubriera la totalidad de la
superficie de la hoja, también se observaron sintomas en la superficie abaxial pero
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el avance para cubrir en su totalidad la superficie fue menor. En ningln momento
se observaron sintomas en los tallos de la planta. Las hojas que se cubrieron de
micelio se tornaron de color café-rojizo y se secaron, pero continuaron unidas al

tallo.

15



Figura 1. Epazote variedad Hojuda con sintomas de cenicilla

A) Primeros sintomas visibles en forma de manchas blanquecinas circulares. B)
Hoja de epazote vista desde la superficie adaxial cubierta en su totalidad por micelio
blanco. C) Contraste de cobertura micelial en la superficie abaxial de la hoja de
epazote. D) Planta con sintomas de cenicilla observables en todas las hojas excepto
en brotes nuevos.

6.1.2 Caracterizacion morfolégica

El agente causal de la cenicilla del epazote se caracterizd por presentar micelio
hialino en la superficie de las hojas, mediante microscopia de luz (ML) se observaron
y caracterizaron las estructuras reproductivas. El hongo presentd conidioforos
(n=50) simples y erectos de 105-193 um de largo x 7.6-9 um de ancho (Figura 2A),
la célula basal del conidi6foro(n=30) presentd forma cilindrica de 20-30um de
longitud, seguidas por 3-4 células que antecedian al conidio. Los conidios(n=50)
fueron hialinos y elipsoides de 14-17 um de ancho x 37-43 um de largo, se
originaban individualmente en el apice del conidiéforo y se desprendia a su
maduracién (Figura 2B). También se observaron apresorios hifales(n=25) lobulados
y multilobulados (Figura 2C). No se observaron las casmotecios de la fase sexual
del hongo. Reforzando el proceso de identificacion morfolégica, bajo microscopia
electronica de barrido (MEB) se observaron conidiéforos simples, sin ramificacion
con conidios catenados (Figura 3A), el conidio semi deshidratado presentd
diferencia entre la pared externa y la pared terminal, la apariencia de la pared
externa era fuertemente rugosa, arrugas anchas y rectangulares orientadas
longitudinalmente (Figura 3E), la pared terminal no present6 arrugas a pesar de su
apariencia semi colapsada (Figura 3B). Los conidios colapsados no presentaron
diferencias en la forma del estriado (Figura 3F). Los apresorios hifales se

encontraron solitarios, lobulados y multilobulados (Figura 3D).

Las caracteristicas morfoldgicas observadas se compararon con la lectura de claves
taxonémicas especificas para el orden Erysiphales propuesta con Boesewinkel
(1980) las cuales asocian al hongo en cuestién con la especie Erysiphe betae, este
resultado se reforzé con lo descrito por los autores Braun y Cook et al. (2012) y con
Solano et al. (2022).
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Figura 2. Micrografias con microscopia de luz del hongo Erysiphe betae

A) Conidiéforo con conidio inmaduro. B) Conidios maduros con forma cilindrica C)
Apresorio hifal solitario multilobulado.
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Figura 3. Micrografias con microscopia electronica de barrido del hongo Erysiphe
betae.

A) Conidi6foro turgente con conidio inmaduro. B) Conidios maduros semi
deshidratado con forma cilindrica. C) Conidi6éforo deshidratado con conidios
inmaduros presentes. D) Apresorio hifal solitario multilobulado E) Conidio maduro
con estrias longitudinales F) Conidio deshidratado colapsado
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6.1.3 Caracterizacion molecular

Las regiones amplificadas ITS 5 e ITS 4 presentaron un porcentaje de homologia
del 95 y el 96% respectivamente para la especie Erysiphe betae, segun
alineamientos en la base de datos del NCBI-BLAST (Apéndice Ay B). La secuencia
de nucledtidos del ejemplar fue depositada en el GenBank con el nimero de acceso:
OP748254 (Apéndice C). Estos resultados se compararon con la secuencia
obtenida para Erysiphe betae en acelga propuestas por Solano et al. (2023) y se

encontré un alto grado de similitud.

6.2 Pruebas in vitro del efecto del agua electrolizada

6.2.1 Efecto del agua electrolizada sobre la morfologia de esporas de cenicilla

La pared celular es una estructura esencial para la sobrevivencia de los hongos, su
deterioro tiene efectos en el crecimiento, la morfologia interna y estructural de la
célula fungica, pudiendo causar la muerte celular por lisis (Pontén, 2008). Dado el
papel vital que la pared celular provee se decidié observar los cambios estructurales
después de someterse a distintos tratamientos, a continuacion, se presentan
imagenes de microscopia de luz (ML) y microscopia electronica de barrido (MEB)

gue muestran el nivel de afectacién de las esporas en un lapso de 72 horas.

Se considero como tratamiento testigo la suspension de esporas con agua destilada
a las 0 hrs (Figura 4A), el estado de las mismas se percibi6 integro, con apariencia
turgente, los organelos que dentro la constituyen se encontraron bien distribuidos
en todo el ancho de la célula y no hubo diferencia visible entre la pared celular y el
interior, estas caracteristicas se repitieron en todos los tratamientos observados a
las O horas excepto en el tratamiento con esporas en suspension con alcohol
isopropilico (Figura 6A) en el que se observé una linea que se asocia con un doblés
y pérdida de turgencia, también se observé una disminucion en la intensidad del

tono en el interior de la célula.

Estos resultados se pusieron en contraste con los observados a las 72 horas y se
complementaron con observaciones en MEB. Las implicaciones observadas en

esporas con agua destilada a las 72 horas (Figura 4E) (Figura 5) se describieron
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como esporas colapsadas y con una separacién visible entre la pared celular y el
interior. Los tratamientos con agua electrolizada neutra (Figura 11) y alcalina (Figura
13) presentaron caracteristicas similares, mantuvieron su turgencia, incluso dando
una apariencia de hinchamiento y no se distinguié una separacion entre la pared
celular y el interior. En contraste, esporas con alcohol a las 72 horas (Figura 6E)
(Figura 7) se observaron completamente colapsadas y sin turgencia, la linea del
doblés se marcé con mayor intensidad y se relacioné al apelmazamiento del
contenido interior de la célula. Las esporas con agua electrolizada &acida (Figura 8E)
reflejaron un comportamiento similar al observado con el tratamiento en alcohol en
el que la linea del doblés, asociada al apelmazamiento del interior de la célula, es
muy notorio. Para el caso del tratamiento con azufre en ML (Figura 14E) se percibi6
una separacion entre la pared celular y el interior, las implicaciones observadas en
MEB (Figura 15) se asocian a un mayor estriado en la pared celular dando una

apariencia de descamacion y una disminucion en la turgencia.

Figura 4. Esporas con agua destilada, ML
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Figura 6. Esporas con alcohol, ML
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Figura 7. Esporas con alcohol, MEB

Figura 8. Esporas con agua electrolizada acida, ML

22



10kV ~ X5,000  Spm 10kV-~X10,000

Figura 10.Esporas con agua electrolizada neutra, ML
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Figura 12. Esporas con agua electrolizada alcalina, ML
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Figura 14. Esporas con azufre, ML
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Figura 15. Esporas con azufre, MEB

Xiong et al. (2014) observaron en estudios con Aspergillus flavus que los cambios
en las estructuras morfolégicas de las células estan relacionados con la
permeabilidad del K* y Mg?* de los conidios; en dicho estudio encontraron que el
AEN y AEAc causaron dafios en las estructuras funcionales celulares de conidios y
micelios, lo que provocé una fuga acelerada de iones. Sin embargo, estos cambios
en la morfologia se han asociado con la sintesis de la pared celular de los conidios,
la permeabilidad de la membrana celular y el metabolismo respiratorio de los
conidios (Xiong et al. 2014). Esto se refuerza con lo descrito por Wadskog & Adler
(2003) citado por Folch-Mallol (2004) quienes mencionaron que cuando un
organismo como las levaduras se enfrenta a una situacion de estrés por NaCl, su
respuesta se centra en mantener una homeostasis adecuada del ion Na+ al regular
no so6lo su concentracion interna sino al mantener una relacion alta K+/ Na+. Cuando
esto no se cumple el Na+ puede entrar a las células de levadura a través de los
canales de K+ (codificados por los genes TRK1y TRK2)137 y, parte de su toxicidad

se debe a que interfiere con los procesos celulares que requieren del K+.

A pesar de dichos resultados se necesita mas investigacion para revelar qué factor
importante en el AE destruye la estructura morfolégica normal de los conidios.
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6.2.2 Analisis de viabilidad de esporas mediante citometria de flujo

Se consideré al cuadrante Il (Figura 16) como el area de colecta de esporas vivas,
por consecuente los eventos que se localizaron fuera del cuadrante y se acercaron
al origen del plano se consideraron como positivos a IP (no viables). Las células con
membranas intactas pueden excluir colorantes de acido nucleico, como el IP. Este
tinte puede entrar en las células que tienen membranas comprometidas o dafiadas,
y se unen al ARN y al ADN (Ananta, 2005).

Para obtener los porcentajes de viabilidad se consideré la disminucion en el nUmero

de eventos encontrados a las 0y a las 72 horas (Cuadro 1).

Los datos tomados a las 0 horas en los diferentes tratamientos, mostraron que las
esporas estaban vivas, situadas en el cuadrante Il. A las 72 horas, el tratamiento
con menor porcentaje de esporas vivas fue el agua electrolizada neutra (Figura 17)
con 28.9 % seguido del tratamiento con agua electrolizada alcalina (Figura 18) con
49.1 %. Estos resultados evidenciaron una disminucion en el tamafio y la
complejidad de las células fungicas debido al efecto de dichos tratamientos, como
se observa en la Figura 17B las células migraron del cuadrante Il al cuadrante Il y
se acercaron al origen. Los gréficos de FSC-IP y SSC-IP (Figura 17C y 17D)
reforzaron los resultados, mostrando la tendencia de las células al acercarse al eje

de las y que corresponde a células con pared celular comprometida tefiidas con IP.

Por otro lado, el tratamiento con agua electrolizada acida (Figura 19) obtuvo un 94.5
% de esporas vivas después de las 72 horas de exposicidn, siendo el tratamiento
con menor efecto en la integridad de las células; los graficos de SSC-IP y FSC-IP
no muestran cambios en el cuadrante II.

Cuadro 2. Porcentaje de esporas de Erysiphe betae viables antes y después de la
aplicacion de tratamientos.

Tratamiento 0 horas 72 horas
Total R2 % Total R2 %
AEN 2007 1976 98.5 2083 604 29.0
AEAC 1100 1063 96.6 2017 1907 94.5
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AEA 1075

1047

97.4

2022 994

49.2

R2 Cuadrante I, total de esporas viables.
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Figura 16.Grafico de densidad para la comparacion de dos variables en un plano,

SSC-FSC.

FSC-A

AGUA ELECTOLIZADA NEUTRA
T [
R1 s R | RL R2
! :
98.4% 1 B 28.9%
!
1
1;
R3 ] R3
107 167 104 10t B 1
ey FSC-A
RS fa I R
.'.:T.'. £ ‘ r“ .
I EE = ! 12

Pa

Figura 17.Diagrama de densidad de esporas antes y después de la aplicacién de

tratamiento, AEN.
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A) SSC-FSC de esporas con tratamiento a las 0 h, B) SSC-FSC de esporas con
tratamiento + IP a las 72 h C) FSC-IP de esporas con tratamiento + IP alas 72 h D)

SSC-IP de esporas con tratamiento + IP a las 72 h.

AGUA ELECTOLIZADA ALCALINA
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Figura 18.Diagrama de densidad de esporas antes y después de la aplicacién de
tratamiento, AEA.

A) SSC-FSC de esporas con tratamiento a las 0 h, B) SSC-FSC de esporas con
tratamiento + IP a las 72 h C) FSC-IP de esporas con tratamiento + IP a las 72 h D)

SSC-IP de esporas con tratamiento + IP a las 72 h.
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Figura 19. Diagrama de densidad de esporas antes y después de la aplicacién de
tratamiento, AEAC.

A) SSC-FSC de esporas con tratamiento a las 0 h, B) SSC-FSC de esporas con
tratamiento + IP a las 72 h C) FSC-IP de esporas con tratamiento + IP alas 72 h

D) SSC-IP de esporas con tratamiento + IP a las 72 h.

Los efectos esporicidas y fungicidas del AE dependen de las caracteristicas
estructurales, fisioldgicas y bioquimicas de los hongos (Vazquez et al., 2016). Su
pared celular esta compuesta en altas proporciones de polisacéaridos y proteinas.
Los polisacaridos que destacan son la quitina, el glucano y el manano o el
galactomanano (Pontén, 2008). Las proteinas generalmente estan asociadas a
polisacaridos formando glicoproteinas principalmente de quitina que constituye una
barrera fisica a factores externos téxicos para la célula (Vazquez et al., 2016). La
sensibilidad de las células fungicas y bacterianas a los productos quimicos depende

de la especie y concentracion de los polisacéaridos en su pared celular.

El AEN ha demostrado tener un alto potencial para el control de hongos y bacterias,
su efecto se ha evaluado en Fusarium oxysporum, Galactomyces geotrichum, y
Alternaria sp. donde se obtuvo un porcentaje de control favorable, Vazquez et al.

(2016) asociaron su control al tiempo de exposicidn con el tratamiento y a su
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concentracion de cloro activo de 60 mg litroX. Xiong et al. (2014) reforzaron estas
afirmaciones indicando un control favorable para Aspergillus flavus con AEN y
AEACc, asociando al HOCI como el responsable de causar la permeabilidad i6nica
de la membrana celular, lo descrito por estos autores concuerda con este estudio al
encontrar al agua electrolizada neutra como el tratamiento con mayor afectacion a

la viabilidad de esporas.

7 CONCLUSIONES
Con base en la hipétesis planteada, las técnicas de citometria de flujo y microscopia
de barrido fueron Utiles para confirmar que el agua electrolizada en sus diferentes
tipos (oxidante, basica o neutra) tiene la capacidad de afectar la viabilidad de las
esporas de cenicilla. Sin embargo, el mejor tratamiento para inhibir o reducir la

viabilidad de las esporas de Erysiphe betae fue el agua electrolizada neutra.

Es importante tener en cuenta que esta conclusién se basa en los resultados
obtenidos en este experimento. No obstante, es necesario considerar que la
efectividad del tratamiento con agua electrolizada neutra puede verse influenciada
por diversos factores, como los niveles de pH, ORP y la concentracion de cloro libre
en el momento de la aplicacion, asi como el tiempo de exposicidn y las condiciones

ambientales.
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Apéndice A. Secuencia de ADN, region ITS 4 e ITS 5.
ITS4

GTGGGGATGTCTTAACCTGATTCGAGGTCACCTGTGATCCGTGTGAGTGGACCC
AAATAGGGGTTGTTCTGGCAAGCCACCGGGCGTCACTCTGTCCCGAGAAG
CAAGTTACTACGCGTAGAGCCCACGCCGGGACCGCCCCTGTCTTTAAGG
GCCGCCGCATCGCGACCAGCCCCAACACCGCAACCCCACAACGGCGGCT
GGAGGGGGTGTTATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCAAG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCTATGATTCATTAAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCCGAGCCAAGAGA
TCCGTTGTTGAAAGTTTTATCAATTTTCATTATAAAGCTAAGACGACACAGA
CAACATGAGTTTTTGGTTGGGTCTTTGGCGGGCGCGCTCCAGTCGAAACC
GGTGGGCGGCCGACGCATGTCCAGGCGGACAGCGACTACACAGCCCGG
CCCGCCAAAGCAACTAGATACAAATCGACACGGGTGGGAGGGTCAGGCC
CAGCACGCAACATACGCCTCGACTGAGCCTCGCAATCTGTAATGATCCTT
CCGCAGGTTCACCCTACCGAAACCTTGTGACAACATTTTACTTTCACGAAA
A

ITSS

TCAGTAAGGCGACTGAGGAGGACATTACAGAGTGCGAGGCTCAATCGTGGCGTC
TGCTGCGTGCTGGGCCGACCCTCCCACCCGTGTCGATTTGTATCTTGTTG
CTTTGGCGGGCCGGGCTGCGTCGTCGCTGTCCGCCTGGACATGCGTCGG
CCGCCCACCGGTTTCGACTGGAACGCGCCCGCCTAAGACCCAACCAAAA
ACTCATGTTGTCTGTGTCGTCTTAGCTTTATAATGAAAATTGATAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAA
CACCCCCTCCAGCTGCCGTTGTGTGGCTGCGGTGTTGGGGCTCGTCACG
ATGCGGCGGCCCTTAAAAACAGTGGGGGTCCCGGCGTGGGCTCTACACG
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TAGTAACATGGGCTCTCTAGACAGAATGACACCCGGTGGGGTGCAAGAAC
CACCCCTATTTGAGTCCCCTCACGTGGGTTACAAGTTTATATCGAAACTTG
GGAGGGTACACGCCGGAAACTTTGTTACACTTTAGCTACACAAAAAAATGA
AATTAATATCACTTTTGTCTTTGGTGATTAAAAAATGTTTGTAGAAATTTATT
TGGAAAAAAAGTCTATCTATGTGTTCCAACCGTATATGATGGGTGTTCGTC
TTTTGCCCTTCCGTTGTTAAAAATAAAGTGAAATTAATCCCACCCCTTCCGA
AAATATCGTGTGTGTATTGGAGACTAATATGATAAAGAATGTATGAGAGTG
ATTGTATCTGTCATGCGAATGTGTATCTGTAATGTGGTGTATGTGGTGTTG
TTTTGTGGTTGCAGGTCATTCCGGAAAGATGAGTATGTATTGTATATGTAG
CATGGGGAAGCGTCCACCCCCCCCACCTGGCGATGGTGAAGGAGTTCAG
TCACCTTGAAATATGTGATACAGAAAAAAGAATGGTTAAGAGACTTCTCTG
GTTGTTGTGGAGTCAATGAGCGTGAAATCTTCGTATGTTGTGATGATGTAT
GGTCGCCGCCTGCGTGATCTTCTCTATGTTTCCTGTGATGGTGTGAAGTTA
TTGGATTTTATGTAAATGTGATGGTAAGAATTGCAGTTATGTTTGACAGAG
GTGATGAATGATGTGTAGATGATGGTTACGTGATGTGATGATGGAGTGAAA
TGCGATTGAATCGTTGACTTGTATTGTTGGTTTGGTGGATGAAGGAAGTGT
GGAGGATGATGTGCTGAAGTTGTTCACGTCTGAGTTAACTGATGCGTGATT
TTGATGTCTGATTAAATTGAAGGTAGATATTGGGTTGAGTTCGTGTGAAAA
TGATGGTGAATTCATTCACTTTTCGATATGTCGATAGATGGTCGGTGGGTG
GCGGCGAAGATCGATTTCGAAAATGTTCGTGGTCGTCGGAGCGGTGGAT
GTGATCGGTGGACATTTGTGTCGAACTCGAATCGGCGTTGGAGACGCTGG
CATCGAATTGATGAATT
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Apéndice B. Busqueda de similitud de la secuencia obtenida con BLASTN

BLASTN 2.6.0+

Reference:

Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000),
"A greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000;
7(1-2):203-14.

Database: Nucleotide collection (nt)
43,634,103 sequences; 150,987,822,336 total letters

Query= H220302-011 F13 I ITS5 1 1588
Length=1588
Score E

Sequences producing significant alignments:
(Bits) Value

LC009946.1 Erysiphe betae genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 285 r... 894
JQ041419.1 Erysiphe betae isolate PE2 internal transcribed space... 893
KY399969.1 Erysiphe betae isolate Sel small subunit ribosomal RN... 891
KX574674.1 Erysiphe betae voucher KUS:F29140 18S ribosomal RNA g... 891
KP717418.1 Uncultured Erysiphe clone FEPM2014 18S ribosomal RNA 891
KP642002.1 Uncultured Erysiphe isolate WA2014PM32 18S ribosomal ... 891
KF268348.1 Erysiphe betae isolate ZKEBOOlA 18S ribosomal RNA gen... 891
DQ164440.1 Erysiphe betae isolate ONT-4 internal transcribed spa... 891
DQ164437.1 Erysiphe betae isolate KIM1-6 internal transcribed sp... 891
DQ164436.1 Erysiphe betae isolate KIM1-1 internal transcribed sp... 891
DQ164432.1 Erysiphe betae isolate EBl-1 internal transcribed spa... 891
KT211366.1 Erysiphe heraclei 18S ribosomal RNA gene, partial seq... 889
KF111807.1 Erysiphe heraclei voucher KUS-F27279 18S ribosomal RN... 887
DQ164439.1 Erysiphe betae isolate KIM2-7 internal transcribed sp... 885
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Apéndice C. Accesion registrada en el GenBank (OP748254.1)

Erysiphe betae cultivar Chenopodium ambrosioides internal
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S5 ribosomal RNA gene,
complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial

sequence

GenBank: 0P748254.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS OP748254 612 bp DNA linear PLN 05-

NOV-2022

DEFINITION Erysiphe betae cultivar Chenopodium ambrosioides internal
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA

gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial

sequence.
ACCESSION OP748254
VERSION OP748254.1
KEYWORDS

SOURCE Erysiphe betae

ORGANISM Erysiphe betae
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Leotiomycetes; Erysiphales; Erysiphaceae; Erysiphe.
REFERENCE 1 (bases 1 to 612)
AUTHORS Lopez-Hernandez,I.Y., Villanueva- Verduzco,C.,
Villanueva-Sanchez,E. and Camacho-Tapia, M.
TITLE Identificacion del agente causal de la Cenicill del epazote
(Chenopodium ambrosioides) y su control con agua
electrolizada
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 612)
AUTHORS Lopez-Hernandez,I.Y., Villanueva- Verduzco,C.,
Villanueva-Sanchez,E. and Camacho-Tapia, M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-0CT-2022) Parasitologia Agricola, Universidad

Autonoma Chapingo, km. 38.5 carretera Mexico-Texcoco, Texcoco
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c_RNA

1 cattacagag tgcgaggctc aatcgtggcg tctgctgcgt gctgggccga ccctcccacc

Location/Qualifiers

1..612

/organism="Erysiphe betae"

/mol type="genomic DNA"

/cultivar="Chenopodium ambrosioides"

/db_xref="taxon:62706"

<l..>612

Sanger dideoxy sequencing

/note="contains internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA,

61 cgtgtcgatt tgtatcttgt

121
181
241
301
361
421
481
541
601

acatgcgtcg
actcatgttg
gatctcttgg
cagaatttag
gcatgcctgt
gggctcgtca
gtagtaacat
ttgagtcccc
actttgttac

gccgcccacc
tctgtgtcgt
ctctggcatc
tgaatcatcg
tcgagcgtca
cgatgcggcg
gggctctcta
tcacgtgggt

ac

tgctttggcg ggccgggctg cgtcgtcget

ggtttcgact
cttagcttta
gatgaagaac
aatctttgaa
taacaccccc
gcccttaaaa
gacagaatga

tacaagttta

ggaacgcgcc
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acagtggggg
cacccggtgg

tatcgaaact

cgcctaagac
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ccacccctat

cacgccggaa
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and internal transcribed spacer 2"
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