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RESUMEN

La muerte de retofios es una enfermedad asociada a hongos fitopatégenos
que causa pérdidas importantes en especies del género Vaccinium. Esta
enfermedad se observo en el cultivo de ardndano (V. corymbosum L.) cv.
Biloxi durante el ciclo productivo 2018 en la Sierra Norte de Oaxaca, México.
El objetivo del presente estudio fue identificar morfolégica y molecularmente
el agente causal de la muerte de retofios de plantas de arandano cv. Biloxi,
asi como describir los dafios histoldgicos que induce el patogeno. A partir
de muestras de retofios con sintomas de necrosis, sembradas en medio de
cultivo papa-dextrosa-agar 2 % se obtuvieron aislamientos fungosos. El
agente causal de la enfermedad se determind mediante los postulados de
Koch. El patégeno indujo marchitez y necrosis en retofios después de 10 dias
de la inoculacion. El hongo se identificé morfoldgica y molecularmente como
Botrytis cinerea; asi mismo, se realizaron cortes histoldgicos en retofios con
sintomas empleando la técnica de inclusion en parafina y tincién diferencial
safranina O-verde rapido. En los cortes histoldgicos se observo degradacion,
lisis y desorganizacion celular de la cuticula y epidermis; al interior de las
células se observaron cuerpos amorfos de color rojo que probablemente
correspondieron a polifenoles. Este documento constituye el primer reporte
de B. cinerea causando la muerte de retofios en V. corymbosum cv. Biloxi en
Oaxaca, México. La caracterizacion morfoldgica y molecular de este patégeno
contribuye al conocimiento del agente causal para la bisqueda de estrategias
de control y manejo integrado.
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SUMMARY

Twig dieback is a disease associated with plant pathogenic fungi that
causes significant losses in species of the genus Vaccinium. This disease
was observed in blueberry (V. corymbosum L.) cv. Biloxi plantations during
the 2018 productive cycle at Sierra Norte of Oaxaca, Mexico. The aim of
this study was to identify morphologically and molecularly the causal
agent of twig dieback of blueberry plants cv. Biloxi, as well as to describe
the histological damages induced by the pathogen. Fungal isolates were
obtained from samples of twigs with necrosis symptoms and cultured in
potato-dextrose-agar 2 % medium. The causal agent of the disease was
determined using the Koch's postulates. The pathogen induced wilting and
necrosis in twigs after 10 days of inoculation. The fungus was identified
morphologically and molecularly as Botrytis cinerea; in addition, histological
sections of symptomatic twigs were performed using the paraffin embedding
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technique and safranin O-fast green differential staining. In the histological
sections degradation, lysis and cellular disorganization of cuticle and
epidermis were observed; inside these, amorphous red bodies were observed,
probably corresponding to polyphenols. There was no evidence of penetration
structures of the pathogen. This document constitutes the first report of B.
cinerea causing twig dieback in V. corymbosum cv. Biloxi in Oaxaca, Mexico.
Morphological and molecular characterization of this pathogen contributes to
the knowledge of the causative agent for the search of control strategies and
integrated management.

Index words: Botrytis cinerea, Vaccinium corymbosum,
histopathology, twig dieback.

INTRODUCCION

El arandano (Vaccinium corymbosum L.) es un
cultivo de alto valor socioecondmico a nivel mundial, su
consumo se ha incrementado debido a sus propiedades
nutricionales y medicinales (Smith et al., 2000). En México,
la produccion de arandano aumento 800 % en los ultimos
10 afos, posicionando al pais como cuarto productor a
nivel mundial; los principales estados productores son
Jalisco, Colima y Michoacan (SIAP, 20019). En San Pedro
Nexicho, Sierra Norte del estado de Oaxaca, el cultivo de
arandano se introdujo en 2015 (Zarate et al., 2017). En el
ciclo productivo 2018 se observo la muerte de retofos
en plantas del cv. Biloxi, cultivadas bajo cubierta o a cielo
abierto; la incidencia estimada fue de 40 a 60 %. Esta
incidencia posiblemente se relaciona con la existencia
de plantas silvestres de zarzamora (Rubus spp.) con
sintomas de muerte de retofios, tizén floral y moho gris de
frutos asociados a Botrytis sp. En los cultivos de arandano
de otras regiones de Oaxaca la incidencia de muerte de
retofos fue de 2 a 5 %, por lo que no se considera de
importancia econdmica.

La muerte del retofio del arandano puede ser inducida
por Phomopsis vaccinium y P columnaris (Farr et al.,
2002), Lasiodiplodia theobromae (Wang et al., 2016),
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Neopestalotiopsis (Lee et al., 2019) o Colletotrichum
acutatum (Yoshida et al, 2007). Los retofios sufren
marchitez, necrosis y muerte (Zhao et al,, 2019). En Oaxaca
no se conoce con precision al agente causal de la muerte
del retofo del arandano. El objetivo del presente estudio fue
identificar morfoldgica y molecularmente el agente causal
de la muerte de retofios de plantas de arandano cv. Biloxi,
asi como describir los dafios histoldgicos que induce el
fitopatdgeno. El conocimiento del agente causal permitira
establecer estrategias efectivas de control y contribuira al
mejoramiento de la produccion de arandano en la Sierra
Norte del estado de Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS

En un huerto comercial de arandano cv. Biloxi; ubicado
en San Pedro Nexicho (17° 05' N, 96° 31' O, 2120
msnm), municipio de Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca;
en el ciclo productivo 2018, se muestrearon 20 retofios
con sintomas de marchitez y necrosis descendente.
Por cada retofio se obtuvieron cinco secciones de
tejido de 5 mm? Las muestras se desinfestaron por
inmersion en NaClO 2 % durante 3 min, se enjuagaron
con agua destilada estéril y se secaron sobre toallas de
papel estéril. El tejido se sembréd en medio de cultivo
agar-dextrosa-papa (PDA) 2 %, Bioxon® y se incubd
durante 10 d a 25 °C y fotoperiodo de 16 h luzy 8 h de
oscuridad. Los hongos que crecieron a partir de tejido
enfermo se aislaron y se purificaron por la técnica de
cultivo monoconidial. Las pruebas de patogenicidad se
realizaron con una colonia de 10 d de crecimiento de
donde se prepard una suspension de conidios (1 x 10*
conidios mL™") y el conteo de conidios se realizé con la
cadmara de Neubauer (Blaubrand® Wertheim, Alemania).
En San Pedro Nexicho se adquirieron cinco plantas
asintomaticas de arandano cv. Biloxi de 1.5 afios de
edad, sembradas en contenedores plasticos de 30 L
con una mezcla de suelo agricola (30 %) y corteza de
pino (70 %); se llevaron al laboratorio de Fitopatologia
del CIIDIR Unidad Oaxaca del Instituto Politécnico
Nacional; se seleccionaron 20 ramas asintomaticas con
retofo; las ramas se lavaron con agua destilada estéril
y etanol 70 % y se inocularon por aspersion con 5 mL de
la suspension conidial. Se utilizé agua destilada estéril
como control. El material vegetal inoculado se mantuvo
en camara humeda por 48 h con fotoperiodo de 16 h luz
y 8 h de oscuridad. La camara himeda consistio de una
bolsa de polipapel transparente y estéril que cubrid la
rama inoculada. De los retofios que se enfermaron se
aislo nuevamente el patdgenoy se compard morfolégica
y molecularmente con el hongo originalmente inoculado.

La extraccion de ADN se realizd con bromuro de cetil
trimetilamonio (CTAB) 2 % (Doyle y Doyle, 1990) adicionado
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con acetato de amonio 3 M. La amplificacion de la region del
espaciadortranscritointerno(ITS)serealizéconlosiniciadores
universales ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') e
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990).
La reaccion de amplificacion consistié de un volumen final
de 25 pL [3 L. de ADN gendmico (50 ng), 12.5 pL de GoTag®
Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 1
UL de cada iniciador y 8.5 yL de agua libre de nucleasas].
El protocolo de termociclado incluyd desnaturalizacién
inicial de 2 min a 95 °C; 35 ciclos de desnaturalizacion de
1 min a 95 °C, 30 s a 58 °C y una extension de 20 s a 72
°C, y extension final a 72 °C durante 5 min. Los productos
amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa 1 % tefiido con bromuro de etidio. El producto
de PCR fue purificado y secuenciado en Macrogen (Seoul,
Republica de Corea del Sur). Las secuencias de ADN fueron
editadas y ensambladas con el programa BioEdit v7.0.5
(Hall, 1999). Las secuencias consenso se compararon con
las secuencias depositadas en el GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

El estudio histopatoldgico se realizo siguiendo la técnica
de inclusién en parafina (Johansen, 1940) y tincién
diferencial con safranina O &cida y verde répido (Curtis
et al,, 1986). Veinte muestras de retofios sintomaticos se
fijaron en solucion FAA (50 % de etanol absoluto, 5 % de
acido acético glacial, 10 % de formaldehido y 35 % de agua
destilada) durante 48 h a 4 °C. La técnica de inclusion en
parafina incluyo tres lavados de las muestras con alcohol
etilico al 50 %, cada lavado durd 15 min; la deshidratacion
se hizo con alcohol etilico en concentraciones ascendentes
de 50, 70, 96 y 100 %; las muestras estuvieron inmersas
durante 3 h en cada alcohol; la clarificacion se efectud con
alcohol etilico 100 % y con xileno, cada paso duré 2 h. La
infiltracion se hizo introduciendo las muestras en parafina
histoldgica liquida Hycel® a 70 °C, el proceso se realizé dos
veces, cada uno durd 3 h; la inclusién de las muestras en
parafina se realizd en cubos de papel de 3 cm?; dentro de
los cubos se colocaron las muestras y se cubrieron con
parafina histoldgica liquida Hycel® a 70 °C; la parafina se
dejo solidificara 4 °C.

El tejido se cortd en un micrétomo (Bright Instruments
Co. Ltd., Luton, Bedfordshire, Inglaterra) a 10 pm de
espesor, los cortes se colocaron en bafio de flotacion (agua
a 70 °C+ 3 gdegrenetina L") durante 1 min y se montaron
en portaobjetos; posteriormente, los portaobjetos se
colocaron en una estufa a 45 °C durante 20 min para
eliminar el exceso de parafina; las muestras se lavaron tres
veces consecutivas con xileno; cada lavado duré 3 min; se
hidrataron con alcohol en concentraciones descendentes
al 100, 96, 70 y 50 % durante 3 min por concentracion.
La técnica de tincion diferencial incluyd la tincion de
las muestras con safranina O &cida, donde estuvieron
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inmersas durante 4 h; la deshidratacion se realizd con
alcohol en concentraciones gradualmente ascendentes al
50, 70y 96 % durante 3 min por concentracion; la segunda
tincion se realizd con verde rapido durante 20 s; luego, se
deshidrataron con alcohol al 96 y 100 % durante 3 min por
concentracion y se lavaron con xileno tres veces. Sobre
la muestra se agregd resina sintética y se colocd un
cubreobjetos. Las preparaciones se observaron con un

microscopio de luz (Carl Zeiss Primo Star®, White Plains,

New York, EUA).
RESULTADOS Y DISCUSION

Del tejido sintomatico obtenido en campo (Figuras 1A
y 1B) se aisld consistentemente (37 %) a Botrytis sp. En
las pruebas de patogenicidad, el aislado inoculado indujo
inicialmente pequefas lesiones necréticas que después
aumentaron de didmetro hasta coalescer con otras; las
hojas sufrieron marchitez y necrosis; el dafio se extendio al
tejido de ramas adyacentes. Estos sintomas se observaron
a los 10 dias después de la inoculacion. En el tratamiento
testigo no se observaron sintomas. Los sintomas de
muerte de retofios en especies de Vaccinium se ha
atribuido a Phomopsis vacciniumy P columnaris (Farr et

al., 2002), Lasiodiplodia theobromae (Wang et al., 2016),

Neopestalotiopsis (Lee et al., 2019) y a Colletotrichum
acutatum (Yoshida et al., 2007).
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El micelio de Botrytis fue de aspecto algodonoso; en
los primeros 3 d el cultivo fue de color blanco y después
se torné café oscuro; a los 10 d se observé abundante
produccién de conidios. Después de 30 d la cepa produjo
en promedio 45 esclerocios por caja de Petri de 100 x 15
mm; los esclerocios fueron de forma irregular, oscuros y
compactos, de 1.5 a 2.5 mm (Figura 1C). El hongo aislado
produjo hifas septadas, conidiéforos septados con pared
lisa y en los apices conidios en racimos (Figura 1D); los
conidios fueron unicelulares, hialinos y elipsoidales de 7.8
al12.0x9.6a17.7 umlargo-ancho (Figura TE). Con base en
las caracteristicas morfoldgicas, el aislado coincidid conlas
caracteristicas de B. cinerea descritas por Mansouripour y
Holmes (2002). La secuencia de ADN obtuvo una similitud
del 100 % con la secuencia MN589850 (569 pb) depositada
en el NCBI, correspondiente a la especie B. cinerea.

En cortes histolégicos de tejido de retofos
necréticos (rama tierna) se observéd degradacion, lisis y
desorganizacion celular de la cuticula y epidermis (Figura
1F); dentro de ellas, se observaron cuerpos amorfos de color
rojo que probablemente correspondieron a polifenoles
(Figura 1G), los cuales estan estrechamente relacionados
con la defensa de la planta contra patégenos necrotroficos
(AbuQamar et al, 2017). No se observaron estructuras
de penetracion del hongo, lo cual sugiere posibles dafios
por degradacién enzimatica de pectinasas, celulasas

Figura 1. Muerte de retofo en Vaccinium corymbosum cv. Biloxi. A y B) retoiios con necrosis descendente, C) Botrytis
cinerea en medio de cultivo PDA con formacion de esclerocios después de 30 dias de incubacion, D) conidiéforo y conidios
en racimos, E) conidios unicelulares, hialinos y elipsoidales, F) corte histolégico longitudinal de una ramita de retoiio de
arandano, se observa degradacion, lisis y desorganizacion celular de la epidermis, G) células de la epidermis conteniendo
cuerpos amorfos que posiblemente corresponden a polifenoles.
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y hemicelulasas. Botrytis cinerea se caracteriza por la
produccién de compuestos fitotdxicos de tipo lactonas y
sesquiterpenos durante la infeccion, por lo que es capaz
de causar muerte celular antes de invadir a las células
del hospedante por el habito nutricional necrotréfico del
patdgeno (AbuQamar et al,, 2017; Dinh et al., 2011).

Se identificd morfoldgica y molecularmente a Botrytis
cinerea como agente causal de la muerte de retofos de
arandano cv. Biloxi. El hongo causo¢ desorganizacion, lisis
y muerte de las células de la cuticula y epidermis de los
retoflos con sintomas de necrosis. La identificacion precisa
del hongo fitopatdgeno permitird plantear estrategias de
manejo y control integrado para disminuir las pérdidas por
B. cinerea en el cultivo de arandano cv. Biloxi en la Sierra
Norte del estado de Oaxaca.
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