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SENSIBILIDAD DE AISLADOS DE Neopestalotiopsis spp.
OBTENIDOS DE FRESA A FUNGICIDAS DE DIFERENTE MODO DE
ACCION

RESUMEN

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es un cultivo de importancia econémica en
México. Uno de los patégenos emergentes que causa mancha foliar, tizon de la hoja
y pudricion de raiz y corona el hongo Neopestalotiopsis rosae y otras especies de
Neopestalotiopsis spp. El uso de fungicidas representa una herramienta importante
para el manejo de la enfermedad, existe el riesgo de desarrollo de resistencia, por
lo que es necesario conocer la sensibilidad de este patdgeno a fungicidas de
diferente modo de accion. En este estudio, se evalué la distribucion de la
sensibilidad de aislamientos de Neopestalotiopsis spp. por el método de gradiente
en espiral a los fungicidas azoxystrobin, difenoconazol y boscalid. Posteriormente,
se seleccion6 una muestra de 15 aislamientos con diferentes niveles de sensibilidad
a estos fungicidas y su identificacion se realizd6 mediante reconstruccion filogenética
con secuencias de la region ITS y secuencias parciales de los genes LSU, tef-1a,
tub2 y rpb2. Ademas, se amplificaron regiones especificas relacionadas con la
presencia de mutaciones puntuales en las regiones cyt b (fungicidas Qol) y Tub2
(fungicidas benzimidazoles). Se evalué la respuesta de severidad en hojas
desprendidas de fresa, asi como la efectividad de la aplicacion preventiva de
fungicidas contra estos aislamientos. Los resultados indicaron que la media de
concentracion efectiva que inhibe el 50% del crecimiento micelial (CEso) por
azoxystrobin fue de 10.0 pg mL?, 102 ug mL* para boscalid y 0.007 pg mL* para
difenoconazol. En los aislados de N. rosae se expreso la mutacion G143A asociada
al azoxystrobin excepto para el aislado 201 y las mutaciones F200Y y E198K
asociada al tiofanato metilico, se expresaron en los aislados de N. rosae. Los
aislamientos 196, 201, 323, 418 y 466 de N. rosae fueron los mas virulentos en
presencia de los fungicidas azoxystrobin, boscalid y tiofanato metilico. Estos
resultados proporcionan informacién para el desarrollo de estrategias de manejo de
la enfermedad y contribuyen a la seleccion de fungicidas adecuados para su control
en la produccion de fresa en México.

Palabras clave: Neopestalotiopsis rosae, Neopestalotiopsis spp., Fragaria X
ananassa
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SENSITIVITY OF ISOLATES OF Neopestalotiopsis spp. OBTAINED
FROM STRAWBERRY TO FUNGICIDES OF DIFFERENT MODE OF
ACTION

ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch) is a crop of economic importance in Mexico.
One of the emerging pathogens that causes leaf spot, leaf blight, root rot and crown
rot is the fungus Neopestalotiopsis rosae and other species of Neopestalotiopsis
spp. The use of fungicides is an essential tool for disease management. However,
there is a risk of resistance development, so it is necessary to know the sensitivity
of this pathogen to fungicides with different modes of action. In this study, the
distribution of the sensitivity of Neopestalotiopsis spp. by the spiral gradient method
to the fungicides azoxystrobin, difenoconazole, and boscalid was determined.
Subsequently, a sample of 15 isolates with different sensitivity levels to the previous
fungicides was selected. Phylogenetic identification was conducted by amplifying the
LSU, tef-7a, ITS, tub2, and rpb2 regions by PCR. In addition, specific regions
associated with the presence of point mutations in the Cyt b (Qol fungicides), and
tub2 (Benzimidazole fungicides) regions were amplified. The response (severity) of
these isolates to preventive fungicide applications was evaluated in leaves detached
from the results indicated that the mean effective concentration that inhibits mycelial
growth by 50% (EC50) for azoxystrobin was 10.0 ug mL -, 102 pg mL* for boscalid
and 0.007 pg mL* for difenoconazole, one of the N. rosae isolates expressed the
G143A mutation associated with azoxystrobin except for isolate 201 and the F200Y
and E198K mutations associated with thiophanate methyl were expressed in the N.
rosae sample isolates. were the most virulent in the presence of the fungicides
azoxystrobin, boscalid and methyl thiophanate. These results provide information for
the development of disease management strategies and contribute to the selection
of appropriate fungicides for the control in strawberry production in Mexico.

Key words: Neopestalotiopsis rosae, Neopestalotiopsis spp., Fragaria x ananassa
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INTRODUCCION GENERAL

La fresa (fragaria x ananassa) es una fruta ampliamente distribuida en todo el
mundo debido a sus cualidades organolépticas y la variedad de usos que tiene en
la industria alimentaria (Mazzoni et al., 2016). La mejora genética de la fresa es un
aspecto importante en su produccién, ya que la fresa moderna es el resultado de
hibridaciones entre F. virginiana y F. chiloensis (Darrow, 1966), estas mejoras han
permitido obtener variedades con caracteristicas superiores en cuanto a

rendimiento, calidad de frutos y resistencia a enfermedades (Simpson, 2018).

A nivel mundial, la produccion de fresa esta liderada por China (6, 434,371 t),
Estados Unidos de América (1, 021,490 t), México (861,337 t), Turquia (486,705 t)
y Egipto (460,245 t), los cuales aportaron el 76.52% del total de la produccion de
fresa (FAOSTAT, 2021). En México el cultivo de fresa es importante desde el punto
socioecon6mico, debido a que genera empleo y divisas por ser producto de
exportacion para su consumo en fresco, congelado y procesado. Los principales
estados productores son: Michoacan con 345,529.82 t, Baja California con 96,179
t, Guanajuato 96,199 t, Jalisco 9,523.2 t, Baja California Sur 7,942.77 t, Estado de
México con 8,448.57 t, Aguascalientes 3,031.10 t, Tlaxcala 353.92 t, Oaxaca 261.9
t y Puebla con 236.61 t, con una produccion total de 565,064.4 t (SIAP, 2023).

Los factores mas importantes que influyen en la calidad de los frutos de fresa
incluyen la seleccion de cultivares, la firmeza, el contenido de y la acidez de los
frutos, asi como la susceptibilidad a enfermedades. Ademds, los factores
meteorologicos y el manejo y las condiciones de almacenamiento también pueden
afectar la calidad de los frutos debido a su corta vida util. La apariencia, firmeza,
sabor, grado de madurez, brillo y ausencia de dafios en los frutos son los principales
aspectos considerados para determinar la calidad de la fresa. Sin embargo, las
enfermedades fangicas son una de las principales limitaciones en la produccion de

este cultivo, infligiendo pérdidas significativas para las zonas dedicadas a su cultivo
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(Locascio & Saxena, 1967; Kadir et al., 2006; Rubio et al., 2019; Kadir & Carey,
2019).

Entre las enfermedades emergentes de la fresa se encuentran el tizén foliar,
pudricién de raiz y corona de la fresa, causada por Neopestalotiopsis sp., este
hongo fue primeramente reportado como el agente causal de la muerte de plantas
de fresa en Espafia (Chamorro et al. , 2016) y Vietnam (Ding et al., 2016),
posteriormente en Uruguay (Machin et al., 2019) e Italia (Gilardi et al., 2019; Sigillo
et al., 2020), y recientemente en Taiwan (Wu et al., 2021), México (Rebollar-Alviter
et al., 2020) y Estados Unidos (Baggio et al., 2021).

La enfermedad se ha vuelto mas prevalente y severa en los ultimos afios, causando
hasta un 30% de pérdida después del trasplante en Taiwan (Wu et al., 2021). En
México, la enfermedad ha causado pérdidas importantes en el cultivo de fresa desde
el ciclo 2017-2018, y se ha asociado con sintomas de pudricion de corona y muerte
de la planta. Las pérdidas de trasplante son mas comunes en cultivos expuestos a
la lluvia y largos periodos de humedad en las hojas (Rebollar-Alviter et al., 2020).

La resistencia a los fungicidas es una caracteristica de la evolucién del patdgeno,
gue depende del ciclo de vida, las propiedades y la exposicién a los fungicidas
(Lucas et al., 2015). La resistencia a los fungicidas se consolid6 por primera vez en
1970, cuando se introdujeron antimicéticos con modos de accion especificos (Brent,
2011). Botrytis cinerea, Plasmopara viticola y Phytophthora infestans son algunos
de los patdégenos que han presentado resistencia a fungicidas de diferentes modos
de accion (Damicone, 2017).

La resistencia genética de un hongo a los fungicidas se asocia con la presencia de
cambios que ocurren de forma natural o inducida, y es el resultado de la presion de
seleccion ejercida por el fungicida (Damicone, 2017). Se han utilizado andlisis de
secuencias de los genes objetivo, que codifican los aminoacidos o las proteinas
afectadas por el fungicida (Sierotzki & Scalliet, 2013).
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El uso frecuente e indiscriminado de fungicidas puede acelerar la aparicion de
resistencia en los patégenos, lo que puede limitar la eficacia de estos productos en
el futuro (Lucas et al., 2015). Por lo tanto, es necesario implementar un manejo
integrado de enfermedades que incluya el uso racional y adecuado de fungicidas,
la rotacidon de productos con diferentes modos de accién, el monitoreo constante de
la sensibilidad de los patdgenos a los fungicidas y la combinacién de diferentes
estrategias de control, como la utilizacién de variedades resistentes y el manejo de
la humedad y la fertilizacion (Brent, 2011; Damicone, 2017).

Dentro de los grupos quimicos que generan resistencia en los hongos se encuentran
los benzimidazoles y las estrobilurinas (Qol), entre otros (Amil et al. 2007). La
presencia de la mutacién G143A en el gen cyt b en cepas de Neopestalotiopsis spp.
gue muestran resistencia al fungicida azoxystrobin ha sido recientemente reportada
(Baggio et al., 2022). Por lo tanto, es esencial establecer una linea de base de
sensibilidad en esta especie para detectar cambios posteriores en la sensibilidad o
el desarrollo de resistencia en el hongo y desarrollar estrategias de manejo de
resistencia a fungicidas de accion especifica (Baggio et al., 2019; Baggio et al.,
2022).
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JUSTIFICACION

Las recientes epidemias de mancha y tizén foliar, asi como de pudricién de raiz y
corona de la fresa a la que se asocia principalmente el hongo N. rosae y otras
especies de Neopestalotiopsis han motivado el desarrollo de estudios de
sensibilidad de aislados de Neopestalotiopsis spp. de fresa a fungicidas de diferente
modo de accién. Lo anterior debido a que los fungicidas, representan una de las
alternativas de mayor importancia para reducir el impacto de esta enfermedad en
México. Sin embargo, no se conoce el estado de la resistencia de cepas de
Neopestalotiopsis rosae en fresa a fungicidas de mayor uso dada su reciente
aparicién como problema emergente. Conocer la sensibilidad del hongo a fungicidas
de uso comun tiene gran relevancia, pues se reducen las aplicaciones de manera
innecesaria y se optimiza el manejo de las enfermedades resultando en mayor
eficacia y un menor costo para el productor. Dada la relevancia y el impacto
economico de la enfermedad en la produccién de fresa, los objetivos de esta

investigacion fueron:
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la distribucion de la sensibilidad de aislados de Neopestalotiopsis spp.
a fungicidas de diferente modo de accion y su relacion con la patogenicidad en la
fresa.
Objetivos especificos:

1. Determinar la distribucién de la sensibilidad de aislados de Neopestalotiopsis

spp. obtenidos del cultivo de fresa a fungicidas de diferente modo de accién.

2. Detectar las mutaciones que explican la respuesta a fungicidas de diferente

modo de accion en aislamientos de Neopestalotiopsis spp.

3. Determinar la influencia del nivel de resistencia en la patogenicidad de los

aislamientos para causar manchas foliares en fresa.
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HIPOTESIS

1. La distribucion de la sensibilidad de aislados de Neopestalotiopsis spp. a
fungicidas de diferente modo de accion es amplia e incluye aislados sensibles

y resistentes.
2. La respuesta de Neopestalotiopsis spp. a fungicidas de diferente modo de
accion, se explica en parte por la existencia de mutaciones en el sitio de

accion de cada fungicida.

3. El nivel de resistencia de los aislamientos influye en su patogenicidad sobre

hojas de fresa.
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CAPITULO |

1.1 REVISION DE LITERATURA

La fresa, perteneciente a la familia de las Rosaceas y al género Fragaria, es un
cultivo ampliamente cultivado en todo el mundo. A lo largo de los afios, se ha logrado
transformar la planta de fresa en una especie altamente productiva, a través del
mejoramiento de variedades, induccion de metabolitos capaces de inhibir el
crecimiento de hongos patdgenos y capacidad de cosechar durante un largo periodo
con frutos grandes para el envio a largas distancias (Simpson, 2018; Vanti et al.,
2021). Sin embargo, 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 solani), mancha purpura en la hoja (Mycosphaerella
fragariae), cenicilla (Sphaerotheca macularis) y pudricion del cuello (Phytophthora
cactorum and P. fragariae) (Al-Rahbi et al., 2021; Ayoubi & Soleimani, 2016b;
Parikka & Latvala, 2021). En México, las enfermedades causadas por F. oxysporum,
Neocosmospora solani, F. moniliforme, P. fragariae, Rhizoctonia solani, Alternaria
spp., Pythium aphanidermatum, Verticillium alboatrum, Colletotrichum spp.,
Cylindrocladim spp. y Ramularia spp. causan pérdidas significativas en el cultivo de
fresa (Undurraga & Vargas, 2013; Ceja-Torres et al., 2014; Barcenas-Santana et
al., 2019).

1.1.1 Mancha foliar, pudricion de raiz y corona por Neopestalotiopsis spp.

El tizén foliar, pudricion de la corona y/o raiz asociada al hongo Neopestalotiopsis
spp. es una enfermedad emergente en el cultivo de fresa a nivel mundial (Ayoubi &
Soleimani, 2016; Chamorro et al., 2016; Rebollar-Alviter et al.,, 2020;
Maharachchikumbura et al., 2014b). Una reclasificacion del género Pestalotiopsis
basandose en tres genes, ITS (region del espacio transcrito interno de rDNA), tef

(secuencias parciales del factor de elongacion) y tub2 (B-tubulina) han revelado dos



nuevos géneros, Neopestalotiopsis y Pseudopestalotiopsis, 1o que ha llevado a la
reasignacion de algunas especies de Pestalotiopsis en cultivos convencionales
(Maharachchikumbura et al., 2014;Baggio et al., 2020). Neopestalotiopsis se
distingue de Pestalotiopsis y Pseudopestalotiopsis por sus células medias
versicoloreadas de los conidos y conidi6foros indistintos (Li et al., 2021,
Maharachchikumbura et al., 2014).

Pestalotiopsis longisetula, por ejemplo, se ha reportado como causante de pérdidas
importantes en Brasil desde 2008 (Rodrigues et al., 2014), mientras que Chamorro
et al. (2016) identificé a Pestalotiopsis clavispora (sin. Neopestalotiopsis clavispora)
como la responsable de la mortalidad de plantas de fresa en Espafia entre 2013 y
2014. En China, este hongo se ha asociado con el tizon en céliz (Shi et al., 2022),
mientras que en Finlandia se ha reportado una decoloracion marrén rojiza en
coronas causada por N. clavispora, que se presentaba junto con P. cactorum y F.
oxysporum (Parikka & Latvala, 2021). Ademas, se ha informado que la pudricion de
la raiz y corona de la fresa causada por N. clavispora en ltalia, Corea, Argentina,
Uruguay e India (Gilardi et al., 2019; Sigillo et al., 2020; Machin et al., 2019;
Mahapatra et al., 2018; Obregon et al., 2018; Park et al., 2019).

En Iran, Neopestalotiopsis iranensis y N. mesopotamica se han asociado con la
pudricion de la fresa (Ayoubi & Soleimani, 2016b), mientras que, en Ecuador, N.
mesopotamica también se ha identificado como causante de pudricién en la corona
(Intriago-Reyna et al.,, 2021; Hidrobo-Chavez et al., 2022). Asimismo,
Neopestalotiopsis rosae ha sido reportada como causante del colapso de plantas
de fresa en México (Rebollar-Alviter et al., 2020), Egipto (Essa et al., 2018), USA
(Baggio et al., 2020), China (Sun et al., 2021) y Taiwan (Wu et al., 2021). Es muy
probable que alguno de estos reportes en realidad se asocie con la presencia de N.
rosae, en especial si en la identificacion del hongo solo se considero el uso de la
region ITS (Baggio et al., 2021).



Es importante destacar que estos hongos representan una amenaza potencial para
la produccién de fresa en todo el mundo, y es necesario continuar investigando su
taxonomia y su impacto en los cultivos de fresa para desarrollar medidas de control

efectivas.

1.1.2 Taxonomia de Neopestalotiopsis

Maharachchikumbura et al. (2014b) reclasificaron a Neopestalotiopsis como una
division de Pestalotiopsis, de acuerdo con la base de datos de Mycobank la
clasificacion taxondmica de Neopestalotiopsis es:
Dominio: Eukarya
Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina;
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Xylariomycetidae
Orden: Amphisphaeriales
Familia: Pestalotiopsidaceae
Género: Neopestalotiopsis (MYCOBANK, 2023)

1.1.3 Morfologia de Neopestalotiopsis spp.

En cuanto a la morfologia de especies de Neopestalotiopsis, en el caso de N. rosae
los acérvulos producen conidios de cinco células, entre fusiformes y elipsoidales,
los conidos con dos células centrales de color marrén y las células basales hialinas
con pared fina de forma obcoénica, los conidios miden de 22-37 um de longitud y
entre 7.5 a 9.5 ym 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 um de largo x 4-6 um de ancho) y con
una sola septa. Los apéndices basales no ramificados (5-8 ym de longitud)
(Maharachchikumbura et al., 2014b).


https://gd.eppo.int/taxon/1ASCOP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147538&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://gd.eppo.int/taxon/1SORDC
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=222545&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://gd.eppo.int/taxon/1NPESG

Las colonias en PDA son de color blanco, presentan borde lobulado, el micelio se
eleva moderado en la superficie, presentando conidiomas concéntricos negros,
alcanzando de 30-40 mm de didametro después de 7 d a 25 °C
(Maharachchikumbura et al., 2014b; Rebollar-Alviter et al., 2020).

Otra especie con caracteristicas morfologicas similares a N. rosae es N. clavispora
identificada también por Maharachchikumbura et al., (2014b), como
Neopestalotiopsis sp., el cual fue reportado y descrito por Chamorro et al. (2016),
Gilardi et al. (2019), como micelio algodonoso de color blanco aéreo en PDA,
conidos fusiformes o claviformes (23 x 6 um aprox.), ligeramente curvados, con
cuatro 4 septos, células basales hialinas conicas de tres a cuatro apéndices hialinos
(24 um), las células centrales versicoloreadas siendo mas oscuras a las basales.

Estas especies a nivel morfolégico no se pueden diferenciar, ya que comparten
caracteristicas, por lo que su identificacion es mediante pruebas moleculares y

andlisis filogenético.

1.1.4 Rol ecoldgico y ambiental de Neopestalotiopsis

El género Neopestalotiopsis, de reciente aparicion (Maharachchikumbura et al.,
2014b; Jaklitsch et al., 2016; Hongsanan et al., 2017) ha recibido poca atencién en
cuanto a su capacidad para degradar celulosa. En la antigua clasificacion de
géneros, Pestalotiopsis se relaciond con la degradacion de plasticos, pero
Khruengsai, (2022), encontré que Neopestalotiopsis phangnagaensis tiene un
potencial de biodegradacién de polietileno de baja densidad (LDPE). Especies
endodfitas aislados de Sporocadaceae producen metabolitos (Maharachchikumbura
et al., 2014b ; Liu et al., 2019b; Hyde et al., 2020), en especies de Neopestalotiopsis
pueden actuar como endéfitos o saprobios y se sabe que producen una amplia
variedad de metabolitos secundarios (Maharachchikumbura et al., 2011). Las
especies de Neopestalotiopsis tienen una fase saprofitica, lo que les permite

sobrevivir en tejidos muertos y diseminarse a través del viento. También pueden



formar acérvulos, una estructura reproductiva asexual, cuyos conidios se liberan
para infectar a otras plantas (Maharachchikumbura et al., 2013; Jayawardena et al.,
2015).

Los taxones de Sporocadaceae son ecolégicamente importantes, ya que aparecen
como saprobios, enddéfitos o patdgenos en hojas, ramas y frutos de una amplia
gama de hospedantes (Hyde et al.,, 2017; Liu et al., 2019b). Varias especies,
especialmente relacionadas con Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis y Truncatella se consideran patdgenos de enfermedades
destructivas en varios cultivos de importancia econémica (Maharachchikumbura et
al., 2016b).

Ademds, se han reportado numerosos informes de enddfitos que producen
compuestos novedosos con aplicaciones medicinales, agricolas e industriales (Aly
et al., 2010; Aly et al., 2013; Watanabe et al., 2010; Ronsberg et al., 2013; Xu et al.,
2014) . Por lo tanto, se cree que las especies de Neopestalotiopsis son una fuente
rica para la bioprospeccion en comparacion con otros géneros de hongos. Se han
aislado de hojas muertas, corteza y ramas (Maharachchikumbura et al., 2014a) y
otras especies, como Pestalotiopsis guepinii y P. microspora, que se han
encontrado en ambientes extremos (Tejesvi et al., 2007). Especies de Pestalotiopsis
aisladas de manglares como enddfito ha mostrado resistencia a cobre, cromo,
plomo y zinc (Hamzah et al., 2020), reduciendo la cantidad de metales pesados en
manglares. Sin embargo, es importante tener en cuenta que algunas especies de
Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis también se han asociado con infecciones
humanas y animales (Monden et al., 2013).

1.4.1.1 Especies de Neopestalotiopsis como endoéfitos

Se han realizado investigaciones adicionales sobre hongo enddéfito de especies de
Neopestalotiopsis en diferentes plantas, que han revelado su potencial

biotecnoldgico. Por ejemplo, en un estudio sobre la orquidea Stanhopea tigrina, se


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib95
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib95
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib85
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000116#bib54

encontr6 que Neopestalotiopsis sp. producia giberelinas, lo que podria tener
aplicaciones en la produccion de cultivos comerciales (Salazar-Cerezo et al., 2018).
Otra especie N. hadrolaeliae también como enddfito de raices de orquidea
(Hadrolaelia jongheana) (Freitas et al., 2019), Ademas, se ha descubierto que los
aislados de Neopestalotiopsis de las plantas de canela (Cinnamomum loureiroi)
pueden producir derivados de eugenol, un compuesto utilizado en industria

alimentaria y cosmética (Tanapichatsakul et al., 2019).

1.1.5 Importancia del género Neopestalotiopsis como fitopatégeno

Las especies de Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis también son conocidas por
causar una variedad de enfermedades en las plantas, como pustulas, muerte
regresiva de los brotes, manchas en hojas, tizon, tizén de la punta, tizén gris, cancro
costroso, clorosis severa, y diversas enfermedades postcosecha (Crous et al., 2011,
Maharachchikumbura et al., 2012; Maharachchikumbura et al., 2013 ; Zhang et al.,
2013). El proceso de infeccion descrito por Rodrigues et al. (2014), describe a las
cuantas horas se lleva a cabo la colonizacion, ya que, los conidos 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 conidos son

liberados de los acérvulos.

La infeccion por Neopestalotiopsis en las plantas de fresa puede resultar en
sintomas graves, como la muerte de hojas, flores y brotes, y la aparicion de
decoloracién o areas marrones necréticas en la corona y la raiz (Chamorro et al.,
2016; Wu 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 propégulos del
hongo se dispersan facilmente por medio de operaciones de riego, cultivo, lluvia,
salpicaduras y esparcimiento de conidios en el aire y cuando la temperatura ideal

para el desarrollo de la enfermedad oscila entre 19 y 23 °C con presencia de agua



libre puede favorecer su propagacion (Wu et al., 2021). Los sintomas descritos por
Diing et al. (2016) incluyen el secado del borde de las hojas jévenes, que progresa
hacia la mitad del &rea de la hoja. Si las condiciones ambientales son favorables,

estos sintomas se extienden a las hojas viejas y la planta se marchita y muere.

Bajo los factores abidticos, los sintomas descritos por Baggio et al. (2021, 2022);
Rebollar-Alviter et al. (2020); Wu et al. (2021), en el cultivo de fresa causados por el
agente causal Neopestalotiopsis sp. pueden variar en grado de dafio, mencionan
lesiones necroticas de color marrén con acérvulos negros en las hojas, en estolones
y corona también lesiones necréticas color marrén, estas manchas pueden ser
circulares u ovaladas, expendiéndose con el tiempo provocando secado o muerte
del tejido, en el fruto presentan necrosis hundida de color marrén rojizo y en corona
con necrosis marron, con el tiempo avanza y puede provocar la muerte prematura

de la planta.

Las fuentes de sobrevivencia de Neopestalotiopsis spp. va desde la planta madre,
suelo, bandejas de propagacion ya utilizadas, pasillos de camas a campo abierto o
en invernadero, asi como en restos de cultivo de fresa, sirviendo como reservorio
del hongo y facilitando su diseminacién en cultivos cercanos (Baggio & Peres,
2020).

1.1.6 Hospedantes de Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis

Los géneros Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis tienen una diversidad de
hospedantes, desde cultivos agricolas, ornamentales, frutales y arboles forestales.
Se han descubierto diversas especies de los géneros Neopestalotiopsis vy
Pestalotiopsis que estan asociados con arboles de eucalipto, entre ellas N. australis,
N. eucalypticola, N. mesopotamica, N. steyaertii, P. biciliata, P. colombiensis, P.
disseminata, P. funereoides, P. mangiferae, P. microspora, P. neglecta y P. virgatula
(Yuan & Mohammed, 1999; Suwannarach et al., 2012; Maharachchikumbura et al.,
2016a; Maharachchikumbura et al., 2016b; Morales-Rodriguez et al., 2019). En

Pinus brutis se reporté N. mesopotamica (Maharachchikumbura et al., 2014).



En plantas ornamentales se ha encontrado Neopestalotiopsis rosae en tallos de
Paeonia suffruticosa y en lesiones de tallos de Rosa sp., donde su morfologia es
distinta a la de otros taxones del mismo género (Zhang et al., 2013). Asimismo, N.
protearum como agente causal (pudricion parda) en Camellia chrysantha (Tang et
al., 2021).

En arboles frutales, como el guayabo se han reportado especies de Pestalotiopsis
(Darapanit et al., 2021; Solarte et al.,, 2018), P. clavispora, P. microspora,
Pestalotiopsis sp. y P. disseminata causando dafios en hojas y frutos y en
postcosecha se ha reportado N. brasiliensis (Bezerra et al., 2018). Recientemente
en Italia se ha reportado se ha reportado N. rosae causando agrietamiento de la
corteza y tejido necrético en aguacate (Fiorenza et al., 2022).

En berries, en el cultivo de ardndano se han reportado mas especies de
Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis, ademas, se ha reportado a Pestalotiopsis sp. y
P. photiniae en china (Chen et al., 2010; Luan et al., 2008), N. rosae en Peru
causando muerte regresiva del arandano (Rodriguez-Galvez et al., 2020). También
se ha reportado a N. chrysea y N. clavispora en arandano en China y Corea del Sur
(Lee et al., 2019; L. B. Shi et al., 2017).

Se han descrito varias especies de Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis que afectan
la produccién de fresa a nivel mundial. Entre ellas, la especie Pestalotiopsis
longisetula se ha reportado como causante de pudricion de la fruta, ademas se han
registrado casos de esta especie causando mancha foliar y pudricion de frutos en
Egipto, segun investigacién realizadas por Embaby (2007). Esta misma especie ha
causado dafios severos en la corona de la planta de fresa en varios paises, como
Brasil (Rodrigues et al., 2014), Bélgica (Van Hemelrijck et al., 2017), Bangladesh
(Dlng et al., 2016; Ara et al., 2017) y México, donde ya se ha registrado dafio foliar

en las plantas de fresa, segun un estudio de (Morales-Rodriguez et al., 2019).


https://www.mendeley.com/catalogue/ed1defe0-4919-3ea7-9666-bcce570fa068
https://www.mendeley.com/catalogue/ed1defe0-4919-3ea7-9666-bcce570fa068

En el caso de Neopestalotiopsis, se han reportado varias especies que afectan el
cultivo de fresa, primeramente N. clavispora (Chamorro et al., 2016) se ha reportado
causando pudricion de raiz y corona de fresa en Espafia, Argentina (Obregon et al.,
2018), Uruguay (MacHin et al., 2019), Italia (Gilardi et al., 2019), China (Shi et al.,
2022), entre otros reportes. Ademas, N. mesopotamica y N. iranensis se han
reportado en Iran (Ayoubi & Soleimani, 2016) y Ecuador (Hidrobo et al., 2021;
Intriago-Reyna et al., 2021) causando manchas foliares necroéticas, pudricion de la
corona y lesiones en las frutas, también se ha reportado a Neopestalotiopsis sp.
(Baggio et al., 2021; Rotondo et al., 2023). Por ultimo, N. rosae agente causal de
muerte de los tejidos de la corona y la pudricién de la fruta en China (Ma et al.,
2023), Egipto (Essa et al., 2018), California (Lawrence et al., 2023), México

(Rebollar-Alviter et al., 2020) y otros paises de mundo.

1.1.7 Importancia econémica

Neopestalotiopsis rosae y otras especies, han tenido un impacto importante, ya que
han causado grandes pérdidas de produccion en el cultivo de fresa, a partir de 2013,
N. clavispora (Obregon et al., 2018) se documenté reduccién de la produccion en el
cultivo de fresa para el 2017 en México se estimaron pérdidas de hasta el 50%
(Rebollar-Alviter et al., 2020), ademas, en Taiwan se reportdé una pérdida del 30%
en el trasplante debido a esta especie en el periodo 2019-2020 (Wu et al., 2021),
en Ecuador, la presencia de N. mesopotamica ha causado una disminucion del 70%
en las plantaciones de fresa en campo (Intriago-Reyna et al., 2021), mientras que
en Ohio se ha reportado una incidencia del 80% en las plantaciones de fresa
(Rotondo et al., 2023).

En resumen, la enfermedad causada por Neopestalotiopsis en las plantas de fresa
es un problema significativo que puede causar graves pérdidas econdmicas y
afectar la produccion de fresa a nivel mundial, debido a la disminucién de la calidad

de la fruta, por consiguiente, afectando negativamente el rendimiento del cultivo.



La importancia econdmica de Neopestalotiopsis en el cultivo de fresa se debe a que
puede afectar la calidad y cantidad de la produccién, lo que resulta en pérdidas
econOmicas para los productores. Ademas, el control de esta enfermedad puede
ser costoso debido a que se requieren medidas preventivas y de manejo integrado

para su control.

1.1.8 Manejo de las enfermedades causadas por Neopestalotiopsis spp. en
fresa

El manejo integrado de la enfermedad causada por Neopestalotiopsis spp. en
cultivos de fresa incluye una combinacion de medidas preventivas, culturales,
biol6gicas y quimicas. Entre las medidas preventivas, se recomienda la seleccion
de variedades resistentes a la enfermedad, la eliminacion de material vegetal
infectado, el control de malezas y otros hospedantes alternativos, el uso de agentes
de control biolégico como Trichodermas spp. y Bacillus spp. (Widyaningsih &
Triasih, 2021; Wu et al., 2018). Las medidas culturales incluyen practicas de manejo
adecuadas, como el riego por goteo y la eliminacién de hojas y frutos infectados
(Baggio et al., 2021; Rebollar-Alviter et al., 2020). Darapanit et al. (2021), menciona
el uso de extractos vegetales contra Neopestalotiopsis y Pseudopestalotiopsis, para
inhibir el crecimiento micelial, de los cuales la curcuma, jengibre, jamaica y clavo,

son algunos de los extractos utilizados.

En el cultivo de fresa, existen varios fungicidas que han demostrado ser efectivos
en el control de la enfermedad causada por Neopestalotiopsis spp. En estudios in
vitro, se ha encontrado que el captan, ciprodinil+ fludioxonil, difenoconazol, plocoraz
y iprodiona son inhiben el crecimiento del hongo (Baggio et al., 2022; Darapanit et
al., 2021; Rebollar-Alviter et al., 2020). Ademas, el thiram y el hymexazol también
han mostrado eficacia en la inhibicién del crecimiento del hongo (Essa et al., 2018).
En ensayos realizados en campo y laboratorio, Baggio et al. (2022) encontraron que
algunos grupos FRAC (3, 7, 9, 11, 12 y 29) donde difenoconazol, propiconazol,
fludioxonil 'y fluazinam inhibieron un 50% de crecimiento micelial de

Neopestalotiopsis sp. y N. rosae en pruebas in vitro a concentraciones a partir de 1
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g mL2. Por otro lado, se ha descrito que los fungicidas iprodiona, propiconazol,
cyprodinil+fludioxonil y difenoconazol tuvieron un control contra Neopestalotiopsis,
excepto de azoxystrobin y trifloxystrobin mostrando un grado de resistencia (Chung
et al. (2021).

En pruebas in vitro, se ha observado que el carbendazim, propiconazol y
carbendazim+mancozeb detuvieron por completo el crecimiento de N. clavispora
(Biju et al., 2018).

Es importante conocer el estatus de sensibilidad de este hongo a los fungicidas, ya
gue puede impactar en los costos de produccion para los productores y en la
seleccion de poblaciones de hongos resistentes a los fungicidas. Por lo tanto, es
importante implementar programas de manejo de la resistencia a los fungicidas en

un enfoque de manejo integrado de la enfermedad (Alvarez-Medina et al., 2017).

1.1.9 Modo de accion de fungicidas

Los fungicidas que actian en un solo sitio de accion son considerados de alto riesgo
para el desarrollo de resistencia en comparacion con los que actian en multiples
procesos celulares (McGrath, 2004; Patel et al., 2021). Los fungicidas modernos
selectivos se unen a sitios especificos e interrumpen procesos celulares
particulares, lo que los convierte en inhibidores de un solo sitio (especificos del sitio)
en contraste con las clases de fungicidas anteriores que actdan en una variedad de
procesos celulares y se consideran inhibidores multisitio (Cuadro 1). Existen
mecanismo de accion de los fungicidas, utilizados para prevenir y controlar hongos

fitopatdogenos en cultivos agricolas, de los cuales se describen por la FRAC.

Cuadro 1. Fungicidas inhibidores multisitio y Unico sitio de accién (FRAC, 2022).

Modo de accién Mecanismo de accién Sitio de accion y nombre de grupo
B: Citoesqueleto y Inhibidor del ensamblaje de B1: metil-benzimidazoles carbamatos,
proteinas motoras R-tubulina en mitosis Benzimidazol, B2: N-fenil carbamatos.
E: transduccion de Inhibidor de la transduccién E3: dicaboximidas, DI:  anilino-
sefiales; D: de sefales osméticas L

pirimdinas.
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Modo de accién

Mecanismo de accion

Sitio de accion y nombre de grupo

aminodcidos y sintesis
de proteinas

G: biosintesis de
esteroles en
membrana

A: metabolismo de
acidos nucleicos
C: respiracion

D: Aminoéacidos y
sintesis de proteinas
C: respiracion

E: transduccién de
sefiales

H: biosintesis de la
pared celular

F: Sintesis de lipidos
e integridad de la
membrana

Inhibidor de la biosintesis de
esteroles (SBI)

Inhibidor de la RNA
polimerasa |

Inhibidor de la respiracién en
el complejo Il en SDH

Inhibicion de la biosintesis de
metionina

Inhibidor de la respiracién en
el complejo 1l en el sitio Qo

Inhibidores de la transduccion
de sefales

Inhibidores de la celulosa
sintasa

Homeostasis lipidica y
transferencia/almacenamiento

G1: Azoles, Triazoles, ergll, cyp51,
G2: morfolinas, erg2-, G3: inhibidores
de Kketoreductasa, G4: Escualeno-
epoxidasa en biosintesis de esteroles.

Al: Fenilamidas y Acilalaninas.

C2:
deshidorgenasa, carboxamidas.

Inhibidoras de succinato

D1: Anilino-Pirimidina

C3: inhibidores externos de la quinona,
estrobilurinas.

E1l: Azanaftalenos
H5: Amidas de acidos carboxilicos

F9: inhibidores de la proteina de union

al oxiesterol.

El modo de accion de las estrobilurinas es la interrupcion de la cadena de transporte
de electrones, lo que impide la respiracion de los hongos y la sintesis de ATP al
unirse al sitio Qo del Complejo Il dentro de la mitocondria (FRAC, 2021; Patel et al.,
2021). Los triazoles actuan como inhibidores de la desmetilacion (DMI) y se dirigen
al esterol 14a-desmetilasa (CYP51), una enzima reguladora importante en la via
biosintética del ergosterol, lo que lleva a la inhibiciéon en la biosintesis de (FRAC,
2021; Munkvold, 2009). Los benzimidazoles actuan mediante la inhibicion de
proteinas motoras y del citoesqueleto y su punto de accién esta en el ensamblaje
de las B-tubulinas en la mitosis (FRAC, 2021). En el caso de los SDHI, su modo de
accion es la inhibicion de la germinacion de conidios, la elongacion del tubo
germinativo, el crecimiento micelial y la formacién de conidios. Estos fungicidas
inhiben la enzima succinato ubiquinona reductasa, que bloquea el Complejo Il de la
cadena respiratoria en la membrana mitocondrial. Esta doble actividad fungicida
interfiere en el transporte de electrones necesarios para la formacién de ATP y la

formacion de los componentes de lipidos y aminoacidos del hongo. En conclusion,
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conocer el modo de accion de los fungicidas es esencial para su uso efectivo y para
prevenir el desarrollo de resistencia. Los fungicidas de un solo sitio de accion

presentan un mayor riesgo de resistencia y se debe tener precaucion en su uso.

1.1.10 Resistencia a fungicidas

"La resistencia a fungicidas por hongos es la capacidad adquirida por las cepas
fungicas para sobrevivir y crecer en presencia de fungicidas, lo que resulta en una
ineficacia del fungicida y la persistencia de la infeccion fungica™ (FRAC, 2021; Koller
et al., 2004; Damicone, 2017; Mikaberidze et al., 2017). Una vez que surge la
resistencia, esta se hereda en la poblacion del patégeno a través de un proceso
evolutivo. La resistencia cualitativa se presenta por el uso continuo o excesivo del
fungicida de modo de accién especifico (Hobbelen et al., 2014), donde hay cambios
genéticos que favorecen la proteina objetivo del fungicida, lo que impide que este
se una y ejerza su acciéon inhibidora (Deising et al., 2008). Por otro lado, la
resistencia cuantitativa a los fungicidas es mas compleja y se refiere a una
resistencia parcial o graduada. En lugar de ser una caracteristica binaria, la
resistencia cuantitativa se presenta como un espectro de resistencia que varia en
intensidad. En este caso, mdultiples genes y factores genéticos y ambientales

contribuyen a la resistencia (Deising et al., 2008; Sierotzki et al., 2000).

Los hongos con resistencia cualitativa son inmunes al fungicida y sobreviven
incluso en presencia de concentraciones altas del fungicida, no se observan
fenotipos intermedios y la seleccion favorece a los individuos resistentes, lo que
lleva a la desaparicién de los individuos sensibles en la poblacion. Y los hongos con
resistencia cuantitativa tienen una tolerancia al fungicida, pero si pueden ser
afectados por dosis altas del fungicida (Deising et al., 2008; Taylor & Cunniffe,
2022).

A finales de la década de 1970, el aumenta del uso de los metil-benzimidazol-

carbamato (MBC) y los inhibidores de la desmetilaciéon (DMI) e inhibidores del
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succinato deshidrogenasa (SDHI) han causado resistencia en algunos patogenos,
y para la década de 1990 los inhibidores externos de la quinona (Qol) y los
inhibidores del succinato deshidrogenasa (SDHI), de igual forma se ha presentado

la aparicion de resistencia por poblaciones de hongos (Fraaije et al., 2012).

En cuanto a los organismos que presentan resistencia, se ha obtenido evidencia
donde levaduras y hongos de importancia clinica, como Candida spp. y Aspergillus,
presentan resistencia a ciertos tratamientos antifingicos (Espinel-Ingroff et al.,
2017). Ademas, en hongos fitopatdbgenos como Oculimacula acuformis y O.
yallundae, la resistencia al plocoraz ha persistido varios afios (Leroux et al., 2013b).
Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum han mostrado resistencia a inhibidores de
esterol 14a-desmetilasa (DMI), inhibidores externos de la quinona (Qol), inhibidores
del succinato deshidrogenasa (SDHI) y metil-benzimidazol-carbamato (MBC), entre
otros (Sierotzki & Scalliet, 2013; Fernandez-Ortufio et al., 2014; Lehner et al., 2015).
Otro hongo que también presento resistencia a los Qol es M. graminicola en el
cultivo de trigo (Cools & Fraaije (2013a). En el caso de Fusarium graminearum con
resistencia especifica a tebuconazol, su crecimiento fue normal expuesto a
diferentes temperaturas, y la produccion de micotoxinas varié entre mutantes
(Becher et al., 2010; como cita Hawkins & Fraaije, 2018). Aislamientos de Venturia
inaequalis y Phomopsis oscurans de cultivo de fresa en china son resistentes a los
fungicidas DMI (Shi et al., 2013), y Alternaria alternata de cultivo de tomate en

Grecia son resistente a mancozeb (Malandrakis et al., 2015).

Omatsu et al. (2012) y Yamada & Sonoda (2012) describen la resistencia de
Pestalotiopsis longiseta en planta de té, dichos aislados son resistentes a Qol, por
lo que azoxystrobin aumento el porcentaje de aislados resistentes a Qol. Yamada
& Sonoda (2012) describen a los aislados de P. longiseta como resistente o
sensible, altamente resistente a los que presentan un crecimiento después de 4 d
de incubacién, mientras un crecimiento evidente después de 7 d se consideré
moderadamente resistente y posterior a los 7 d de crecimiento se considera

sensible.

14



La resistencia a carbendazim por aislados de Pestalotiopsis sp. en cultivo de fresa
de Tailandia, mostrando un crecimiento a 500 pg/mL de carbendazim, confiriendo
la sustitucion de serina por lisina y valina por alanina en los codones 79 y 102
(Kummanid et al., 2017). Recientemente Baggio et al. (2022) en pruebas in vitro con
aislados de Neopestalotiopsis sp. y N. rosae provenientes de fresa confirmaron la
resistencia a azoxystrobin mediante el andlisis del gen del citocromo b (cytb) y la

deteccién de la mutacion G143A.

Los autores también mencionan que la resistencia es resultado del uso excesivo de
ingredientes activos en el control de otras enfermedades en el cultivo de fresa, lo

gue conduce a una mayor seleccién de resistencia a fungicidas.

1.1.10.1 Mutacién puntual

Una mutacion puntual se produce en un genoma cuando se afiade, elimina o cambia
un solo par de bases, puede tener diversas consecuencias funcionales, como
cambios en la expresion de los genes o alteracién en las proteinas codificadas (NIH,
2022).

1.1.10.1 Mutacion puntual en fungicidas Qol

La resistencia a en fungicidas Qol generalmente es causada por un unico
aminoacido sustituido en el citocromo b dirigido codificado por el gen en cyt b en la
mitocondria (Gisi et al., 2002; Baggio et al. 2019). Los cambios puntuales que se
relacionan con la resistencia a los fungicidas inhibidores de la quinona exterior (Qol)
son bien conocidos. Los Qol inhiben la compleja cadena de transporte de electrones
mitocondrias de hongos. La mutacién puntual G143A en la subunidad de proteina
del complejo citocromo b (Cytb) ha sido descrita como la causa mas comun de
resistencia a los Qol (Fisher et al., 2004; Baggio et al., 2022). También se han
descubierto otras mutaciones puntuales como F129L fenilalanina por leucina,
G137R glicina por arginina, G143S, G143T, 1151L, 1262V, V136A y Y131F que
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contribuyen a la resistencia a los Qol en diferentes especies de hongos
fitopatogenos (Fernandez-Ortufio & Schnabel, 2012; Banno et al., 2019; Ishii et al.,
2018; Zaffarano et al., 2016).

1.1.10.3 Mutaciones puntuales en fungicidas SDHI

La enzima succinato deshidrogenasa que codificada por el gen sdh 3, se compone
de cuatro subunidades, tres de las cuales (SdhB, SAdhC y SdhD) contribuyen al sitio
activo. Estos fungicidas actian en un determinado punto la respiracion mitocondrial,
inhibiendo la actividad del complejo respiratorio Il de la cadena de transporte de
electrones en la mitocondrial. EI complejo II mitocondrial esta formado por una
flavoproteina (SdhA), una proteina hierro-azufre (SdhB) con tres grupos de hierro-
azufre (S1, S2 y S3) y dos proteinas ancladas a la membrana (SdhC y SdhD). Las
subunidades SdhA y SdhB forman la parte soluble del complejo Il, que tiene
actividad succinato deshidrogenasa, mientras que las subunidades SdhC y SdhD
anclan las proteinas SdhA y SdhB en la membrana mitocondrial y ubiquinona,
descritas previamente en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae
(Yankovskaya et al., 2003; Oyedotun & Lemire, 2004).

En aislados de B. cinerea resistentes al boscalid, en la mayoria de los casos se
relaciond a la mutaciones H272R y H272Y confiriendo niveles altos de resistencia a
al boscalid (Fernandez-Ortufio & Schnabel, 2012; Veloukas et al., (2013) menciona
tres mutaciones en el codon 272 de la subunidad Sdh B, en el que se codifica un
residuo de histidina en los aislados con sensibilidad, donde se ha demostrado
previamente que estas mutaciones son las que predominan y confieren resistencia
a los SDHI en los hongos fitopatdgenos, incluyendo B. cinerea, donde las
mutaciones estaban localizadas en el mismo codon. Alternaria solani y A. alternata
se tienen registros de mutaciones en sdhD-D123E, sdhB-H277/8 Y/R, sdhC-H134R
0 sdhD-H133R (Landschoot et al., 2017), y en el caso de B. cinerea hay una
variacion de resultados en diferentes estudios, en la presencia de H272R/Y/L con

sustitucién de histidina por tirosina, leucina o arginina, y en el codéon N230I una

16



asparagina por isoleucina y P225F, prolina por fenilalanina, histidina, leucina o
treonina (Amiri et al., 2013b; Hu et al., 2016).

1.1.10.4 Mutaciones puntuales por fungicidas DMI

Los fungicidas inhibidores de esterol 14a-desmetilasa (DMI) son un grupo
importante de fungicidas sistémicos que muestran un amplio espectro de actividad
antifangica. El uso continuo y exitoso de fungicidas DMI, incluso con la aparicion de
resistencia, justifica el desarrollo de nuevos fungicidas de esta clase (Chen et al.,
2012). Se han reportado mas de 30 mutaciones diferentes en el gen CYP51 que da
origen a la sustitucién o eliminacion de aminoacidos (Cools et al., 2013b; Lehner et
al.,, 2015). En el caso del Difenoconazol, la regulacion ascendente de los
transportadores ABC o MFS, las alteraciones del gen CYP51, los niveles elevados
de esterol 14a-desmetilasa causa la sobreexpresion del gen CYP51, son tres
mecanismos responsables del fenotipo final de resistencia (Leroux & Walker, 2013a,
como se cita en Yang et al. 2019). La alteracion de CYP51 mas reportada es Y137F
en royas, levaduras y CYP51B en ascomicetos (Cools et al., 2013b) Villosiclava
virens presenta la mutacion Y136H (Wang et al. 2015), en casos de resistencia
cruzada negativa se puede encontrar una compensacion adicional en las
mutaciones de CYP51 (Hawkins & Fraaije, 2018). En Z. tritici, 1381V confiere una
sensibilidad reducida al tebuconazol, pero aumenta la sensibilidad al plocoraz, y

V136A confiere el efecto inverso (Cools et al., 2013b).

1.1.10.5 Mutaciones puntuales en fungicidas MBC

Los fungicidas Benzimidazoles son sistémicos de amplio espectro, y usados
comercialmente para controlar enfermedades de plantas como benomilo,
carbendazim, tiabendazole y metil-tiofanato (Leroux, 2007). Estos fungicidas
inhiben el crecimiento micelial y provocan distorsiones de tubos germinativos,
interfiriendo con la polimerizacion de la proteina 8 -tubulina impide la division celular.

La resistencia resulta de por lo menos tres mutaciones puntuales, incluyendo las
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presentes en la posicion es 167, 198 y 200 del gen de la B-tubulina (Yarden and
Katan, 1993, Leroux, 2007;Banno et al., 2008). Las sustituciones de aminoacidos
en el gen B-tub reducen la unién y conducen a la resistencia a los fungicidas.
Mutaciones puntuales que conducen a reemplazos de fenilalanina (F) por tirosina
(Y), &cido glutamico (E) por alanina (A) o lisina (K) y fenilalanina (F) por tirosina ()
en los codones 167 (F167Y), 198 (E198A/K) donde se da la sustitucion de acido
glutdmico por alanina y/o lisina 'y 200 (F200Y) en el gen B-tub, respectivamente, son
las posiciones mas comunes asociadas con la resistencia a los MBC (Z. Ma &
Michailides, 2005). En especies de patogenos como B. cinerea, Colletotrichum
musae se presenta la sustitucion en F200Y y M. fructicola con E198A,
Pseudocercosporella fijiensis y Didymella bryoniae en F167Y o E198A (Chen et al.,
2014; Vieira et al., 2017).

1.1.11 Métodos de monitoreo de resistencia a fungicidas

El mal uso o uso excesivo de un modo de accion de fungicidas puede acelerar
significativamente los cambios en la poblacion y llevar a la insensibilidad a los
fungicidas. En el caso de los fungicidas multisitio, requieren multiples cambios para
desarrollar resistencia, mientas que, para los inhibidores de sitio Unico, un solo
cambio de aminoacido en la proteina puede tener un alto nivel de resistencia,
produciendo un cambio cualitativo que resulta en dos poblaciones distintas con una

distribucion de sensibilidad bimodal (Georgopoulos & Skylakakis, 1986).

Las técnicas de PCR y secuenciacion permiten identificar mutaciones puntuales que
conducen a los cambios en la secuencia de aminoacidos y que obtienen al hongo
algun grado de resistencia a un fungicida. Estas técnicas son muy utiles para el
monitoreo de la resistencia a fungicidas en patdgenos de importancia econémica.
FRAC (comité de accion de resistencia a fungicidas) ha compilado una serie de
técnicas de bioensayos que permiten determinar la sensibilidad de hongos a los
fungicidas, estas deben ser sélidas, confiables y repetibles, siendo lo mas simples

posibles, en términos de tecnologia y habilidades (Russell, 2008).
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1.1.11.1 Dosis discriminatoria

La dosis discriminatoria de un fungicida se define como la concentracion minima
gue produce una respuesta claramente diferenciada entre la poblacion sensible y la
resistente (FRAC, 2017). Para la determinacion de la dosis discriminatoria de los
fungicidas se realizan bioensayos de sensibilidad in vitro, donde se evalla la
respuesta de una poblacion de hongos a diferentes concentraciones del fungicida,
se mide su respuesta a lo largo del tiempo, como el crecimiento relativo de la cepa

0 germinacioén de los conidios.

La determinacion de la concentracién efectiva 50 (ECso) de los fungicidas, es un
método utilizado para determinar la dosis para reducir el crecimiento del patégeno
en un 50%, es importante en el disefio de estrategias de manejo integrado de
enfermedades, permitiendo seleccionar el fungicida mas efectivo para el control de
la enfermedad (Romero & Sutton, 1997).

La insensibilidad a los fungicidas de accion especifica puede ocurrir como resultado
de un cambio en una proteina en el sitio de accion del fungicida mientras que para
los fungicidas multisitio se supone que se requieren multiples cambios (Lucas et al.
2015). El origen de la distribucion de sensibilidad se puede dar unimodal o bimodal,
unimodal significa que la mayoria de las poblaciones del patégeno tienen una sola
sensibilidad al fungicida. Por otro lado, la distribucién bimodal significa que hay dos
grupos de poblaciones del patdgeno, uno que es sensible al fungicida y otro que es

resistente al fungicida (Georgopoulos & Skylakakis, 1986).

1.1.11.2 Deteccion de mutaciones por cambio en un solo nucleétido (SNP)

Para este método, se extrae el DNA del hongo y se realiza una PCR utilizando un
kit especifico para el hongo que se estd evaluando, siguiendo un protocolo
determinado. Después de la amplificacion del ADN, se analiza el gel de
electroforesis para determinar el nimero y tamafio de los fragmentos. Y para el

monitoreo de la resistencia a los fungicidas en el caso de Qol, se buscan fragmentos
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especificos en el gel de agarosa, en el caso del fragmento con 301 pb indican

resistencia con la mutacion G143A (Miessner et al. 2015).

1.1.11.3 Microtitulacién

La microtitulacién es otro método utilizado para el monitoreo de la resistencia a
fungicidas en patégenos de importancia econdmica. Este método se basa en la
determinacién de la concentracion efectiva 50 (CE50) de un fungicida especifico
para un hongo dado a partir de someterlo a diferentes dosis del fungicida y posterior
ajuste del modelo correspondiente. La microtitulacion implica la preparacion de una
serie de diluciones del fungicida a evaluar en una placa de 96 pocillos. Luego, se
agrega una suspension de esporas del hongo a cada pocillo y se incuba durante un
tiempo determinado. Después de la incubacion, se mide la turbidez de cada pocillo
con lecturas de absorbancia para determinar la CEso, que es la concentracién mas
baja del fungicida que inhibe el crecimiento del hongo al 50%. Para interpretar los
resultados, se compara la CEso obtenida del aislado de hongo en cuestion con los
valores de CEso de una poblacion sensible conocida. Sila CEso del hongo es mayor
gue la CEso de la poblacion sensible (linea base), se puede concluir que existe

resistencia al fungicida evaluado (Spiegel & Stammler, 2006).

1.1.11.4 Ensayo en placa de agar: prueba de crecimiento radial

Las pruebas de sensibilidad de fungicidas se realizan en placas de agar para
evaluar la capacidad de los hongos para crecer en presencia de diferentes
concentraciones de fungicidas. Estas placas se preparan agregando diferentes
concentraciones de fungicidas a medios de cultivo adecuados para el crecimiento
de los hongos. Las concentraciones de fungicidas utilizados en las pruebas pueden
variar segun el fungicida y el hongo evaluados, y se determinan a partir de una serie
de diluciones del fungicida en cuestion. Luego, se siembra un sacabocados del
hongo en la superficie de la placa y se incuba durante un tiempo determinado.

Después de la incubacion, se evalla el crecimiento del hongo en cada placa y se
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determina el porcentaje de inhibicibn de crecimiento micelial, este se determina

mediante la formula (Vincent, 1947, citado por Karthikeyan et al., 2021).

1=

1% 100

I= porcentaje de inhibicion,
C= crecimiento radial del control (mm), y

T= crecimiento radial del tratamiento (mm)

La determinacion de la CE50 es en base al porcentaje de inhibicion contra la dosis

del fungicida que inhibe el 50% del crecimiento micelial el hongo.

1.1.11.5 Dilucion en gradiente en espiral

El método gradiente en espiral fue introducido en 1990 para realizar estudios
clinicos de bacterias (Paton et al. 1990 como cita Forster et al., 2004), y desde
entonces ha sido utilizado como un método exacto y preciso para determinar las
concentraciones efectivas 50 (CEso) de fungicidas en diferentes fitopatdgenos
(Forster et al., 2004). Este método consiste en recubrir el medio PDA con una
solucion stock de fungicida, formando una dilucién en gradiente de la concentracion
radial, y evaluando la inhibiciébn del crecimiento micelial o la germinacion de
conidios. Varios estudios han demostrado la eficacia del método gradiente en espiral
en diferentes hongos, como B. cinerea, Colletotrichum acutatum, C.
gloeosporioides, Alternaria sp. y otros (Baggio et al., 2018a; Gama et al., 2020;
Rosenzweig et al., 2019; Oliveira et al., 2020). En general, el método gradiente en
espiral se considera fiable y preciso para realizar pruebas de sensibilidad in vitro

con diversos fitopatogenos.

La resistencia de un hongo a un fungicida puede determinarse mediante el método
de gradiente en espiral, el cual se basa en la medicién de puntos de crecimiento del
micelio que varia segun el fungicida especifico y el tipo de hongo analizado (Espinel-
Ingroff, 2001; Amiri et al., 2013; Forster et al., 2004). Para establecer la sensibilidad
de un aislado y clasificarlo en categorias, se utilizan las CEso, que corresponden a

diferentes concentraciones del fungicida. Estas concentraciones permiten
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determinar si el hongo es sensible (S), moderadamente resistente (MR) y resistente
(R) al fungicida en cuestion (Qin et al., 2016; Rosenzweig et al., 2019; Zuniga et al.,
2020).
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CAPITULO II

DISTRIBUCION DE LA SENSIBILIDAD DE AISLADOS DE
Neopestalotiopsis spp. OBTENIDOS DE FRESA A FUNGICIDAS
DE DIFERENTE MODO DE ACCION

1. INTRODUCCION

La mancha y tizén foliar de la fresa, es causado por Neopestalotiopsis spp., una de
las especies de mayor importancia es N. rosae, especies gue se ha asociado a esta
enfermedad en este cultivo en diferentes partes del mundo (Ayoubi & Soleimani,
2016; Chamorro et al., 2016; Gilardi et al., 2019; Ma et al., 2023; Rebollar-Alviter et
al., 2020; Wu et al., 2021). Neopestalotiopsis rosae fue aislado de tallos de Rosa
sp. en Nueva Zelanda (Maharachchikumbura et al., 2014), el andlisis filogenético se
baso en la secuencia del gen 28S (nrRNA), ITS, tef-1a 'y tub2 (Maharachchikumbura
et al., 2014; Hyde et al., 2019). Posteriormente fue asociado a fresa, reportado por
Essa (2018), enfermedad que comenzo a causar dafios de importancia econémica
en el cultivo (Lawrence et al., 2023; Ma et al., 2023; Rebollar-Alviter et al., 2020;
Sun et al., 2021; Wu et al., 2021).

Con base a estudios filogenéticos se determiné que N. rosae, se ha asociado a otras
especies (Baggio et al., 2021), primeramente, se reportdé por Camilli et al. (2002)
como Pestalotiopsis longisetula, causando pudricion de la fruta de la fresa,
posteriormente en Brasil (Rodrigues et al., 2014; Teixeira et al., 2015) y N.
clavispora en Espafia causando pudricion de la corona (Chamorro et al., 2016), las
cual se identificaron con la regién ITS (region que es informativa para separar

especies).

Ademas de los dafios en la parte aérea, Neopestalotiopsis rosae causa pudricion
de raiz y corona de la fresa, en las cuales puede estar solo 0 en conjunto con otros
hongos como Phytophthora cactorum, F. oxysporum, N. solani, V. dahliae,
Colletotrichum gloeosporioides y C. fragariae (Baggio et al., 2021; Parikka & Latvala,
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2021; Widyaningsih & Triasih, 2021; Widyaningsih & Triasih, 2021), lo que hace que
los sintomas de pudricion de la corona y la raiz sean similares entre

Neopestalotiopsis y Colletotrichum y Phytophthora (Baggio et al., 2021).

La enfermedad puede ser de gran importancia en especial en condiciones de alta
humedad relativa y durante el periodo de lluvia, eventos que favorecen su dispersion
por el salpique en condiciones de campo abierto, ya que el hongo produce acérvulos
en la superficie infectada de la hoja, las temperaturas 6ptimas que van de los 25 a
30 °C para su desarrollo (Baggio & Peres, 2020; Rebollar-Alviter et al., 2020). El
hongo también puede propagarse a través de la maquinaria agricola y los

trabajadores de campo (Baggio & Peres, 2020).

Hasta ahora, la enfermedad se ha manejado mediante la integracién de diferentes
tacticas, entre las que se encuentran las culturales que incluyen plantula libre del
hongo, desinfestacion del suelo, limpieza y desinfestacion de maquinaria agricola,
uso de riegos ligeros, nutricion balanceadas y solarizacion (Baggio & Peres, 2020).
El uso de técnicas biologicas como el uso de Trichoderma asperellum, T.
konikgiopsis, T. harzianum (Widyaningsih & Triasih, 2021) y bacterias de control
biol6gico como Bacillus amyloliquefasciens manera preventiva, y el uso de
fungicidas de diferente modo de accion como difenoconazol, propiconazol,
fludioxonil+cyprodinil, iprodiona, fluazinam y carbendazim+mancozeb, los cuales
en estudios previos realizados en Mexico, EE. UU. e India, en diferentes especies
de Neopestalotiopsis han inhibido su crecimiento (Baggio et al., 2022; Biju et al.,
2018; Rebollar-Alviter et al., 2020).

A pesar de que existen fungicidas con potencia de prevenir el desarrollo de la
enfermedad, su uso intensivo puede dar origen al desarrollo de resistencia (Baggio
et al., 2022). La resistencia es un fendmeno que puede depender del impacto de las
propiedades de cada ingrediente activo y la estructura genética de las poblaciones
de hongos, como también de las practicas de manejo agronémico (Yang et al.,

2019), o presente en una poblacion de hongos, incluso antes de usarse, puede
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surgir como resultado de la seleccion continua de poblaciones de patdégenos
expuestas a fungicidas (Hahn, 2014). En especial en fungicidas de accion especifica
como el azoxystrobin, que inhibe la respiracion mitocondrial en los hongos vy
boscalid actiia especificamente en la enzima SDH (Succinato Deshidrogenasa), que

es importante para la produccién de energia en la mitocondria de los hongos.

La determinaciéon de los niveles de sensibilidad de las poblaciones de hongos se
realiza a través de bioensayos in vitro, con base en la inhibicién de crecimiento
micelial o inhibicibn de esporas, una dosis discriminatoria se determina por la
poblacion especifica y fungicida (Lehner et al., 2015; Egtien et al., 2016), de esta
manera se optimiza la dosis aplicada de acuerdo con el grado de presion de la

enfermedad (Jorgensen et al., 2017).

En general, se considera que la resistencia a los fungicidas se distribuye en dos
tipos de curvas: unimodal y bimodal. En la distribucion unimodal, la poblacion de
hongos sensibles se encuentra en la parte izquierda de la curva y la poblacién de
hongos resistentes en la parte derecha, lo que indica que hay una sola poblacién de
hongos con diferentes niveles de sensibilidad a los fungicidas. Y en la distribucién
bimodal, la curva se divide en dos poblaciones distintas, una poblacion de hongos
sensibles y otra de hongos resistentes, lo que indica que la poblacién de hongos
esta compuesta por dos grupos distintos con diferentes niveles de sensibilidad a los
fungicidas (Russell, 2008).

Los métodos de monitoreo de la FRAC son herramientas esenciales para evaluar la
resistencia de los hongos a los fungicidas. Estos métodos incluyen pruebas de
sensibilidad in vitro, pruebas de bioensayo en campo, técnicas moleculares y
vigilancia epidemioldgica. De las cuales las pruebas de senibilidad, se expone el
hongo a diferentes dosis del fungicida en condiciones de laboratorio, bioensayos en
campo se mide la eficacia de los fungicidas en el control de los hongos, técnicas
moleculares como la deteccién de mutaciones en genes especificos asociados con

la resistencia a los fungicidas y la vigilancia epidemiol6gica implica la recoleccion
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de muestras de hongos y posterior su analisis para determinar la presencia de

resistencia a fungicidas (Brent & Hollomon, 2007).

De acuerdo con técnicas moleculares, Baggio et al. (2021, 2022) confirmé la
mutacion puntual G143A en N. rosae en fungicidas Qol, especificamente
azoxystrobin. Este reporte sugiere la existencia de mutaciones previas a fungicidas
gue confieren ya una resistencia a Neopestalotiopsis spp. en pruebas de
sensibilidad (Biju et al., 2018; Rebollar-Alviter et al., 2020).

En México, la enfermedad se reportd por primera vez en Zamora, Michoacan por
Rebollar-Alviter et al. (2020). Estudios realizados in vitro, sugieres que existe una
sensibilidad diferencial entre los aislados de Neopestalotiopsis spp. que se
manifiesta como variaciones en la eficacia en campo. Dada la importancia de
conocer el estatus de la sensibilidad de aislados de Neopestalotiopsis spp.
obtenidos de diferentes zonas productoras de fresa del centro de México, se realiz
el presente estudio con los siguientes objetivos: a) determinar la distribucion de la
sensibilidad de Neopestalotiopsis spp. a fungicidas de diferente modo de accién y
su relacion con la patogenicidad en fresa, b) caracterizar las mutaciones de aislados
de Neopestalotiopsis spp. en relacion con su respuesta a fungicidas de diferente

modo de accion.
Estos resultados contribuiran disefiar estrategias de manejo integrado de la

enfermedad considerando el nivel de sensibilidad de los aislamientos a diferentes

fungicidas de diferente modo de accion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion del estudio y aislados

Los aislamientos monoconidiales utilizados en este estudio fueron proporcionados
por el Centro Regional Centro Occidente (CRUCO) de la Universidad Autonoma
Chapingo en Morelia, Michoacan de estudios previos. Dichos aislamientos se
obtuvieron a partir de diferentes variedades de fresa en estudios previos (Acosta-
Gonzalez, no publicado) (Cuadro 2), colectados en distintas zonas geograficas de
Michoacan, Guanajuato, Estado de México, Puebla y Jalisco (Figura 1). En este
estudio se utilizaron 264 aislamientos para la prueba de sensibilidad, los cuales
fueron previamente identificados a nivel de género y otros a especies se realizo
mediante la técnica High Resolution Melting (HRM), con iniciadores disefiados del
gen B-tubulina (Neo_Tub2 A1F/AR1 y Neo Tub2 B1F/B1R) (Acosta-Gonzalez,
2022). Dichos aislamientos se conservaron en glicerol al 30% a una temperatura de
-20 °C.
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Figura 1. Zonas de colecta de material vegetal para el estudio en las zonas productoras de fresa de
los estados de Michoacan, Guanajuato, Estado de México, Puebla y Jalisco (imagen generada por
Google Maps).

46



Cuadro 2. Origen de los aislados y variedades de donde se obtuvieron los aislados

de Neopestalotiopsis spp.

Estado Municipio Variedades
Michoacén Zamora Fortuna, Palmeritas, Sayulita, Sensation, Frontera, San
Andrea, Calderdn, Liliana y Festival
Jacona Cabirillo y Fortuna
Tangancicuaro Rociera y Sayulita
Maravatio Albion
Queréndaro Cabrillo
Zinapécuaro Cabrillo
Patzcuaro Albion, Sayulita
Edo de México Villa Guerrero Albién y Camino Real
Guanajuato Irapuato Camino Real
Tarandacuao Fortuna, Albién, Cabrillo, Monterrey, Cabrillo, 14-90 y
Camino Real
Dolores Hidalgo Sayulita
Leodn San Andrea
Puebla Puebla Albion
Jalisco Zapotlan Albién, Camino real, San Andreas y Frontera

2.2 Preparacion e incremento del indéculo de Neopestalotiopsis spp.

Los aislamientos se reactivaron en medio V8 clarificado por 7 d de incubacion a 25
°C, ya presentes los acérvulos se afiadio 5 mL de agua destilada a la caja Petriy se
removieron los acérvalos con una aguja previamente esterilizada con alcohol y
flameada por el mechero. Luego, se filtr6 la solucién en un vaso de precipitado con
una gasa, siguiendo la técnica modificada de Stammler y Speakman (2006). Se
tomaron 200 pL de la suspension de inoculo para colocarlos en la camara de
Neubauer (Hausser Scientific), posteriormente se contaron los conidios en un
microscopio compuesto (ZEISS Primo Star), obteniendo una concentracién de 1 x

10° conidios mL™1.
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2.3 Fungicidas a evaluar en pruebas de sensibilidad

En el cuadro 3, se muestran los fungicidas evaluados, asi como los ingredientes

activos, nombre comercial, modo y sitio de accion.

Cuadro 3. Fungicidas evaluados para sensibilidad de Neopestalotiopsis spp.

(FRAC, 2022).

Cédigo Nombre Nombre i.al Grupo Modo de Codigo y punto de

FRAC quimico comercial guimico accion Accién

11 Azoxystrobin Amistar® 500 g Methoxy- C: C3: complejo IlI: citocromo
i. a. / acrylatos Respiracion bcl (ubiquinol oxidasa) en
Kg el sitio Qo (gen cyt b)

7 Boscalid Cantus® 500 g Piridin- C: C2: complejo II: succinato-
i. a. / carboxami  Respiracién deshidrogenasa
Kg das

3 Difeconazol Score 250 250 g Triazol G: G1: C14- demetilasa en la

®CE i.a./L Biosintesis biosintesis de esteroles

de esterol en

(ergll/cip51)

las
membranas

li.a.: concentracion de ingrediente activo.

2.4 Preparacion de solucién stock de los fungicidas

El célculo de la solucion stock se realizd con base al ingrediente activo de cada uno
de los fungicidas en 100 mL de agua destilada. En el caso del fungicida azoxystrobin
se afadié 100 mg de &cido salicilhidroxamico (SHAM, 99% i. a.; Sigma-Aldrich)
diluido en etanol absoluto al 100% para posteriormente adicionar en las soluciones
madre, con el fin de inhibir la via de respiracion alternativa (Rebollar-Alviter et al.,
2007; Amiri et al., 2013a), la cual se expresa en el crecimiento micelial de hongos.
Para el fungicida difenoconazol y boscalid también la solucién stock se realizé en
100 mL de agua destilada.

2.5 Validacion de método de dilucion de gradiente en espiral

Previo a realizar las pruebas de sensibilidad por esta técnica, se seleccioné un
grupo de 6 aislamientos de Neopestalotiopsis spp. de diferentes zonas y variedades
(Cuadro 4) los cuales fueron probados en diferentes métodos y fungicidas. Los

métodos y que se probaron se describe a continuacion:

48



Cuadro 4. Aislamientos seleccionados de Neopestalotiopsis spp. para la validacién

de métodos para determinar la sensibilidad a fungicidas.

No. Asignado No. Identificacion Municipio Variedad
17 FREC1184 Zamora Sayulita
38 FREC1580 Zamora Fortuna
58 FRER239 Tarandacuao Albion

63 FREC410 Tarandacuao Albion
196 FRIC17 Abasolo Fortuna
198 FRIR19 Tarandacuao Albion

2.5.1 Prueba de sensibilidad in vitro en medio enmendado con fungicidas

En la preparacion de medios envenenados para el set de cepas (Cuadro 4), se
realizaron 4 repeticiones por dosis (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pug/mL) en la caja
petri de 90 mm, de los fungicidas azoxystrobin, boscalid y difenoconazol. la dosis
correspondiente del fungicida se agrego al medio PDA al estar enfriado a una
temperatura de 50 °C. Sobre el medio solidificO se colocaron sacabocados de
micelio de 5 mm, obtenidos del borde de las cepas de Neopestalotiopsis spp. con 7
d de crecimiento, luego se incubaron a 25 °C, por 7 d hasta que el control (sin
fungicida) lleno la caja, tiempo en el que se realiz6 la medicidon del diametro de la

colonia en dos sentidos de manera perpendicular a los 7 d después de la siembra.

2.5.2 Prueba de sensibilidad in vitro mediante microtitulacién

En placas de microtitulacion se depositaron las diferentes dosis de los fungicidas
mencionados anteriormente y la concentracion del inéculo (1 x 10° mL). Para este
método las dosis de fungicidas fueron al doble (0.002, 0.02, 0.2, 2, 20 y 200 mg L
1) (Rebollar-Alviter et al., 2007) con el fin de que las dosis quedaran a 0.001, 0.01,
0.2, 1, 10y 100 pg mL* al momento de mezclar la concentraciéon de inéculo en los

pocillos de la placa. Se depositdé 100 pL por cada dosis del fungicida como control
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(blanco), luego 100 pL de fungicida mas 100 pL de inéculo en cada repeticion por
cada dosis, se realizaron 4 repeticiones. Posteriormente las placas se colocaron en
bolsas de plastico para evitar la evaporacion, a 25 °C por 12 h luz (Stammler &
Speakman, 2006). En el caso del azoxystrobin se envolvié en papel aluminio para

evitar la foto degradacion del fungicida.

Después de 5 d de incubacion de las placas, se midid la absorbancia de los
tratamientos utilizando un lector de microplacas (software Microplate Manager® 6,
BIO-RAD) a una longitud de onda de 405 nm por 15 s, se resto el valor de

absorbancia del blanco.

La estimacion de la CEso para los métodos descritos, ser realiz6 mediante el ajuste
del modelo Log-Logistico, con asintota superior como lo menciona Rebollar-Alviter
& Ellis (2005).

2.5.3 Prueba de sensibilidad in vitro de dilucién en gradiente en espiral

El método se realizé con el equipo de gradiente en espiral Eddy Jet® 2w (IUL
Instruments, Barcelona, Espafa). Primeramente, en cajas contenido PDA, se
colocaron bandas de celofan (40 mm de largo x 3 a 4 mm de ancho) previamente
esterilizadas por 15 min a 121 °C, las cuales se inocularon con 10 pL de in6culo (1
x 10° mL), se incubaron a 25 °C durante 24 h. Para simplificar el proceso de
inoculacion, se verificd que el mismo resultado se obtuvieron al colocar las tiras de
celofan directamente en la cepa y al incubar en las mismas condiciones, se acab6

simplificar el proceso de inoculacion.

Para la dilucion de los fungicidas se utilizaron cajas de 90 mm conteniendo medio
PDA. Luego, a partir de una solucién madre de azoxystrobin (5000 mg L), boscalid
(20000 mg L) y difenoconazol (100 mg L) en 100 mL de agua destilada, la cual
se determin6 mediante el método convencional, en el azoxystrobin como
anteriormente se menciono se agregé 100 mg de acido salicilhidroxamico (SHAM,

99% i. a.; Sigma-Aldrich) diluido en etanol absoluto al 100%. Con el equipo Eddy
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Jet® 2W se diluyé el fungicida, seleccionando por modo logaritmico siguiendo el
método descrito por Forster et al. (2004), las cajas Petri se incubaron en camara de
flujo laminar (LABCONCO) por 12 h para el secado y difusion del fungicida en el
medio PDA. Posteriormente, se elimino el centro del medio (libre de fungicida) con
un sacabocados (20 mm de didmetro) previamente esterilizado (Amiri et al., 2013b;
Forcelini et al., 2016; Forster et al., 2004).

Transcurridas las 12 h de la incubacion de las cajas con fungicida se colocaron 4
tiras de celofan cubiertas con micelio por caja, con tres repeticiones por cada
aislamiento. Luego, se incubaron las cajas a temperatura ambiente por 48 a 72 h,
persiguiendo el crecimiento del micelio. Este proceso experimental se llevo a cabo
en dos ocasiones.

La medicion del crecimiento micelial, se realizd la medicion con el programa ImageJ
(disponible en https://imagej.nih.gov/ij/), midiendo la distancia a la concentraciéon
minima inhibitoria (MIC, concentracion minima del fungicida en la cual el hongo
mantiene un crecimiento uniforme) y la concentracion de inhibicién total (TIC,
concentracion a la cual mas se inhibe completamente el crecimiento del hongo) y la
concentracion efectiva 50 (CEso) del micelio, tal y como se muestra en la Figura 2.
Ademas, también se midi6 la altura del medio de agar (AH), siguiendo el método

descrito por Torres-Londofio et al. (2016).
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Figura 2: Medicién radial del crecimiento de Neopestalotiopsis spp. expuesto a la concentracion
minima inhibitoria (MIC), Concentracion efectiva 50 (EC50) Y concentracion de inhibicién total (TIC).

Estas variables son necesarias para estimar la CEso con base en las mediciones
radiales de la MIC, ECso y TIC. La ECso se estimé mediante el método descrito por
Torres-Londofio et al. (2016) y el paquete ECX desarrollado en R (https://www.r-
project.org/) por el mismo autor utilizando la funcion Ecal, para un solo aislamiento,
o multi para una tabla (aplicacion shiny) con multiples aislamientos. Los parametros

necesarios para calcular la ECso son:

Ecal (rad1=a, rad2=b, EC=c, mx=x, pp=y, AH=2)

Donde a representa la distancia (mm) la concentracién inhibitoria total (TIC), b la
distancia a la concentracion inhibitoria maxima (MIC), ¢ es la distancia a
concentracion efectiva 50 observada, x es el peso molecular del fungicida a utilizar,
y es la concentracion en partes por millon de la solucién stock del fungicida, y z es
la altura del agar.

La determinacion de las concentraciones efectivas del 50% se llevé a cabo mediante
la representacion grafica de la tasa de crecimiento en funcion de las
concentraciones logaritmicas del fungicida. Para ilustrar la distribucion de la

sensibilidad, se generaron diagramas de caja e histogramas de los valores de ECso.
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Una vez que demostré la correlacion entre los métodos convencional,
microtitulacion y gradiente en espiral, se procedié a realizar el analisis con el
sembrador en espiral del resto de los aislados de Neopestalotiopsis spp. (264) y la
estimacion de la CEso se realiz6 utilizando la funcion multi del mismo paquete
(ECXv4.0) (https://github.com/GabrielTorres/ECX).

Con las estimaciones de la CEso, de cada uno de los métodos, se realizé un analisis
de varianza considerando a los aislamientos como repeticiones y a los fungicidas y
métodos como factores. Dicho analisis se desarroll6 como se indicé previamente,
considerando a los fungicidas y métodos como factores fijos y a los aislamientos
como factor aleatorio. El andlisis se realiz6 con el procedimiento GLIMMIX del

programa SAS.

2.6 Categorizacion de aislamientos por su nivel de resistencia

A partir de las estimaciones de la ECso mediante el método de sembrador en espiral,
se seleccionaron 15 aislamientos y se definieron 3 categorias: sensible,
medianamente resistentes y resistentes ampliados por la ECso obtenidos para cada
fungicida. Para establecer los niveles de sensibilidad de cada aislamiento frente a
los fungicidas evaluados, se tomaron como estudios de referencia anteriores
(Cuadro 5).

Con esto, se busco establecer los niveles de sensibilidad de cada aislamiento frente
a los fungicidas evaluados. De azoxystrobin y difenoconazol se seleccionaron 3
aislados sensibles (siendo sensibles para ambos fungicidas) y medianamente
resistentes para boscalid, 9 aislados medianamente resistentes para azoxistrobin,
resistentes para boscalid y sensibles para Difenoconazol, y por ultimo 3 aislados

resistentes para azoxystrobin y boscalid y sensibles para difenoconazol.

Para el fungicida metil-tiofanato se determino la CEso de 30 aislamientos, los cuales

son resistentes a >50 mg mL™* (resultados no mostrados), ademas, se determiné la
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resistencia de algunos aislamientos con amplificacion del gen B-tubulina y prueba

de patogenicidad (Figuras 12 y 18).

Cuadro 5. Grado de sensibilidad a fungicidas con base en la CEso.

Referencia  Fungicida Sensible Medianamente Resistente

(mg mL1) resistente (mg mL1)
(mg mL?)

Yin et al. Azoxystrobin 0.02y 25 25a6.1 6.1 a1233.6

(2015)

Veloukas et Boscalid 0.05a0.21 1.37a7.79 >50

al. (2011)

Rosenzweig Difenoconazol <0.01 0.01-1 >1

et al. (2019)

2.7 Detecciébn de mutaciones en aislamientos con respuesta
diferencial a fungicidas

Después de determinar la CEso en 264 aislamientos de Neopestalotiopsis spp.
mediante el método gradiente en espiral, seleccionar 15 aislamientos con base en
los criterios mencionados en el punto anterior, se procedié primeramente a
corroborar la identificacion filogenética de las especies como se describe a
continuacion, utilizando los primers que amplifican las regiones que se describen en
el Cuadro 6.

2.7.1 Extraccion de DNA por método CTAB 2%

Los 15 aislamientos seleccionaron se crecieron medio V8 clarificado. Después de 7
d de crecimiento, se procedi6 a la extraccion de DNA de las cepas en estudio. Para
ello, micelio del hongo y se maceraron con un mortero. Luego, se aplicd
directamente 1 mL de buffer de extraccién (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM,
Tris-HCI 100 mM pH 8,0) (Doyle & Doyle, 1991; Fuentes-Aragon et al., 2020).

La suspension resultante se transfirio a un tubo Eppendorf y se incubd en un bafio

Maria a 95 °C durante 90 min. A continuacion, se agregaron 700 puL de cloroformo-
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isoamilico y se centrifug6 a 11,500 g durante 10 min. Posteriormente, se realizd un
lavado adicional con 500 pL de cloroformo-isoamilico. El sobrenadante se transfirio
a otro tubo Eppendorf y los acidos nucleicos se precipitaron durante 1 h a =20 °C
con 0.6 volumenes de isopropanol y 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M. Luego,
trascurrido el tiempo se centrifugé a 11.500 g durante 30 minutos. El micro-pellet se
lavé con 600 pL de isopropanol al 70% (en dos ocasiones) y se seco al vacio en
una campana de flujo (LABCONCO).

2.7.2 Amplificacion por PCR para genes multilocus

La concentracibn del DNA se determind mediante espectrofotometria en un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) en el Colegio de Postgraduados
(COLPOS), revisando la calidad del DNA de absorbancia de A260/230 y A260/280
entre 1.8 y 2.2. La amplificacion por PCR se llevo a cabo utilizando Buffer 5x,
dNTP’s (2.5 yM), primers For y Rev (10 pM) (Cuadro 6) y Taqg DNA Polimerasa (5U),

y DNA (20 ng) molde en 15 uL en total volumen de reaccion.
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Cuadro 6. Iniciadores utilizados para la identificacion filogenética de

Neopestalotiopsis spp.

Locus Primers Secuencia Referencia
rpb2 RPB2 52 5-GGG GWG AYC AGA AGA AGG C-3 Sung et
al. (2007)
RPB2 7cr 5 -CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT-5 Liu et al. (1999)
LSU LROR 5-ACC CGC TGA ACT TAA GC-3 Rehner &
Samuels (1994)
LRS 5-TCC TGA GGG AAACTT CG-3 Vilgalys &
Hester (1990)
ITS ITS5 5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G- 3 White et
al. (1990
ITS 4 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3 ( )
tub-2 T1 5- AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT-3" Glass y
, _ Donaldson,
BT2b 5-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3 (1995):
O’Donnell &
Cigelnik (1997)
tef-1 EF1-688F 5-CGG TCACTT GAT CTACAAGTG C-3 O 'Donnell et
al.,

(1998);Carbone
& Kohn, (1999)
EF1-1251R 5°- CCT CGA ACT CAC CAG TAC CG -3

ITS: espaciadores transcritos internos, 5.8S; LSU: subunidad larga del rDNA 28S; rpb2: segunda
subunidad mas grande de la RNA polimerasa |l dirigida por DNA; tef-1: factor de elongacion de la
traduccion 1-alfa; tub2: gen parcial de 3-tubulina.

Las condiciones de ciclos térmicos se utilizé una desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, la alienacion
a 51, 55,59y58 °C (LSU, tub2, tef-1a, ITS y rpb2), 2 min de extensiéon a 72 °C y un
ciclo final de extensiéon a 72 °C por 5 min. Las condiciones del ciclo de PCR se
llevaron a cabo en el termociclador C1000 Touch® (BIO-RAD). Las condiciones
Optimas para la amplificacion por PCR para cada una de las regiones a amplificar

pueden variar.

2.7.3 Electroforesis

Después de la PCR, se verificé la calidad y tamafio de los fragmentos de
amplificacion por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5% (SeaKem,
USA), tefiido con Gel red 6X y corrido a 90 volts por 90 min. Para visualizar las
bandas de PCR, se utiliz6 un trasluminador infinity3026 WL/LC/26MX 127 (Vilber
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Lourmant, Alemania). Para la limpieza de los PCR, se empleé la enzima ExoSAP-
IT™ (Affymetrix, EE. UU.), siguiendo las condiciones indicadas por el fabricante.
Posteriormente, los productos de PCR se enviaron a secuenciar a la empresa

Psomagen (Maryland, EE. UU.), en ambas direcciones (forward y reverse).

2.7.4 Andlisis filogenético

Las secuencias consenso se encuentran referenciadas en el Cuadro 7. Las
secuencias de DNA de ambas cadenas se ensamblaron con el software BioEdit
(Sequence Alignment Editor v 7.0.5) (Hall, 1999). El arbol filogenético se generé
mediante secuencias combinadas de la region espaciadora transcrita interna (ITS)
const6 de 26 secuencias de especies de los géneros Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis y Neopestalotiopsis (Maharachchikumbura et al. 2014; Liu et
al., 2019b) para asignar los aislamientos de este estudio. La inferencia Bayesiana
(BI) se llevé a cabo mediante cuatro ejecuciones de Markov Chains Monte Carlo
(MCMC) en el software MrBayes v 3.2.1. (Ronquist et al. 2012), se ejecuté a partir
de arboles aleatorios durante 1.5 millones de generaciones y se tomaron muestras
cada 1000 generaciones, eliminandose 25% de los arboles generados (3002), de
los cuales 2252 se usaron para el calculo del PP (probabilidad posterior). El arbol
filogenético se enraizd con la secuencia de Sordaria tomento-alba CBS 260.70, la
desviacion estandar de las frecuencias de division fue de 0.007136.
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Cuadro 7. Secuencias de referencia utilizadas para el analisis filogenético con su nimero de acceso de GenBank.

organismo Ndamero de Pais Hospedante NUumero de accesion GenBank
cepa LSU ITS tub2 tef-1a rpb2
N. clavispora IHI 201606 Germany  Leaf forest JAANBAO10 MT151848 JAANBA01000 JAANBAO1 JAANBAO1
000575 0111 0000172 0000002
. cubana CBS 600.96 " Cuba Leaf litter KM116253  KM199347 KM199438 KM199521 MH554973
. eucalypticola ~ CBS 264.377 Eucalyptus NG_069223 MH855907 KM199431 KM199551 MH554935
globulus
.surinamensis ~ CBS 450.74 7 Zimbabw  Protea eximia NG_069224 NR_145240 KM199465 KM199518 MH554962
e
. mesopotamica CBS 336.86 " Iraq Pinus brutia KM116271  KM199362 KM199441 KM199555 MH554944
. rosae CBS 1010577  New Rosa sp. KM116245  KM199359 KM199429 KM199523 MH554850
Zealand
. australasiae CBS 114126 = New Knightia sp. KM116218 KM199297 KM199409 KM199499 MH554867
CPC 2896 " Zealand
. grevilleae CBS 114127 = Australia  Grevillea sp. KM116212  KM199300 KM199407 KM199504 MH554868
CPC2919"
. kenyana CBS 442677 Kenya Coffea sp. KM116234  KM199302 KM199395 KM199502 MH554958
. knightiae CBS 1141387  Nueva Knightia sp. KM116227 KM199310 KM199408 KM199497 MH554870
Zelanda
. portugallica CBS 393.487 Portugal  ------- NG069216  NR_147556  KM199422 KM199510 MH554951
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P. oryzae CBS 353.697 Denmark  Oryza sativa KM116221 KM199299 KM199398 KM199496 MH554947

P. parva CBS 278.357 Leucothoe KM116205 KM199313 KM199405 KM199509 MH554939
fontanesiana

Pse. cocos CBS 272.297 Indonesia Cocos MH866532 MH855069 KM199467 KM199553 MH554938
nucifera

Truncatella CBS 1440257 France Vitis vinifera MH554318 MH554112 MH554785 MH554546 MH555021

angustata

T: ex-tipo.
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El analisis multilocus (tef-1e, tub2, ITS, rpb2 y LSU) constdé de 30 secuencias y
3,843 caracteres; se corri6 a 2.5 millones iteraciones (SDSF = 0.006257), los
modelos TVM, TrN, TrNef, TPM21uf y TPM3uf se reemplazaron con el modelo GTR
para el analisis de inferencia bayesiana (IB) (Lecocq et al., 2013), con el modelo
GTR+| para ITS, LSU, tub2, y tef-1la, y modelo GTR+r para rpb2 (Cuadro 8),

generando 5002 arboles, de los cuales 3752 se utilizaron para calcular los PP.

Cuadro 8: Modelos de sustitucién nucleotidica de region ITS y secuencias parciales
de los genes, LSU, rpb2, tef-1ay tub2.

Region/Gen? Numero de Modelo de Modelo
caracteres sustitucion equivalente para
(pb?) nucleotidica bayesianos
ITS 579 TVM + | GTR + 1
LSU 895 TrN + | GTR +1
rpb2 994 TrNef + G GTR+T
tef-1a 608 TPM1uf + 1 GTR +1
tub2 767 TPM3uf + | GTR + |

UTS: espaciadores transcritos internos, 5.8S; LSU: subunidad larga del rDNA 28S; rpb2: segunda
subunidad mas grande de la RNA polimerasa |l dirigida por DNA, tef-1: factor de elongacion de la
traduccion 1-alfa; tub2: gen parcial de B-tubulina. ? pb = pares de bases.

Mientras que los dos aislamientos agrupados en Neopestalotiopsis, se realizé un
analisis multilocus con tef-7a, tub2 y ITS para reagrupar estos aislados. Las
secuencias consenso se referencian en el Cuadro 10, por lo que consté de 34
secuencias y 1670 caracteres; Se corrieron 2.5 millones iteraciones (SDSF =
0,003044). Los modelos TVM+l y TPM3uf+r se reemplazaron con el modelo GTR
para el andlisis de inferencia bayesiana (Lecocq et al., 2013), el modelo GTR+G
para tub2 y tef-1a, y modelo GTR+I para ITS (Cuadro 9), generando 5002 arboles,

de los cuales 3752 para calcular los PP.
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Cuadro 9. Modelo de sustitucién nucleotidica de la region ITS y los genes tef-1a 'y

tub2
Region/Gen? Numero de Modelo de Modelo
caracteres sustitucion equivalente para
(pb?) nucleotidica bayesianos
ITS 554 TVM + | GTR +1
tef-la 628 TPM3uf + T GTR+ G
tub2 488 TPM3uf + T GTR+ G

UTS: espaciadores transcritos internos, 5.8S; tef-1: factor de elongacion de la traduccién 1-alpha;

tub2: gen parcial de B-tubulina. ? pb = pares de bases.
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Cuadro 10. Secuencias de referencia con numero de accesion de GenBank, region ITS y genes (tef-1a y tub2) para el

analisis filogenético de Neopestalotiopsis iranensis

Organismo Numero de cepa Pais Hospedante Numero de accesion GenBank

ITS Tef-1la B-tubulina
N. asiatica MFLUCC12-0286" China Dead plant material JX398983 JX399049 JX399018
N. clavispora MFLUCC12-0280 T China Dead plant material JX398978 JX399044 JX399013
N. coffeae-arabicae HGUP4019 " China Coffea arabica KF412649 KF412646 KF412643
N. ellipsospora MFLUCC12-0283 T China Dead plant material JX398980 JX399047 JX399016
N. foedans CGMCC 3.9123F"  China Mangrove JX398987 JX399053 JX399022
N. iranensis CBS 137768 Iran Fragaria x ananassa KMO074048 KMO074051 KMO074057
N. cubana CBS 600.96 T Cuba Leaf litter KM199347 KM199521 KM199438
N. mesopotamica CBS 336.86 ' Iraq Pinus brutia KM199362 KM199555 KM199441
N. saprophytica MFLUCC12-0282 " China Dead plant material JX398982 JX399048 JX399017
N. rosae CBS 101057 7 New Zealand Rosa sp. KM199359 KM199523 KM199429
P. australasiae CBS 114126 =CPC New Zealand Knightia sp. KM199297 KM199499 KM199409

2896 "

P. kenyana CBS 442677 Kenya Coffea sp. KM199302 KM199502 KM199395
P. knightiae CBS 114138 " Nueva Zelanda  Knightia sp. KM199310 KM199497 KM199408
P. oryzae CBS 353.69" Denmark Oryza sativa KM199299 KM199496 KM199398
P. parva CBS 278.35T Leucothoe KM199313 KM199509 KM199405

fontanesiana
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Pse. cocos CBS 272.297 Indonesia: Java  Cocos nucifera MH855069 KM199553 KM199467
Pse. indica CBS 459.78 T India Hibiscus rosa sinensis  KM199381 KM199560 KM199470
Pse. camelliae LC34907 China Camelia sinensis KX894985 KX895202  KX895316
Truncatella CBS 1440257 France Vitis vinifera MH554112 MH554546  MH554785
angustata

T = Ex-tipo; ET= Ex-epitipo.
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2.7.5 Andlisis de mutaciones puntuales

Para el analisis de mutaciones puntuales en los 15 aislamientos seleccionados con
diferentes niveles de resistencia a dos fungicidas, se llevo a cabo la extraccion de
DNA y la amplificacién por PCR siguiendo las condiciones descritas anteriormente.
Los primers para la region Cyt b (citocromo b) y Tub (tubulina) se indican en el
Cuadro 11. Las condiciones usadas en la PCR fueron previamente reportadas por
Ishii et al. (2001) para el gen Cyt b, y por Liu et al. (2019a) y Hu et al. (2016) para
el gen Tub. Los fragmentos amplificados se verificaron mediante electroforesis
horizontal, agarosa al 1.5%. El ensamble de las secuencias se realiz6 con el
software BioEdit. Las secuencias obtenidas fueron posteriormente traducidas a
proteinas y se analizaron los nucledétidos y los aminoacidos con programa MEGA
(v.7.2). Este analisis permiti6 identificar los SNP y su relacion con la resistencia a

los fungicidas estudiados.

Cuadro 11. Iniciadores utilizados para la deteccion de mutaciones en los genes cyt
b y tub2 en aislamientos sometidos a los fungicidas azoxystrobin y metil-tiofanato.

G”,Jp_o Mutacion Primers Secuencia (5- 3) bp! Referencia
quimico
Metoxi- G143A  RSCBF1 5-TAT TAT GAG AGA TGT AAA TAA 285 Ishii et al.
acrilatos TGG-3' (2001)
RSCBR2 5-AAC AAT ATC TTG TCC AAT TCA
TGG-3'

Benzimidazol 198A/K/V TubF1 5-ACT TCG TCT TCG GCC AGT CTG-3" 792 Hu et al.

F200Y  TubR1 5- TTC TGG ACG TTG CGC ATC TG-3 (2015)

1pb= pares de bases
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2.8. Influencia del nivel de resistencia en la patogenicidad de aislamientos de

Neopestalotiopsis spp.

2.8.1 Material vegetal

Los 15 aislamientos seleccionados por su nivel de resistencia y corroborados en su
identificacidn filogenética se inocularon en hoja desprendidas de fresa en un estado
de madurez intermedio de la variedad Camila (El pajonal, Tiripetio, Morelia,
Michoacan) las cuales se inocularon posterior a la aplicacion de los fungicidas

azoxystrobin, boscalid y difenoconazol.

2.8.2 Fungicidas

Los fungicidas azoxystrobin, boscalid y difenoconazol (Cuadro 12) se emplearon las
dosis comerciales recomendadas de la ficha técnica del producto para el cultivo de
fresa. La concentracion aplicada se determiné con base en un volumen de 600 L/ha,

posteriormente el fungicida se diluyé en agua destilada estéril.

Cuadro 12. Dosis comerciales de fungicidas recomendadas para el cultivo de fresa.

Nombre L Nombre Ingrediente Dosis comercial
. Grupo quimico . . . :
comercial quimico activo media aplicada
Amistar® Methoxy- Azoxystrobin 500gi. a. /kg 400 g/ha
acrylatos
Piridin- . .
®
Cantus carboxamidas Boscalid 500 gi. a. /kg 1.1 kg/ha
Score 250® CE Triazoles Difenoconazol 250gi.a. /L 1.5 L/ha
Cercobin®M Benzimidazoles  Metil-tiofanato 700 gi. a./ kg 0.85 kg/ha

2.8.3 Desinfestacion de material vegetal

Previo a la aplicacion a la aplicacion de los fungicidas se llevd a cabo la
desinfestacién de las hojas utilizando hipoclorito de sodio al 2% por 3 min.
Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril en tres ocasiones y se
colocaron en sanitas esterilizadas en la campana de flujo laminar (LABCONCO)
durante 10 min para su secado. Una vez secas, se sumergieron en las soluciones

comerciales de los fungicidas azoxystrobin, boscalid, difenoconazol y metil-tiofanato
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por 3 a 5 seq, y se colocaron nuevamente en sanitas esterilizadas 15 min para su
secado. Después, se dispuso la camara humeda en contenedores de plastico de
18x30x9 cm previamente esterilizado con alcohol al 70%, se colocaron cuatro
sanitas, las cuales se humedecen con agua destilada estéril, y se colocaron 10 hojas
de fresa por camara humeda (5 hojas por tratamiento), ya que se repitio el
experimento dos veces. Se colocé un algodén humedo en la parte del peciolo de
cada hoja y se sellaron las camaras humedas para mantener las condiciones la

humedad relativa al 100% y a temperatura del laboratorio (22 °C).

2.8.4 Inoculacion en hojas desprendidas de fresa

Para obtener una concentracion de inéculo de 1 x 10° mL conidios, se sigui6 el

procedimiento como se describié previamente.

La inoculacién de las cepas se llevd a cabo mediante la aplicacion de cinco gotas
colocadas con una micropipeta (Rainin H0963468) de manera regulada, cuatro en
el margen y uno en el centro de la hoja, cada gota de 10 pL. Terminado el
procedimiento se etiquetaron cada una de las camaras humedas con fecha de

inoculacion, clave de identificacion del patégeno y fungicida.

2.8.5 Variables evaluadas

Posterior a la inoculacién, se realizaron observaciones de las hojas inoculadas a
partir de 12 h, posteriormente 24 h y 36 h, para reconocer los primeros sintomas
causados por el agente causal Neopestalotiopsis spp. y posteriormente evaluar el
Periodo de incubacién (Pi). La variable severidad se evalu6 a partir de que el testigo
alcanzo el 70% de dafio en las hojas, con la aplicacibn Leaf Doctor
(https://apps.apple.com/us/app/leaf-doctor/id874509900), la cual calcula el

porcentaje de severidad de la enfermedad.
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2.8.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la severidad fueron analizados mediante un ANOVA y
posterior comparacion de medias (LSD, P = 0.05), usando el paquete estadistico
SAS (Statistical Analysis System v. 9.4) con el procedimiento Glimmix (Generalized
Linear Mixed Models) considerando como efectos fijos los fungicidas y aislamientos,
y como efectos aleatorios las repeticiones (hojas de fresa) considerando dos

factores (fungicidas y aislados) en un disefio completamente al azar.

3. RESULTADOS

3.1 Validacion del método gradiente en espiral por medio envenenado con

fungicida y microtitulacién

Como se observa en el Cuadro 13, el andlisis de varianza entre fungicidas y
métodos, considerando a los aislamientos como repeticiones, indicO que la
interaccién entre ambos factores fue significativa (P < 0.001, F = 6.99), es decir, la
EC50 dependio del fungicida y el método. Sin embargo, dicho resultado estuvo mas
influenciado por la ligera variacion que hubo en el azoxystrobin. Como se observa,
tanto de difenoconazol como el boscalid, las estimaciones fueron muy similares
entre los métodos. Es probable que estas ligeras diferencias se atribuyen a

variaciones en el ajuste de los modelos.

Cuadro 13: Comparacion de medias de la ECso de tres Fungicidas y tres métodos,

para evaluar la sensibilidad de seis aislamientos de Neopestalotiopsis spp.

Fungicida Método Estimacion (ug mL1) Agrupamiento
SE=0.036

Boscalid Microtitulacion 100 A

Boscalid G. Espiral 100 A

Boscalid Medio enmendado 100 A

Azoxystrobin Microtitulacion 10.90 B
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Fungicida Método Estimacion (ug mL) Agrupamiento

SE=0.036
Azoxystrobin G. Espiral 8.60 D
Azoxystrobin Medio enmendado 10.0 C
Difenoconazol Microtitulacion 0.02 E
Difenoconazol G. Espiral 0.01 E
Difenoconazol Medio enmendado 0.01 E

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05)

3.2 Sensibilidad de Neopestalotiopsis spp. a los fungicidas azoxystrobin,
boscalid y difenoconazol

Con base en los resultados obtenidos mediante el método gradiente en espiral, se
determiné la CEso de los fungicidas Azoxystrobin, Boscalid y Difenoconazol. La
distribucion de la sensibilidad in vitro, la media, mediana y el rango, determinan la
discrepancia de los resultados obtenidos, la media (promedio de valores) de CEso
fue de 10.004 pg mL-* para azoxystrobin (figura 3), la dosis maxima fue de 15.90 ug
mLy la minima de 0.455 pg mL, la mediana fue de 10.147 ug mL* que representa
el valor central de la distribucion, asi determinado la sensibilidad tipica, y un rango
de 0.5 a 15.5 pug mL%, diferencia entre los valores, el mas alto y el mas bajo de la
CEso.
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Figura 3. Valores de la CEso del fungicida azoxystrobin para los aislamientos de Neopestalotiopsis
spp.

En el fungicida boscalid, se determin6 que la media de la CEso fue de 100.03 ug mL"

! (Figura 4), CEso maxima fue de 117.70 ug mL'y la minima fue de 17.95 ug mL'y
una mediana de 101.20 pg mL™.
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Figura 4. Valores de la ECso del fungicida boscalid para los aislamientos de Neopestalotiopsis spp.
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El fungicida Difenoconazol, los resultados indicaron la media de CEso fue de 0.01097
g mL*, como se muestra en la Figura 5. La CEso de 0.15687 pg mL*como maxima,

y la CEso minima de 0.00946 pug mL*, la mediana en 0.010507 pug mL™.
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0 T T T T
0.02 0.04 0.06 0.08

CES50 (pg/mL)

Figura 5. Valores de la ECsp del fungicida difenoconazol para los aislamientos de Neopestalotiopsis
spp.

3.3 Categorizacion de larespuesta a fungicidas

El grado de sensibilidad y resistencia de los fungicidas, previamente determinados
en el Cuadro 5, se categorizaron los aislamientos de Neopestalotiopsis spp. segun
su sensibilidad a los fungicidas azoxystrobin, boscalid y difenoconazol. De esta
manera, se identifican los aislamientos que eran sensibles, medianamente
sensibles, tolerantes o resistentes a cada uno de los fungicidas, lo que se reflejé en
el Cuadro 14.
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Cuadro 14. Aislados de Neopestalotiopsis spp.

sensibles,

medianamente

resistentes y resistentes a los fungicidas azoxystrobin, boscalid y difenoconazol

Aislado Origen Azoxystrobin? Boscalid® Difenoconazol®
5 Zamora, Mich. S MR S
22 Zamora, Mich. S MR S
66 Tarandacuao, Gto. MR R S
70 Tziritzicuaro, Mich. S MR S
71 Tziritzicuaro, Mich. MR R S
80 Zinapécuaro, Mich. MR R S
87 Zinapécuaro, Mich. MR R S
97 Patzcuaro, Mich. MR R S
136 Maravatio, Mich. MR R S
196 Abasolo, Gto. MR R S
201 Ledn, Gto. MR R S
323 Maravatio, Mich. R R S
372 Zamora, Mich. MR R S
418 Tangancicuaro, Mich. R R S
466 Dolores Hidalgo, Gto. R R S

S= sensible, MR= medianamente resistente y R=resistente,

aS a azoxystrobin < 1 ug mLY; MR a azoxystrobin 1 a 10 ug mL%; R a azoxystrobin > 10 ug mL*
bS a boscalid <10 ug mL?*; MR a boscalid 10 a 50 pg mL™?; R a boscalid > 50 pg mL™*
¢S a difenoconazol < 0.01; MR a difenoconazol 0.01 a 1 ug mL?; R a difenoconazol > 1 pg mL?.

3.4 Identificacion molecular y analisis filogenético de aislamientos de

Neopestalotiopsis spp.

Luego de llevar a cabo la prueba de sensibilidad y la seleccién de aquellos

aislamientos de Neopestalotiopsis spp. que cumplieron los parametros bajo la

sensibilidad a los fungicidas (Cuadro 14). Los aislamientos seleccionados crecidos

en V8 clarificado (Figura 6).
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PL.3RAIZ (323) FRER1267 (372) 13 (418) FP1695 (466)

e N
FRIH22 (201)
Figura 6. Aislamientos de Neopestalotiopsis spp. seleccionados para la identificacion molecular y
pruebas de patogenicidad en hojas de fresa vs fungicidas.

En el analisis multilocus de las regiones tef-1lq, tub2, ITS, rpb2 y LSU, 14
aislamientos se agruparon en el clado Neopestalotiopsis, no se distinguieron entre
las especies N. acrostichi, N. rosae y N. vaccinii, lo cual indicé la existencia de
especies de Neopestalotiopsis en los aislamientos analizados, con algunas
especies con alta probabilidad posterior y el aislamiento restante se agrupd en
Pestalotiopsis, entre las especies P. australasiae, P. trachycarpicola, P. Kenyana,
P. oryzae y P. rhodomyrtus. Lo que indica que la region ITS no discriminé entre
estas especies (Figura 7).
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Figura 7: Arbol filogenético bayesiano de la region ITS, con especies de los géneros Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis y Neopestalotiopsis. Los numeros en los nodos corresponden a los valores de
probabilidades posteriores (PP). Las cepas en estudio estan representadas en azul.
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Al realizar el analisis multilocus de los genes tef-1¢, tub2, ITS, rpb2 y LSU, se
observaron diferencias entre especies de Neopestalotiopsis, en los aislamientos
generados en este estudio se agruparon 12 aislados con N. rosae CBS 101057 con
soporte de 0.99/66 con (PP) y bootstrap (BS). Y el aislado 22 en Pestalotiopsis, una
especie no determinada. Los aislados 5y 70 se agruparon en Neopestalotiopsis con
soporte de 1/100 PP/BS (Figura 8).
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Figura 8: Arbol filogenético bayesiano construido con secuencias concatenadas de la region ITS:
espaciadores transcritos internos, gen 5.8S; LSU: subunidad larga 28S de rDNA; rpb2: segunda
subunidad méas grande de la RNA polimerasa |l dirigida por DNA; tef-1a: factor de elongacion de
traduccion l-alphay tub2: gen parcial de B-tubulina. Las cepas en letras azules representan especies
de Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis identificaron 12 aislados de N. rosae y un aislado de
Pestalotiopsis sp. Se utilizé la secuencia de Truncatella angustana CBS 144025 como grupo externo.
La barra de escala indica las sustituciones esperadas por sitio.
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Dos aislados de Neopestalotiopsis con niumero de identificacion 5y 70 en el analisis
multilocus con cinco genes no se agruparon a una especie, pero en el analisis de la
region espaciadora transcrita interna (ITS), estas se agrupan con N. iranensis P815,
por lo que se realizé un analisis multilocus con genes ITS, tef-1a y tub2 con los
cuales esta identificada esta especie (Ayoubi & Soleimani, 2016b) (Figura 9). Los
aislados 5y 70 generados en este estudio se agruparon con N. iranensis P815 con
soporte de 1/100 (PP/BS).
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Figura 9. Arbol filogenético bayesiano construido con secuencias concatenadas con la region ITS:
ITS: espaciadores transcritos internos, gen 5.8S; tef-1a: factor de elongacion de traduccion 1-alpha
y tub2: gen parcial de B-tubulina. Los aislados en letras azules representan especies de
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Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis, se identific6 dos aislados de N. iranensis. Se utiliz6 la secuencia
de Truncatella angustana CBS 144025 como grupo externo. La barra de escala indica las
sustituciones esperadas por sitio.

Se realiz6 el indice de homoplasia de los aislados 5y 70 para corroborar su relaciéon
con N. iranensis P815, previamente identificada mediante analisis filogenético. El
indice de homoplasia se utilizé para evaluar la similitud de la secuencia de ADN
entre los aislados y determinar si pertenecen a la misma especie. Los resultados
del indice de homoplasia se encontraron 82 sitios informativos y mostraron que los
aislados 70 y 5 tienen una alta similitud con N. iranensis P815. La prueba phi es

estadisticamente significativa (P = 1.922E-6).

N_iranensis_P815 5

70

N_clavispora_MFLUCC12_0280

N_rosae CBS_ 101057

N_mesopotamica_CBS 336 _86

Figura 10. indice de homoplasia de los aislados 5 y 70 con la especie N. iranensis indican no
evidencia de recombinacion (P = 1.922E-6).

3.4.1 Anadlisis de mutaciones puntuales

Los aislados identificados como N. rosae secuenciados con los primers de los genes
citocromo b (cytb) y tubulina (tub2), genes estan involucrados en la resistencia de

los fungicidas azoxystrobin y metil-tiofanato respectivamente en diversos hongos
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fitopatogenos. La amplificaciéon de los aislamientos se pudo obtener suficiente
cantidad de material genético para su posterior analisis. De esta manera, se

identifico la presencia de mutaciones puntuales en los genes cyt b y tub2.

3.4.1.1 Mutacién en gen cyt b

En relacion con el gen cyt b en los 12 aislamientos identificados como N. rosae, se
detectd en el codon 143 un cambio de glicina por alanina (G143A) por 11 aislados
excepto por el 201 (Figura 11). Estos resultados confirmaron la resistencia
observada en las pruebas de sensibilidad, con una ECso de 10.004 pg/mL vy la
patogenicidad en hojas desprendidas, siendo los aislamientos medianamente
resistentes y resistentes de los seleccionados. Las mutaciones F129L (fenilalanina
por leucina), G137R (glicina por arginina) y 1151L (isoleucina por leucina) no se

detectaron en esta muestra de aislamientos.

3.4.1.2 Mutacién en gen tub2

En el caso especifico de los aislamientos de N. rosae mencionados, se detecto la
mutaciéon F200Y en los aislamientos 201 (FRIH22) y 97 (FRRPAT2), pero no se
observo la mutacion E198K en estos aislamientos; en cambio, los aislamientos 66
(FREC569), 71 (FREC769), 80 (FC1643), 136 (FREC878), 196 (FRIR17), 323 (PL.3
RAIZ), 372 (FRER1267) y 418 (13) si expresaron la mutacion E198K, que involucra
un cambio de adenina a guanina y sustituy6 el acido glutamico por lisina en la

posicion 198 de la proteina B-tubulina (Figura 12).
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1. Cytb_66 BvNNEWML vRYLHENTABAFFFLYYLH IBREmY YESY ILILmmAFAF Al il v AP E
2.Cyto_71 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF ATV AP E
3.Cyto_80 BvNNEWML vRY LHENTABAFFFLYYLH ILILMMATAF Al v AP E
4.Cyto_87 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF ATV AP E
5.Cyto_97 BvNNEWML vRY L LHEN@ABAFFFLYVYLH ILILmmAFAF Al v AP E
B. Cytb_136 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF ATV AP E
7.Cytb_196 BvNNEWML vRY L LHEN@ABAFFFLYVYLH ILILmmAFAF Al v AP E
3. Cytb_201 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF fv AP E
9. Cytb_323 BvNNEWML vRY L LHEN@ABAFFFLYVYLH ILILmmAFAF Al v AP E
10. Cytb_372 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF ATV AP E
11. Cyib_418 BvNNEML vRY L LHENWABAFFFLVYLH ILILmMmATAF Al v AP §
12. Cytb_466 BvNNEWL. vRY L HENTASAFFFLYYLH ILiLumAFAF ATV AP BT

Phe-Leu Gli-Arg Gly-Ala Iso-Leu

F129L G137R G143A 1151L

Figura 11. Mutacion G143A presente en aislados de Neopestalotiopsis rosae. Las mutaciones F129L, G137R y 1151L no se detectaron en los
aislados de N. rosae considerados en este estudio.
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2. tubMB0_TubR1
3. tub_r71
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9. tub_r372

10, tubM418_TubR

GAG-AAG TTC-TAC
E198K F200Y

Figura 12. Mutaciones E198K (acido glutdmico a lisina) y F200Y (Fenilalanina a tirosina) asociados al metil-tiofanato, presentes en aislamientos
N. rosae.
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3.5 Influencia del nivel de resistencia a fungicidas en la patogenicidad

Neopestalotiopsis spp. en hojas desprendidas

Los resultados indicaron que hubo una diferencia significativa en la interaccion
aislado-fungicida (P < 0.0001, F = 2.60). Cuando se expusieron los aislamientos a
azoxystrobin, se observé que el aislamiento 196 (FRIC 17) no mostré una diferencia
significativa en comparaciéon con el 418 (13) (P < 0.0001, F = 10.59), ya que ambos
demostraron alta virulencia, seguidos los aislamientos 201 y 323. En particular, los
aislamientos 196 y 418 alcanzaron aproximadamente un 70% de severidad en las
hojas de fresa desprendidas. En contraste, se encontro que el aislado 5 (39C2) fue
la menos patogénica, ya que presentd una severidad del 0.461% después de un
periodo de incubacion de 8 d, siendo el aislamiento mas susceptible en esta prueba.
Ademas, no se observd una diferencia significativa en la interaccion aislado-
fungicida (P = 0.9429, t = 0.07) para este aislado (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion de la severidad causadas por los aislamientos de Neopestalotiopsis rosae,
N. iranensis y Pestalotiopsis sp. en hojas de fresa tratadas con azoxystrobin.

También con boscalid el aisaldo 196 (N. rosae) mostro la mayor patogenicidad en
comparacion con el resto de los aislamientos evaluados, pero no diferencia

significativa con el aislamiento 201, causando un 70% de severidad en las hojas de
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fresa. Los aislados 323, 418 y 466 presentaron un poco mas del 50% de severidad,
lo cual puede estar asociado con la resistencia al fungicida que presentaron dichos
aislados. Por otro lado, el aisaldo 5 se mantuvo mostrando susceptibilidad también

al Boscalid, con una severidad del 0.8% (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion de la severidad causada por los aislamientos de Neopestalotiopsis rosae,
N. iranensis y Pestalotiopsis sp. en hojas de fresa tratadas con boscalid

Los aislamientos de Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis mostraron susceptibilidad al
difenoconazol en comparacion con el testigo inoculado en hojas de fresa.
Especificamente, los aislamientos 87 y 196 de Neopestalotiopsis presentaron una
severidad aproximadamente del 20%, y no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (Figura 15). Por otro lado, los aislamientos 70 y 5
identificados como N. iranensis fueron los mas susceptibles y siendo

estadisticamente iguales (Pr = 0.8639, t = 1.000), causando una severidad de
0.189%.
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Figura 15. Comparacion de la severidad causada por los aislamientos de Neopestalotiopsis rosae,
N. iranensis y Pestalotiopsis sp. en hojas de fresa tratadas con difenoconazol.

En el caso del fungicida metil-tiofanato, los aislamientos 323 y 196 presentaron una
severidad cercana al 80% superior al control (testigo inoculado), no presentaron
diferencia estadisticamente entre ellos, mientas que el aislamiento 5 mostré una
severidad del 0.76% (Figura 16), es un aislamiento sensible a los cuatro fungicidas,

ya que mostré menor severidad en las hojas de fresa.
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Figura 16. Comparacion de la severidad causada por los aislamientos de Neopestalotiopsis rosae,
N. iranensis y Pestalotiopsis sp. en hojas de fresa tratadas con metil-tiofanato.

Finalmente, los testigos inoculados con cada uno de los aislamientos, se observo
gue los aislamientos 196, 418, 466, 323 y 201 (identificados como N. rosae)
presentaron una mayor patogenicidad con porcentajes de severidad superiores al
50% vy resistencia en las pruebas de sensibilidad. Por otro lado, el aislamiento 5
continué6 mostrando una patogenicidad menor en comparacion del resto de la
muestra de aislados (Figura 17).
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Figura 17. Comparacién de la severidad causada por aislamientos de Neopestalotiopsis rosae, N.
iranensis y Pestalotiopsis sp. en hojas de fresa

Durante la prueba de patogenicidad, se observo en las hojas de fresa tratadas con
los fungicidas azoxystrobin, boscalid y metil-tiofanato se present6 un porcentaje de
severidad igual o mayor que en el control. Especificamente, se presentd una mayor

severidad por los aislamientos 196, 323, 418, 466 y 201 en las hojas tratadas con

metil-tiofanato en comparacién con el control.

85



90

80

70

60

50

40

SEVERIDAD

30

20

10

5 22 66 70 71 80 87 97 136 196 201 323 372 418 466
AISLADO

B AZOX mBOSC mDIFE mTIOP-M

Figura 18: Severidad de aislados de Neopestalotiopsis spp. y Pestalotiopsis sp. expuestos a azoxistrobin, boscalid, difenoconazol y metil-tiofanato.
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Los aislamientos que presentaron resistencia a los fungicidas en la prueba de
sensibilidad in vitro y la prueba de patogenicidad son provenientes de corona (196),
raiz (323) y hoja (201, 418) y peciolo (466) de fresa. Y los aislamientos que se
presentaron como sensibles, fueron aislados de corona (5, 22) y raiz (70) de fresa
(Cuadro 15). La correlacion del fungicida azoxystrobin entre la severidad y CEso es
fuerte y positiva (C = 0.853), es decir hubo una asociacion entre los valores de
severidad y su sensibilidad, en este fungicida, sugiriendo que la resistencia al
fungicida no afecta su capacidad de causar enfermedad. En Boscalid la correlacion
fue de C = 0.714, y en difenoconazol la correlacién es débil y no significativa (C =

0.336), por lo que la sensibilidad no influyé en la severidad en este fungicida.

Cuadro 15. Periodo de incubacion, categorias de aislamientos de Neopestalotiopsis
spp. con relacion a la prueba de sensibilidad y patogenicidad y el origen del

aislamiento.

PERIODO DE = SEVERIDAD

FUNGICIDA AISLADO INCUBACION MEDIA ECso ORGANO CATEGORIA'
AZOX 5 48 0.47 0.45 Corona S
AZOX 22 48 3.10 0.50 Corona S
AZOX 66 48 38.52 8.96 Corona MR
AZOX 70 48 11.25 0.47 Raiz S
AZOX 71 48 22.20 7.66 Corona MR
AZOX 80 24 15.03 8.78 Corona MR
AZOX 87 24 32.57 8.15 Corona MR
AZOX 97 24 12.39 8.16 Raiz MR
AZOX 136 24 18.64 6.96 Corona MR
AZOX 196 24 69.66 8.90 Corona MR
AZOX 201 24 50.34 11.21 Hoja MR
AZOX 323 24 50.07 12.80 Raiz R
AZOX 372 24 19.76 9.14 Raiz MR
AZOX 418 24 68.68 14.10 Hoja R
AZOX 466 24 35.68 11.37 Peciolo R
BOSC 5 96 0.81 26.28 Corona MR
BOSC 22 48 28.69 26.41 Corona MR
BOSC 66 48 10.74 67.14 Corona R
BOSC 70 24 13.58 17.98 Raiz MR
BOSC 71 48 20.92 88.13 Corona R
BOSC 80 24 27.80 99.88 Corona R
BOSC 87 24 42.61 101.91 Corona R
BOSC 97 24 18.25 104.37 Raiz R
BOSC 136 24 21.81 101.61 Corona R
BOSC 196 24 73.18 114.61 Corona R
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FUNGICIDA AISLADO &iﬁ:giglgﬁ SE\I\:IEERDIIIZAD ECso ORGANO CATEGORIA'
BOSC 201 24 61.52 111.23 Hoja R
BOSC 323 24 58.69 103.24 Raiz R
BOSC 372 24 18.44 87.78 Raiz R
BOSC 418 24 58.48 100.15 Hoja R
BOSC 466 24 53.00 113.17 Peciolo R

DIFE 5 72 0.19 0.008 Corona S
DIFE 22 48 2.72 0.009 Corona S
DIFE 66 48 11.85 0.008 Corona S
DIFE 70 48 1.79 0.009 Raiz S
DIFE 71 48 11.89 0.009 Corona S
DIFE 80 48 2.28 0.010 Corona S
DIFE 87 24 20.09 0.011 Corona S
DIFE 97 24 3.33 0.009 Raiz S
DIFE 136 24 9.08 0.010 Corona S
DIFE 196 24 19.74 0.011 Corona S
DIFE 201 24 7.67 0.009 Hoja S
DIFE 323 24 9.78 0.011 Raiz S
DIFE 372 24 4.00 0.009 Raiz S
DIFE 418 24 7.19 0.011 Hoja S
DIFE 466 24 15.35 0.009 Peciolo S

1S=Sensible, MS= Medianamente Resistentes y R=Resistente
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4. DISCUSION

En este estudio se determind la distribucion de la sensibilidad de aislados de
Neopestalotiopsis spp., asociados al tizon foliar y pudricion de corona de la fresa.
La CEso media de azoxystrobin a 10 ug/mL, boscalid 100 ug mL* y difenoconazol
0.010971 uyg mL?t. Los resultados evidenciaron una amplia distribucion de la
sensibilidad de dichos aislados al fungicida azoxystrobin. En el presente estudio, en
las pruebas de sensibilidad se observé que algunos aislamientos de
Neopestalotiopsis spp. presentaron una disminucién de la sensibilidad y un cambio
hacia la resistencia al fungicida azoxystrobin (Chung et al., 2021) y al boscalid, los
resultados similares a los reportados por Baggio et al. en 2022. Posterior a la
determinacion de la CEso y la categorizacion de aislamientos sensibles,
medianamente resistentes y resistentes en los tres fungicidas evaluados, esto en
base a rangos de concentraciones efectivas, como en estudios realizados en
azoxystrobin con Sclerotinia sclerotiorum, se determiné a < 0.25 pg mL?! para
aislados sensibles y 2 0.5 ug mL'para aislados resistentes (Nieto-Lopez et al.,
2023), en Phytophthora infestans un rango de 0.042 pg mL1para aislados sensibles
y 0.26 pg mLen el aislado menos sensible (Qin et al., 2016). Del mismo modo, para
difenoconazol frente a Alternaria spp. van desde <1 ug mLpara aislados sensibles
a >1 ug mL*para aislados resistentes (Lacomi-Vasilescu et al., 2004). Aislados de
Botrytis cinerea sensibles a boscalid oscilan a CEso entre 0.9y 5.2 ug mL™, mientras
gue los aislados resistentes >50 ug mL*(Bardas et al., 2010). Mientras que en
estudios realizado por Veloukas et al. (2011), aislamientos sensibles 0.05 a 0.21
pg/mL, moderadamente resistentes ECso de 1.37 a 7.79 ug mLy resistentes la CE
>50 ug mL1a boscalid. En aislados de Pestalotiopsis longiseta y Pestalotiopsis
theae en Corea fueron resistentes a metil-tiofanato a CEso 1000 pg mL (Shin et al.,
2000). Ademas, investigaciones en fungicidas benzimidazoles sobre Pestalotiopsis
spp. (sarna del guayabo) en Taiwan, mostraron baja sensibilidad al benomilo y
carbendazim con valores de la ECso que fueron superiores a 53.6 mg i. a. L't y 500

mg i. a. L%, respectivamente (Yong et al., 2014). De igual manera se evaluaron las
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caracteristicas morfolégicas y moleculares, la patogenicidad y la sensibilidad a

fungicidas en Pestalotiopsis spp. en Florida (Baggio et al., 2019).

Estos resultados son importantes para evitar un manejo inadecuado y el registro de
fungicidas que generar resistencia a enfermedades de la fresa. Por otro lado, se
determiné que el difenoconazol fue uno de los fungicidas mas eficaces para reducir
el crecimiento micelial de Neopestalotiopsis spp., tanto en campos de fresa como
en pruebas in vitro (Rebollar-Alviter et al.,, 2020), Cosseboom & Hu (2021)
mencionan en cultivos de uva el uso de difenoconazol para el manejo de N. rosae,
por su sensibilidad a este fungicida. Lo que se confirmé en este estudio, la alta

sensibilidad de Neopestalotiopsis spp. al difenoconazol.

Neopestalotiopsis rosae es un hongo que se ha identificado en diferentes partes del
mundo (Essa et al., 2018; Baggio et al. 2020; Rebollar-Alviter et al., 2020; Sun et
al., 2021; Wu et al., 2021), causando dafios en el cultivo de fresa. En base al analisis
filogenético con las regiones tef-1a, ITS y tub2 por Maharachchikumbura et al.
(2014), para clasificacion de N. rosae. El presente estudio con el analisis multilocus
de 5 regiones (tef-1 a, ITS, tub2, LSU y rpb2) con soporte de 0.99/66 PP/BS para
los aislados agrupados con N. rosae, coincide con Rebollar-Alviter et al. (2020),
donde N. rosae se agrup6 al Ex-tipo CBS 101057 con soporte de 0.61/91 PP/BS y
Essa et al. (2018) reportan una similitud de 99/100 PP/BS.

Y el andlisis filogenético de las regiones ITS, tef-1a y tub2 de los aislamientos 5y 70
en estudio se identificaron con un soporte de 1/100 (PP/BS) con la especie N.
iranensis P815 (Ayoubi & Soleimani, 2016b) y un indice de homoplasia de 1.922E-
6. Ademas, estos aislamientos mostraron una mayor sensibilidad y menor
patogenicidad a los fungicidas azoxystrobin, boscalid y difenoconazol en
comparacion con los aislados de N. rosae. En resultados obtenidos por Ayoubi &
Soleimani (2016b), reportaron que N. iranensis tardé mas tiempo en desarrollar
sintomas en comparacion con la especie N. mesopotamica. Resultados similares

fueron obtenidos en este estudio en comparacion con los aislados de N. rosae.
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En los aislamientos de N. rosae se detecto la mutacion G143A, la cual proporciona
resistencia al azoxystrobin, excepto en el aislado 201. Estos aislados, ademas
mostraron mayor severidad en las pruebas realizadas en hojas desprendidas,
corroborando la falta de eficacia cuando se aplicé el fungicida a la dosis comercial.
También se corrobor6 las mutaciones E198K en los aislados 201 y 97, F200Y en
66, 71, 80, 136, 196, 323, 372 y 418 causadas por el metil-tiofanato. En hongos
como Colletotrichum acutatum agente causal de la antractonsis en fresa el uso
desmedido del azoxystrobin ha llevado a la seleccion de poblaciones resistentes
de C. acutatum a los fungicidas Qol y Botrytis cinerea de igual forma ha presentado
una resistencia a los Qol; especificamente al azoxystrobin con la presencia de la
mutacion G143Ay para tiophanato de metil la mutacion E198A (Baggio et al., 2018b;
Ferndndez-Ortufio et al., 2012; Forcelini et al., 2016). Yamada and Sonoda (2012)
determinaron la resistencia por Pestalotiopsis longiseta a fungicidas inhibidores de
guinona (Qol) con la presencia de la mutacion G143A. Luego, Yamada et al. (2016),
detectaron en aislados de Pestalotiopsis longiseta de plantaciones de té, la
sustitucion de glicina por alanina en la posicion 143 (G143A) y fenilalanina por
leucina en 129 (F129L). Yong et al. (2014), al determinar la resistencia mediante la
CEso de Pestalotiopsis spp., determino la mutacion puntual E198A. Ademas, Baggio
et al. (2022) evidencidé la presencia de la mutacion G143A en aislamientos

resistentes de Neopestalotiopsis rosae en Florida.

En la prueba de patogenicidad, se encontré que los aislamientos resistentes 196,
323, 418, 466 y 201 presentaron una mayor virulencia en las hojas de fresa,
causando un mayor porcentaje de severidad con azoxystrobin, boscalid y metil-
tiofanato. Y los aislamientos 5, 70 y 22 sensibles al azoxystrobin, boscalid,
difenoconazol y metil-tiofanato, presentaron un porcentaje de severidad menor del

control.

La correlacion la CEso, los aislados sometidos al azoxystrobin con la severidad fue

fuerte y positiva (C = 0.853), similar a lo que ocurrié con el Boscalid la correlacion
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también es estadisticamente significativa (C = 0.714), mientras que en
difenoconazol la es débil y no significativa (C = 0.336), por lo que la sensibilidad no

influy6 en la severidad en este fungicida.

En resumen, es estudio evidencia por primera vez, que la poblacion de
Neopestalotiopsis spp. asociada a tizones foliares y pudricién de la fresa, en general
manifiesta un nivel medio a alto de resistencia al azoxystrobin y al boscalid, pero es
susceptible al difenoconazol, lo que podria ocurrir con otros triazoles y otros
ingredientes activos de las mismas familias. Asimismo, los resultados evidenciaron
gue la poblacién de Neopestalotiopsis spp. estd compuesto por mas de una especie
lo que evidenci6 diferencias en la patogenicidad en el cultivo de fresa y la respuesta
diferencial a fungicidas de diferente modo de accién. Estos resultados sugieren que
la presencia de mutaciones en citocromo bcl, resulta en resistencia total o parcial
al grupo de los Qol y SDHI (Boscalid), lo que motiva al disefio de programas de
manejo de la resistencia a fungicidas de diferente modo de accién. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la patogenicidad e insensibilidad de los aislados de
N. rosae pueden verse influenciadas por diversos factores, como las condiciones
ambientales y la genética del hongo y del hospedero, por lo que es relevante seguir
investigando para comprender mejor la dinamica de la enfermedad y el manejo
adecuado de este hongo en el cultivo de fresa con el uso de boscalid u otros
fungicidas.
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5. CONCLUSIONES

En conclusion, los estudios realizados en la prueba de sensibilidad de aislados de
Neopestalotiopsis rosae, N. iranensis y Pestalotiopsis sp. con los fungicidas
azoxystrobin, boscalid, difenoconazol, es de gran importancia para el manejo del
cultivo de fresa. Ya que los aislamientos expuestos a la prueba de sensibilidad se
determinaron que son resistentes al azoxystrobin, boscalid. En el caso de
azoxystrobin, la sensibilidad no afecta su capacidad de causar enfermedad a los
aislados medianamente resistentes y resistentes de Neopestalotiopsis spp. sin la
presencia del fungicida. Lo que implica que, si los aislamientos son resistentes,
entonces eso no afecta su capacidad de causar enfermedad y por lo tanto se tiene

una poblacidn resistente o insensible a este grupo de fungicidas.

Los analisis filogenéticos permitieron identificar y clasificar a los aislados en los
géneros Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis en funcion de su relacion filogenética
con otras especies conocidas de los géneros. Esta informacion es importante
porque muestra la relacion evolutiva de los aislados en estudio, lo cual es relevante
para la comprension de su biologia, epidemiologia y potencial patogénico en cultivos
agricolas o plantas hospedantes. La confirmacién de las mutaciones puntuales
causadas por los fungicidas azoxystrobin y metil-tiofanato en aislamientos de N.
rosae, ratificé la resistencia a estos fungicidas. La prueba de patogenicidad de los
aislamientos en hojas desprendidas de fresa tratadas con azoxystrobin, boscalid,
difenoconazol y metil-tiofanato para comprender la capacidad de Neopestalotiopsis
rosae de conservar su patogenicidad y al mismo tiempo generar resistencia a los

fungicidas, azoxystrobin, boscalid y metil-tiofanato.
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