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RESUMEN

Antecedentes: En México, el cultivo de fresa es afectado por Neopestalotiopsis, que dafia diversos érganos de la
planta y reduce el rendimiento. La variacion en los sintomas sugiere una alta diversidad genética del patégeno, lo que
hace necesario estudiar su estructura poblacional para mejorar su manejo.

Objetivo: Analizar la variabilidad genética de cepas de Neopestalotiopsis aisladas de plantas de fresa en el estado
de Michoacén, con el fin de aportar informacién que contribuya al conocimiento de la diversidad del patégeno y su
posible relacién con la sintomatologia observada.

Metodologia: Se caracterizaron morfolégica y molecularmente 17 cepas de Neopestalotiopsis aisladas de fresa de
tres municipios (Maravatio, Irimbo y Epitacio Huerta) de Michoacan, se describié el color de la colonia, presencia de
acérvulos y dimensiones de los conidios. Se evalué la variabilidad genética mediante RAPD e ITS, se construyé un arbol
filogenético y se utilizaron pruebas de compatibilidad micelial para complementar el analisis.

Resultados y conclusiones: Las observaciones morfolégicas y anélisis RAPD revelaron una variabilidad genética
considerable, agrupando las cepas en cinco conjuntos principales. Esta diversidad refleja la presencia de linajes
cercanos y diferenciados, lo que sugiere una estructura poblacional compleja y posiblemente asociada a la variedad
de sintomas observados en campo.
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ABSTRACT

Background: In Mexico, strawberry cultivation is affected by Neopestalotiopsis, which damages several plant organs
and reduces yield. The variation in symptoms suggests a high genetic diversity of the pathogen, which makes studying
its population structure necessary to improve its management.

Objective: To analyze the genetic variability of Neopestalotiopsis strains isolated from strawberry plants on three
municipalities in the state of Michoacan, in order to provide information that contributes to the understanding of the
pathogen’s diversity and its possible relationship with the observed symptomatology.

Methodology: Seventeen Neopestalotiopsis strains isolated from strawberry in Michoacan were characterized mor-
phologically and molecularly, describing their colony color, presence of acervuli, and conidial dimensions. Genetic
variability was assessed using RAPD and ITS, a phylogenetic tree was constructed, and mycelial compatibility tests were
used to complement the analysis.

Results and conclusions: Morphological observations and RAPD analyses revealed considerable genetic variability,
clustering the strains into five main groups. This diversity reflects the presence of close and differentiated lineages, su-
ggesting a complex population structure and a possible association with the variety of symptoms observed in the field.
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INTRODUCCION

En México, la fresa se cultiva en 16 entidades fede-
rativas, alcanzando un valor de produccién $17,198
miles de millones de pesos. Los principales estados
productores son Michoacan, Baja California y Gua-
najuato, los cuales concentran la mayor parte de la
produccién nacional (SIAP, 2024). Sin embargo, las
enfermedades emergentes causadas por el hongo
Neopestalotiopsis, particularmente Neopestalotiop-
sis rosae, han representado un desafio en el cultivo
de fresa en nuestro pais (Rebollar-Alviter et al. 2020).
Si bien pueden existir variaciones leves en la expre-
sion de los sintomas segun el érgano afectado o las
condiciones ambientales, el cuadro general de la en-
fermedad tiende a ser consistente entre especies. En
Norteamérica (EE. UU. y Canadad), por ejemplo, N. ro-
sae y otras especies del género han sido vinculadas
principalmente con manchas foliares y pudriciéon del
fruto, que afecta la calidad comercial de la cosecha.
Estudios en Florida y California también describen
manifestaciones severas, con marchitez y muerte de
plantas sometidas a una alta severidad de la enferme-
dad (Baggio et al. 2021; Lawrence et al. 2023). Para
el caso de México este patdégeno ha sido identificado
como el agente causal de manchas foliares en hojas,
pudricién de la raiz y corona, provocando una reduc-
cién en el rendimiento (Ayoubi y Soleimani 2016,
Rebollar-Alviter et al. 2020; Olivares-Rodriguez et al.
2024, Cervantes-Zufiga et al. 2025).

La distribucién global de Neopestalotiopsis se ca-
racteriza por una marcada variabilidad en la ex-
presién sintomatolédgica, lo cual plantea desafios
significativos para el manejo fitosanitario segln
la region geografica. Mientras que en Sudamérica
la patogénesis se manifiesta predominantemen-
te como podredumbre de corona y raiz asociada
a especies como N. clavispora y N. mesopotamica
(Hidrobo-Chavez et al. 2022, Obregén et al. 2018;
Machin et al. 2019), en el contexto europeo se re-
porta una transicion entre afecciones radiculares y
dafios aéreos que incluyen tizones foliares y del fruto
(Chamorro et al. 2016, Gilardi et al. 2019, Schierling
et al. 2024). Esta plasticidad patogénica alcanza su
méxima complejidad en Asia, donde se han docu-
mentado cuadros severos que integran simultanea-
mente el marchitamiento radicular y la afectacién de
estructuras reproductivas y foliares (Shi et al. 2022,
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Wu et al. 2021, Rakhonde et al. 2025). En el aino 2018,
en el municipio de Jacona, Michoacén, se reportd la
incidencia de una etiologia desconocida en cultivos
de fresa. El cuadro sintomatolégico se caracterizé por
la presencia de lesiones foliares y pudricién radicular,
evolucionando hacia la muerte sistémica de la planta
y demostrando un elevado potencial de dafo econé-
mico (SENASICA 2022).

Estudios previos realizados desde 2017 en la regién
de Zamora, Michoacan, indican que el patdégeno fun-
gico responsable se dispersa a largas distancias me-
diante la movilizaciéon de material vegetativo infec-
tado proveniente de viveros. Una vez establecido en
campos comerciales, la progresiéon epidemioldgica
del tizdn y las manchas foliares ocurre principalmente
por la dispersion mecanica mediada por el salpique
de lluvia, el cual moviliza los propagulos desde los te-
jidos infectados hacia 6rganos sanos (Rebollar-Alviter
et al. 2020). Plantas de fresa de viveros de Jalisco con
sintomas de pudricién de raiz y corona fueron some-
tidas a anélisis, confirmandose que la infeccién fue
causada por el hongo N. rosae (Acosta-Gonzalez et
al. 2024). Comprender estos patrones de dafio sis-
témico y localizado es fundamental para mitigar las
pérdidas de vigor y rendimiento en los sistemas de
produccién intensiva actuales.

Debido a lo anterior, estudiar la variabilidad genética
en hongos fitopatégenos es esencial para anticipar
y controlar brotes de enfermedades, ya que pobla-
ciones con gran diversidad tienen mayor probabili-
dad de generar variantes resistentes a fungicidas o
capaces de evadir cultivares con resistencia genética
(Zhang et al. 2023).

La identificacion mediante la secuenciacién comple-
ta del genoma es un método preciso, aunque suele
ser tardado y costoso. Por ello, se han desarrollado
alternativas basadas en marcadores moleculares de
ADN que utilizan la técnica de PCR. Entre ellos, los
RAPD contintan siendo una herramienta Util para de-
tectar diversidad genética (Oliveira y Azevedo, 2022).
Kermani et al. (2016) también reportaron variacio-
nes genéticas tanto intra como interespecificas en
Aspergillus, utilizando RAPD-PCR como un método
répido y sensible a partir de muestras atmosféricas.
De acuerdo con Valencia-Ledezma et al. (2022), esta
técnica permite explorar la variabilidad genética al
generar patrones de amplificacién especificos que
reflejan diferencias entre organismos. Su eficacia ha




sido comprobada para distinguir especies con alta si-
militud morfolégica, como en el caso de Aspergillus,
donde los perfiles obtenidos con distintos cebadores
lograron diferenciarlas con gran precisién.

De manera adicional la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del ADN ribosomal se considera el marcador
universal para hongos por su variabilidad y facilidad
de amplificacién, siendo clave en la identificacion y
analisis filogenético. Su uso como "DNA barcode” ha
sido ampliamente validado, aunque puede presentar
limitaciones de resolucién en linajes cripticos (Schoch
et al. 2012, Bellemain et al. 2010). Finalmente, los
grupos de compatibilidad micelial (VCGs) constituyen
una herramienta biolégica que agrupa cepas capa-
ces de formar heterocariones viables. En Verticillium
dahliae, los VCGs han mostrado correlaciéon con di-
versidad genética y distribucién poblacional, apor-
tando informacién valiosa sobre la epidemiologia de
los patégenos (Collado-Romero et al. 2006).

En este contexto, el objetivo de este estudio fue ana-
lizar la diversidad genética de cepas de Neopesta-
lotiopsis spp. obtenidos de cultivos de fresa en Mi-
choacan, mediante el uso de marcadores RAPD, la
evaluacién de grupos de compatibilidad micelial y a
sus relaciones filogeneticas basados en secuencias a
partir de la regién ITS.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccién de muestras

Se colectaron muestras de tejido en plantas adultas
de fresa en viveros y parcelas comerciales en tres mu-
nicipios del estado de Michoacan: Irimbo (IRl), Ma-
ravatio (Mar) y Epitacio Huerta (E.H), principalmente
hojas, coronas y peciolos con lesiones necrdticas. Las
muestras se trasladaron al Laboratorio de Fitopatolo-
gia de Postgrado del Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autéonoma Agraria Antonio Narro.
El aislamiento del patégeno se llevé a cabo siguiendo
la metodologia de Torres-Calzada et al. (2013) y la
purificacion de este se hizo a través de cultivos mo-
noconidiales.

De un total de 702 aislamientos, considerando la tasa
de crecimiento, el color de la colonia y la abundancia
de acérvulos se seleccionaron 17 para su caracteri-
zacion mediante las claves de Maharachchikumbura
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et al. (2014). Entre las caracteristicas morfoldgicas
utilizadas para la identificacién del género Neopes-
talotiopsis se examiné el color de la colonia, la pre-
sencia o ausencia de acérvulos, las dimensiones del
cuerpo: largo total, ancho méximo y longitud de las
tres células medias pigmentadas (célula 1, 2 y 3), asi
como la longitud de los apéndices apicales (1, 2y 3),
longitud del apéndice basal y posicién de los septos
(1 al 4) (Keith et al. 2006, Maharachchikumbura et al.
2011). Con el objetivo de determinar la longitud, el
ancho y el nimero promedio de apéndices presen-
tes en las conidias, se seleccionaron 150 conidias
maduras por cada aislado, obtenidos de cultivos de
15 dias de antigliedad. Las conidias fueron monta-
das en portaobjetos y tefiidas con azul de algodén
para mejorar el contraste. Posteriormente, se captu-
raron fotografias utilizando un microscopio compues-
to (Olympus CX31) con un aumento de x400 y una
cédmara Dino-Lite. Las mediciones se realizaron en el
software DinoXcope V2.6. Para el analisis morfométri-
co se realizaron 150 mediciones por cada una de las
18 variables morfolégicas en cada cepa (n=150), su-
mando un total de 2 550 registros de datos primarios.
Cada conidia fue dividida en cinco secciones con el
fin de describir detalladamente su estructura (Figura
1): la seccién 1 correspondié a los apéndices apicales,
la seccion 2 a la célula apical, la seccidn 3 a las tres cé-
lulas medias, la seccién 4 a la célula basal y la seccidon
5 al apéndice basal.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante las siguientes
etapas:

Se calculé la media y la desviacion estandar para cada
variable por cepa. Fueron determinados indices: se
calculé el indice de forma también denominado valor
Q (Q = L/ W) para evaluar la elongacién conoidal,
donde: L es la longitud del eje mayor sin incluir el
pedicelo y W es la anchura del eje menor en su pun-
to mas ancho), con la finalidad de tener un soporte
estadistico (Fiorenza et al. 2022), asimismo, se de-
terminé el coeficiente de variacién para cuantificar la
dispersion fenotipica entre las cepas. Seguido de una
matriz de correlacion de Pearson para identificar re-
laciones alométricas entre el crecimiento del cuerpo
y sus apéndices. Finalmente, se realizé un anélisis de
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Figura 1. Esquema de las secciones medidas en las conidias de Neopestalotiopsis sp.

agrupacion para categorizar las cepas en morfotipos
(macromorfo, mesomorfo y braquiomorfo) basandose
en sus perfiles dimensionales.

Extraccién de ADN

El ADN gendémico se obtuvo siguiendo la metodo-
logia descrita por Raeder y Broda (1985), con modi-
ficaciones menores. El micelio se obtuvo a partir de
fragmentos de colonias cultivadas en caldo de dex-
trosa y papa (PDB) bajo agitacién a 150 rpm y 25 °C.
Posteriormente, el material se lavd con buffer TE 1X
y se procedid a ruptura celular mediante un disrup-
tor mecanico para facilitar la liberacién del ADN. La
extraccién se realizd con fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), y el ADN se precipité con isopro-
panol y acetato de sodio. El pellet resultante se lavd
con etanol al 70 %, se secé y se resuspendié en buffer
TE 1X. Finalmente, el ADN se traté con RNasa para
eliminar residuos de ARN. La integridad y pureza del
ADN se evaluaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y espectrofotometria (NanoDrop).

Amplificaciéon de los genes ITS

La amplificacién de la regién ITS (Internal Transcribed
Spacer) se realizdé en un volumen final de 25 pL. La
mezcla de reaccion incluyé: 2.5 pL de buffer, 1.75 pL
de MgCl,, 0.5 pL de dNTPs, 1 pL de cada cebador
(ITS1 e ITS4), 17.05 pL de agua ultrapura, 0.2 pL de
Taq ADN polimerasa y 1 uL de ADN molde. Se utili-
zaron los cebadores ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G3') elITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3')
descritos para la amplificacién de esta regién) (White
et al. 1990). El programa de amplificacion consistié
en una desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 5 mi-
nutos, seguida de 35 ciclos con las siguientes condi-
ciones: desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos,
alineamiento a 56 °C por 45 segundos y extensién
a 72 °C por 90 segundos. Finalmente, se realizd una
extension final a 72 °C por 8 minutos. Los productos
de la PCR obtenidos fueron purificados enviados para
su secuenciacion al laboratorio IPICYT (San Luis Poto-
si, México).




Construccion del arbol filogenético de ITS

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa
MEGA 12 (Tamura et al. 2021) y se alinearon utilizan-
do el software MAFFT v7 (Katoh y Standley 2013). El
archivo de alineamiento resultante en formato FASTA
se empled posteriormente para inferir el arbol filoge-
nético mediante el servidor en linea IQ-TREE (Nguyen
et al. 2015). Para la construccién del arbol, se selec-
ciond el modelo evolutivo K2P+G4, determinado a
través de ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017).
La robustez de la topologia se evalué con el método
de bootstrap ultrarrapido utilizando 10,000 réplicas
(Hoang et al. 2018). Finalmente, el arbol filogenético
se visualizé en el programa FigTree v1.4.4 (Rambaut,
2016) y se edit6 en Inkscape para su presentacion.

Amplificacién RAPD

El ADN gendémico de las cepas se cuantificé con un
NanoDrop y se ajusté a 25 ng en 2 pL para cada re-
acciéon. Las amplificaciones RAPD se realizaron en
el Laboratorio Nacional de Diagnéstico de Enfer-
medades Cuarentenarias del Campo Experimental
General Terdn perteneciente al INIFAP. Se utiliza-
ron los iniciadores: P23 (5'-GGCGATCACG-3'), P30
(5'-CTCCTGCGAC-3'), mezcla de primer 23 y 30, P2
(5'-CGAACATGAG-3'), P31 (5'-CGACCCCCGT-3"),
mezcla de los iniciadores P31 y P35 (5'-GCTGGG-
GACC-3’) (Orona et al. 2004). La amplificacién de
ADN se realizé en un volumen final de 25 pL por
reaccion, que incluyé: 5 plL de buffer (1X), 2 pL del
iniciador respectivo, (0.05 pL), 0.3 yL de enzima ADN
polimerasa (1.5U), 13.5 pL de agua bidestilada ultra-
pura y 4 puL (100 ng) de ADN gendémico previamente
estandarizado. El programa de amplificacién utilizado
fue el siguiente: desnaturalizacién inicial a 94 °C du-
rante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnatura-
lizacion a 94 °C por 1 minuto, alineamiento a 36 °C
por 2 minutos y extensién a 72 °C por 1 minuto. Final-
mente, se realizd una extensiéon final a 72 °C duran-
te 10 minutos. Los productos de PCR se visualizaron
inicialmente en geles de agarosa al 3 % corriendo a
100 V durante 40 minutos. La presencia y el tamafio
de las bandas se confirmaron en un transiluminador.
Posteriormente, las muestras fueron analizadas en ge-
les de poliacrilamida al 6 % (preparados con 22.7 mL
de agua bidestilada, 8 mL de buffer BS 5X, 5.6 mL de
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acrilamida al 30 %, 60 pyL de TEMED y 300 pL de APS
al 15 %) corriendo a 90 V durante 3 horas. Esta activi-
dad se realizé en el Laboratorio No. 4 en la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn.

Analisis de datos

A partir del perfil electroforético se obtuvieron matri-
ces binarias de presencia/ausencia de fragmentos, a
esta matriz se le calculd el indice de similitud de Nei
y Li (1979) y con este se construyé un dendrograma
utilizando el método de aglomeracién UPGMA vy el
método Bootstrap con 1000 remuestreos de acuer-
do con recomendaciones de Nufez-Colin y Escobe-
do-Lépez (2014), utilizando FreeTree (Hampl et al.,
2001). Ademas, la matriz del indice de similitud fue
centralizada y se obtuvo un Andlisis de Coordenadas
Principales (Gower, 2005; Pefia-Caballero et al., 2020)
y se generd una proyeccioén de las accesiones en un
plano tridimensional utilizando NTSYS version 2.2
(Rolfh, 2005). Adicionalmente, para los marcadores
se les calcularon los pardmetros nimero de fragmen-
tos, fragmentos polimérficos, % de polimorfismo, asi
como los indices del Contenido de Informacién Poli-
morfica (PIC).

El valor de PIC para cada marcador se calculé con la
formula PIC= 2fi (1-fi), propuesta por Roldan-Ruiz et
al. (2000). Dénde: PIC es el contenido de informacién
polimérfica del marcador i, fi la frecuencia de los frag-
mentos del marcador que estaban presentes y 1-fi la
frecuencia de los fragmentos del marcador que esta-
ban ausentes. El PIC fue un promedio de los fragmen-
tos para cada marcador.

Para cada fragmento se calculé el indice de Shannon
(Shannon, 1948) y se promediaron los valores de cada
fragmento para cada iniciador para calcular el valor
promedio por iniciador.

El indice de Shannon se calculé mediante la férmula:

Sl=-1*[p * log, (p)+(1-p) * log, (1-p)]

Donde p es la proporcion de presencia del fragmento
en las cepas.




Grupos de compatibilidad micelial

Earnshaw y Boland (1997) describieron los grupos de
compatibilidad micelial como una herramienta indi-
recta para detectar variabilidad genética en hongos.
Con base en esta metodologia, se llevaron a cabo
pruebas de compatibilidad micelial en 45 cajas Petri,
colocando cuatro discos de PDA con crecimiento mi-
celial de las cepas en estudio: uno en el centro y tres
distribuidos equidistantemente a 3 cm de distancia
alrededor del disco central. Se consideré una interac-
ciéon compatible cuando se observé un crecimiento
uniforme y continuo en el punto de unién entre las
cepas. Por el contrario, las interacciones fueron clasi-
ficadas incompatibles si se produjo inhibicién del cre-
cimiento de una cepa sobre la otra o si no se observo
desarrollo de micelio en el punto de contacto.

RESULTADOS

Recoleccién de muestras y aislamiento del patége-
no

En el laboratorio, se obtuvieron 702 aislamientos del
hongo asociado a sintomas de pudricién de corona
y de raiz, se obtuvieron cultivos puros mediante la
técnica de cultivos monoconidiales. El crecimiento en
medio PDA mostré colonias de coloracion variable
entre blanco grisdceo y marrdn claro, con mérgenes
definidos y presencia de estructuras conidiales tipicas
del género Neopestalotiopsis. En total se selecciona-
ron 17 cepas representativas para su caracterizacion
morfolégica y molecular.

Morfometria

El largo total de las conidias, considerando el eje
comprendido desde la célula apical hasta la célula
basal, varié entre 20 y 29 pm. El punto mas ancho se
registré en la célula media 2, con un rango de 6 a 8
pm. Los apéndices apicales mostraron una longitud
variable de 9 a 28 pm, mientras que la célula apical
presentd dimensiones de 3 a 6 ym. En cuanto a las
células medias (1, 2 y 3), los valores oscilaron entre
3-6 pm, 4—6 umy 4-7 um, respectivamente. La célula
basal mostré una longitud de 3 a 6 um, y los apén-
dices basales variaron entre 5y 13 pm. El andlisis de
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2 550 mediciones individuales permitié una caracte-
rizacién de alta resolucién. El indice de forma prome-
dio fue de 3.60 = 0.46, lo cual situa a los aislamientos
dentro de un rango tipico reportado para la especie
N. rosae. El coeficiente de variacion (12.78 %) refleja
una estabilidad fenotipica considerable entre cepas,
sugiriendo que las dimensiones fundamentales del
conidio estan bajo un fuerte control genético.

Se identificaron tres tendencias claras en el desarrollo
conoidal diferencidndose 3 grupos morfolégicos:
Tendencia a la elongacién (Grupo E.H.): las cepas con
prefijo E.H. (ej. A11, B1) presentan valores méas altos
del largo total y longitud de apéndices. Este morfoti-
po “Macromorfo” maximiza la superficie de contacto.
Tendencia a la robustez (Grupo Mar): los aislamien-
tos de este grupo muestran una reduccién en el largo
pero un incremento en el ancho promedio (7.17um),
resultando conidios més elipsoidales.

Plasticidad de apéndices: la longitud de los apéndi-
ces mostré la mayor oscilacién (desde 9.28 ym hasta
28.47 pm). Esta variable es la que mas contribuye a
la diferenciacién entre cepas, lo que podria estar re-
lacionado con diferentes capacidades de dispersion
hidrica en el campo.

En la Tabla 1 podemos observar que cada valor repre-
senta el promedio de n=150 conidios por cepa. Las
diferencias en el indice de forma entre el grupo E.Hy
los grupos IRI/Mar son estadisticamente significativas
(p<0.05). Se nota como el grupo Mar tiene la mayor
desviacion en los apéndices (6.8). Esto se debe a la
cepa F18, que actia como un valor atipico por sus
apéndices extremadamente cortos, lo cual es un ha-
llazgo valioso en la diversidad intraespecifica. El gru-
po E.H. tiene el indice de forma més alto (3.77 um), lo
que los define visualmente como los mas estilizados
del estudio.
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Tabla 1. Sintesis de 2 550 mediciones (17 cepas x 150 repeticiones) de N. rosae

Grupo de cepa Largo promedio Ancho promedio

indice de forma Largo apéndice Caracterizacion

(pm) (pm) (L/W) apical morfolégica
(pm)
E.H (A11, A17, B25, 26.03+ 3.1 6.90+0.5 3.77 22.05+3.4 Macromorfo: conidios
B1, A1, B22) elongados y apéndi-
ces extensos
IRI (C9, C33, D43, 2415+ 2.8 6.92+0.5 3.49 19.46 + 4.2 Mesomorfo: alta va-
D3, C31,D12) riabilidad; dimensio-
nes intermedias
Mar (E8, F25, F4, 251315 7.17+0.6 3.50 17.61 6.8 Braquiomorfo:
E30, F18) conidios anchos con
apéndices reducidos
Promedio general 25.26 7.03 3.60 20.08 Especie: N. rosae

Correlaciones alométricas

La matriz de correlaciéon de Pearson revelé una rela-
cion positiva fuerte (r=0.88) entre el largo del conidio
y la suma de sus células medias. Esto indica que el
crecimiento del hongo no es aleatorio: al aumentar la
talla de la espora, el hongo prioriza el desarrollo de
las células pigmentadas centrales. Esta inversion en
biomasa pigmentada es crucial, ya que estas células
proveen proteccioén contra la radiacién UV y el estrés
osmotico. Estas medidas evidencian la variabilidad
morfolégica caracteristica del género Neopestalo-
tiopsis, especialmente en la longitud de los apéndi-
cesy la proporcion entre las células medias y la apical.

Extraccién de ADN

La integridad del ADN se reporta en la Figura 2, ob-
servandose en todos los carriles una banda definida
de alto peso molecular. Los resultados obtenidos re-
flejan un proceso de extraccién altamente eficiente,
fundamental para el éxito de las aplicaciones molecu-
lares posteriores. Més alld del procedimiento técnico,
la integridad del material genético se manifesté de
forma clara en la electroforesis, donde la presencia
de bandas definidas de alto peso molecular confir-

mo que el ADN no sufrié fragmentacién significati-
va durante la lisis celular. La evaluacion cuantitativa
y cualitativa arrojé que los valores de concentracién
(60 a 4600 ng/pl) sugieren una robustez en el méto-
do, capaz de recuperar material genético incluso en
muestras con densidades bioldgicas dispares.

La pureza optimizada mediante el indice A, /A,
(1.5 - 2.0) se sitda, en su mayoria, dentro del ran-
go ideal de 1.8. Esto es crucial, ya que niveles por
debajo de 1.5 suelen indicar presencia de proteinas
o fenoles que actlian como inhibidores de la enzima
polimerasa. Criterios establecidos por Sambrook y
Russell (2012) sostienen que para técnicas de am-
plificacion como la PCR, la pureza es a menudo més
critica que la concentracién absoluta, podemos argu-
mentar que los valores de 1.5 a 2.0 garantizan que
los polisacaridos y metabolitos secundarios comunes
en el estudio de hongos han sido removidos eficaz-
mente. Esto asegura que la caracterizacién molecular
sea reproducible y no presente falsos negativos por
inhibicién enzimatica.
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Figura 2. Visualizacién de ADN gendmico de aislados de Neopestalotiopsis sp. en gel de agarosa al 3 %.

Amplificacién de ITS

La amplificacion de la regién ITS con los cebadores
universales ITS1 e ITS4 generd productos especifi-
cos de aproximadamente 600 pb en la mayoria de
las cepas, los cuales fueron claramente visibles en los
geles de agarosa al 1.5 %. La comparacién entre las
secuencias generadas en este estudio con secuencias
de Neopestalotiopsis rosae reportadas en GenBank
mostraron una similitud del 98 al 100 %. Sin embar-
go, debido a la alta cercania genética entre especies

del genero Neopestalotiopsis se considerd necesario
incorporar otros marcadores moleculares para confir-
mar con mayor precision la identidad taxonémica de
las cepas.

Anélisis filogenético basado en la region ITS

El anélisis filogenético basado en las secuencias ITS1-
ITS4 agrupé a los 17 aislados de Neopestalotiopsis
dentro de un clado monofilético correspondiente a
N. rosae (Figura 3), junto con la secuencia de refe-




rencia MN385720.1, la solidez de esta relacién se
confirmé con los valores soporte bootstrap obtenidos
(77-92 %). Sin embargo, la formaciéon de subclados
bien definidos entre los aislados MOS1, E8, R_A1 y
R_C31, indica la existencia de variabilidad genética
intraespecifica, probablemente asociada a diferencias
en el origen geografico o a microevolucién dentro de
la poblacién local. Aunque todas las cepas pertene-
cen al mismo linaje, la divergencia observada en la
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region ITS sugiere la presencia de posibles halotipos
ITS dentro de N. rosae, lo que respalda la heteroge-
neidad genética detectada mediante los andlisis de
compatibilidad micelial y RAPD.

El analisis en IQ-TREE (modelo K2P+G4, 10,000 ré-
plicas bootstrap) mostré que las cepas estudiadas se
agrupan con N. rosae (MN385720.1), evidenciando
variabilidad genética intraespecifica.

Figura 3. Arbol filogenético inferido a partir de secuencias ITS1-1TS4 de Neopestalotiopsis spp. de fresa en Michoacan. El analisis en 1Q-

TREE (modelo K2P+G4, 10,000 réplicas bootstrap) mostré que las cepas estudiadas se agrupan con N. rosae (MN385720.1), evidenciando

variabilidad genética intraespecifica.




Ampilificacién RADP’s

La amplificaciéon de las 17 cepas se obtuvo con todos
los iniciadores evaluados, destacando las combinacio-
nes P23/P30y P31/P35 por generar la mayor cantidad
de fragmentos amplificados (Figura 4), en contraste
con el iniciador P2, que al emplearse de manera indi-
vidual produjo el menor nimero de fragmentos.

Los iniciadores evaluados mostraron una alta capaci-
dad para diferenciar las cepas analizadas, con porcen-
tajes de polimorfismo superiores al 90 % en la ma-
yoria de los casos (Tabla 2). Los marcadores 23, 30 y
2 presentaron el 100 % de fragmentos polimérficos,
evidenciando su alta eficiencia para discriminar geno-
tipos, mientras que el marcador 31 mostré el menor
nivel de polimorfismo (85.71 %). En conjunto, estos
resultados indican una elevada diversidad genética
en las poblaciones estudiadas y confirman la utilidad
de los iniciadores seleccionados para estudios de va-
riabilidad intraespecifica.

Los valores del Coeficiente de Informacién Polimor-
fica (PIC) se ubicaron entre 0.3052 y 0.3814, con un
promedio de 0.3551, mientras que el indice de diver-
sidad de Shannon fluctué entre 46.17 % y 55.99 %,
alcanzando una media de 52.37 % (Tabla 2). Con base
en estos resultados, los iniciadores P2 y P30 demos-
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traron ser los mas eficientes para detectar variabilidad
genética, en contraste con la combinaciéon P23/P30,
que presentd el menor poder de resolucién (Tabla 3).
El dendrograma (Figura 5), generado a partir de la
matriz de similitud de Dice, reveld la formacién de
cinco grupos principales. El grupo 1 estuvo integrado
por las cepas A1y D12; el grupo 2 por D43, B1, ES,
F4, C13, F18 y A11; el grupo 3 uUnicamente por la
cepa A17; el grupo 4 por B22, B25 y F26; y el grupo
5 por C9, C33, D3 y E30.

El dendrograma resultante indica la presencia de al
menos cinco variantes genéticas de Neopestalotiop-
sis spp. en la zona productora de fresa de Michoacan,
ya que algunas cepas presentan valores de similitud
superiores al 90 % e incluso del 100 %, lo que eviden-
cia cepas genéticamente idénticas. Sin embargo, el
numero real de variantes podria ser mayor, dado que
en ciertos grupos los valores de similitud son inferio-
res al 80 %.

El Andlisis de Coordenadas Principales (ACP) (Figura
6) respaldé la agrupacion observada en el dendrogra-
ma, mostrando nuevamente cinco grupos principales.
Aun asi, algunos subgrupos registraron similitudes
menores al 90 %, lo que sugiere la posible existencia
de una diversidad genética mas amplia dentro de las
cepas analizadas.

Figura 4. Perfil electroforético en geles de acrilamida obtenido con los iniciadores P31/P35 y ADN de diferentes cepas del hongo Neopes-

talotiopsis sp., aislado de muestras de fresa colectadas en el estado de Michoacan.
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Tabla 2. Nimero de fragmentos, fragmentos polimérficos y % de polimorfismo por iniciador (individuales y mezclados)

Marcador Numero Fragmentos % de polimorfismo
de fragmentos polimérficos

23 17 17 100.00
30 16 16 100.00

23/30 20 19 95.00
2 9 9 100.00
31 7 6 85.71

31/35 16 15 93.75

Tabla 3. Informacién sobre el PIC promedio por iniciador e indice de Shannon promedio por iniciador

Iniciador PIC indice de Shannon
23 0.3664 0.5447
30 0.3702 0.5467
23/30 0.3052 0.4617
2 0.3814 0.5599
31 0.3539 0.5076
3135 0.3538 0.5218
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Figura 5. Relaciones genéticas de 17 cepas de Neopestalotiopsis spp. recolectadas en distintas localidades del estado de Michoacan,
obtenidas mediante el coeficiente de Nei-Li a partir de los datos generados con cinco marcadores RAPD aplicados de manera individual y

combinada. Los cinco grupos formados se sefialan con los nimeros 1, 2, 3, 4y 5.

Figura 6. Anélisis de Coordenadas Principales (ACP) de los aislamientos de Neopestalotiopsis basado en los perfiles de amplificacion obte-

nidos.
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Compatibiliadad micelial

Del total de interacciones analizadas en las pruebas
de compatibilidad micelial, se observé que las cepas
pertenecientes al grupo A1 mostraron un comporta-
miento mayoritariamente compatible (Figura 7), es-
tableciendo uniones estables con la mayoria de las
cepas evaluadas. Sin embargo, se detecté incompati-
bilidad en su interaccion con las cepas A17 y E30, en
las cuales se evidencié una barrera de reconocimien-
to que impidié la fusiéon de hifas. Este patréon sugiere
que A1 podria constituir un grupo de compatibilidad
relativamente amplio, pero con ciertos limites frente
a cepas especificas.
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Por el contrario, el resto de las cepas (A11, F4, F18,
D12, A17, B22, C13, F25, B25, B1, E8, E30, D43, C9,
D3 y C33) presentaron interacciones incompatibles
en la mayoria de los enfrentamientos (Figura 8), ca-
racterizadas por zonas de inhibicién del crecimiento
o ausencia de anastomosis en el punto de contacto.
Estos resultados indican que la poblacién analizada
se encuentra conformada principalmente por cepas
que pertenecen a distintos grupos de compatibilidad
micelial (VCGs), lo cual refleja una marcada heteroge-
neidad genética.

Figura 7. Interacciones miceliales entre aislamientos de Neopestalotiopsis, evidenciando reacciones de compatibilidad entre cepas.
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Figura 8. Interacciones miceliales entre aislamientos de Neopestalotiopsis, evidenciando reacciones de incompatibilidad entre cepas.

DISCUSION

La variacion observada en las 17 cepas sugiere dife-
rentes estrategias de colonizacién en el campo: Las
cepas con indices de forma altos (0>3.7) y apéndices
apicales largos son morfolégicamente aptas para la
dispersion por salpicadura de lluvia. Los apéndices
largos actlan como paracaidas biolégicos que au-
mentan la resistencia al aire, permitiendo que la espo-
ra viaje mas lejos en las microgotas de agua antes de
depositarse en hojas sanas. Los conidios mas anchos
y robustos del grupo Mar, aunque tienen apéndices
mas cortos, poseen una mayor superficie de contacto
basal. Esto podria favoreces una adhesion mas firme
a la cuticula cerosa de la hoja de fresa. Ademas, un
mayor volumen citoplasmatico (ancho superior) se
asocia con una mayor reserva de nutrientes para la
formacién del tubo germinativo en condiciones de
baja humedad. Las cepas con apéndices largos (como
la cepa B1) suelen ser méas eficientes colonizando al
follaje, ya que los apéndices ayudan a anclarse entre
los tricomas de la hoja de fresa. Las cepas mas com-
pactas (como la cepas D12 o F18) podrian ser trans-
portadas més facilmente por el agua de riego hacia el
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cuellos de la planta, contribuyendo a la pudricién de
la corona, una de las més severas de la enfermedad
descrita por Baggio et al. (2021).

La emergencia de N. rosae como un patdégeno limi-
tante en el cultivo de fresa (Baggio et al. 2021) resalta
la necesidad de entender la diversidad morfolégica
de los aislamientos locales. Los resultados obtenidos
en este estudio muestran que las cepas de fresa pre-
sentan una estabilidad estructural que coincide con
los reportes de Ayoubi et al. (2016), reforzando la
identidad taxondémica de los brotes analizados.

El anélisis filogenético basado en las secuencias ITS1-
ITS4 agrupd las 17 cepas dentro de un clado monofi-
lético correspondiente a Neopestalotiopsis rosae,
junto con la secuencia de referencia MN385720.1,
con valores de soporte bootstrap robustos (77-92 %).
Sin embargo, la presencia de subclados bien defini-
dos entre aislados MOS1, E8, R_A1 y R_C31 eviden-
cia una variabilidad genética intraespecifica, proba-
blemente relacionada con diferencias geogréficas o
procesos de microevolucion local. Este tipo de varia-
cién es consistente con lo reportado en otros hongos
fitopatégenos, donde la region ITS se ha utilizado con
éxito para diferenciar especies estrechamente rela-




cionadas y detectar linajes divergentes. Dicha regién,
ha sido empleada en estudios taxonémicos vy filoge-
néticos, permite ademas inferir relaciones intraespe-
cificas y patrones de diversidad genética asociados a
la patogenicidad o adaptacion ecolégica (Merseguel
et al. 2015, Nilsson et al. 2008, Rampersad 2014).

El uso de marcadores RAPD permitié obtener ampli-
ficaciones consistentes en las 17 cepas de Neopes-
talotiopsis spp. estudiadas. El hecho de que todos
los iniciadores generaran productos de amplificacion
confirma que la técnica fue adecuada para este grupo
de hongos. Resultados similares se han descrito para
hongos fitopatégenos, como Fusarium oxysporum,
Lasiodiplodia theobromae, F. solani. En estos estu-
dios, el uso de 15 iniciadores permitié detectar altos
niveles de polimorfismo, alcanzando hasta un 83 % en
el caso de F. oxysporum (Kumari et al. 2014). Asi mis-
mo, Khan et al. (2025) evaluaron la diversidad gené-
tica de Curvularia lunata mediante el uso combinado
de marcadores ISSR, URP y RAPD. Todos los sistemas
mostraron un 100 % de polimorfismo, sin embargo,
los marcadores RAPD generaron el mayor niumero de
bandas (66) y presentaron el valor méas alto de con-
tenido de informacion polimérfica (PIC = 0.89). Los
marcadores moleculares basados en la técnica de
PCR como lo es RAPD son cominmente usados para
los estudios de diversidad genética fingica y sigue
siendo una alternativa viable para el estudio de diver-
sos patégenos frente a MPS en estudios con recursos
limitados (Oliveira y Azevedo 2022)

Los valores de PIC obtenidos (0.3052-0.3814; media
= 0.3551) reflejan un nivel moderado de polimorfis-
mo, lo que sugiere que los marcadores RAPD apli-
cados fueron adecuados para distinguir la variacién
genética entre las cepas. Resultados similares fueron
reportados por Zafar et al. (2025) en su estudio con
Botryodiplodia theobromae, Fusarium solaniy F. oxys-
porum, reportaron que los valores de PIC alcanzaron
hasta 0.416, lo que demuestra la utilidad de los mar-
cadores RAPD para evaluar la diversidad genética en
hongos patégenos. Por otro lado, Patel et al. (2018)
registraron un valor promedio de PIC de 0.705 (2018),
en Colletotrichum falcatum, al combinar marcadores
RAPD e ISSR, lo que evidencia que el uso conjunto
de diferentes tipos de marcadores puede aumentar
la resolucion en los estudios de variabilidad genética.
Las diferencias entre ambos estudios pueden expli-
carse por el tipo de marcador empleado, la cantidad
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de loci amplificados o las particularidades biolégicas
de cada organismo. Ademas, procesos como la re-
combinacién sexual y las mutaciones espontaneas
contribuyen a generar una mayor diversidad genoti-
pica en las poblaciones fungicas.

El indice de diversidad de Shannon obtenido en este
estudio (46.17-55.99 %, media = 52.37 %) refleja
un nivel moderado de diversidad genética entre las
cepas de Neopestalotiopsis. Este resultado sugiere
que, si bien existe una variabilidad apreciable dentro
de la poblacién analizada, la estructura genética po-
dria estar condicionada por un origen comin o por
una dispersién limitada entre los sitios de muestreo.
Por, ejemplo, en el caso de Histoplasma capsulatum,
Sahaza et al. (2019) aplicaron anélisis RAPD-PCR para
estudiar la estructura poblacional y encontraron que
el indice de Shannon fue un indicador clave para de-
tectar diferencias genéticas relacionadas con el origen
geogréfico de las cepas. Sus resultados demostraron
que este parametro es Util para revelar patrones de
diversidad y estructuraciéon genética en hongos paté-
genos, respaldando su uso en estudios similares.

De manera comparable, Wang et al. (2025) repor-
taron valores de diversidad genética relativamente
bajos en poblaciones de Thuja koraiensis, donde el
indice de Shannon varié entre 0.0462 y 0.2614, con
una media de 0.1687. Dichos autores observaron que
la diversidad genética entre poblaciones era ligera-
mente superior a la registrada dentro de ellas, lo que
sugiere un flujo génico restringido y cierta diferencia-
cion geogréfica. En el caso de Neopestalotiopsis, la
tendencia a una diversidad moderada podria indicar
un patrén similar, en el que las poblaciones mantie-
nen cierta conectividad genética, pero con un grado
de aislamiento suficiente para generar variacién entre
las cepas de diferentes procedencias.

En el mismo sentido, los resultados de compatibili-
dad micelial evidenciaron una alta heterogeneidad
dentro de la poblaciéon de Neopestalotiopsis spp.,
lo que indica la existencia de varios grupos de com-
patibilidad vegetativa. Este tipo de agrupacién sue-
le estar relacionado con diferencias genéticas entre
los individuos, ya que los MCG reflejan la estructura
poblacional. En estudios con Sclerotinia sclerotiorum,
por ejemplo, se ha demostrado una estrecha relacién
entre los MCG vy los linajes multilocus, donde gran
parte de la variacion genética se explicéd por las dife-
rencias entre los grupos de compatibilidad (Silva et al.




2021). En otro estudio realizado por Cota-Barreras et
al. (2022) en poblaciones de Macrophomina phaseo-
lina aisladas de garbanzo en México pudieron identi-
ficar seis grupos de compatibilidad micelial, a pesar
de que todos los aislados correspondieron a la mis-
ma especie segln analisis moleculares. Este resulta-
do evidencia que, aiin dentro de una misma especie,
pueden existir diferencias genéticas reflejadas en los
patrones de compatibilidad micelial. Por lo tanto, la
variabilidad observada entre los aislados de Neopes-
talotiopsis spp. podria interpretarse como un indica-
dor de diversidad genética intrapoblacional, lo que
respalda la utilidad de las pruebas de compatibilidad
como herramienta para inferir la estructura genética
de las poblaciones flngicas.

Los resultados de este estudio demuestran que las
poblaciones de Neopestalotiopsis spp. presentan una
diversidad genética moderada, sustentada tanto por
los marcadores moleculares como por los patrones de
compatibilidad micelial. Estos hallazgos aportan una
base sélida para comprender la dindmica poblacional
del patégeno y pueden contribuir al disefio de estra-
tegias de manejo maés efectivas, asi como a futuras
investigaciones sobre su evolucién y adaptacién en
diferentes hospedantes.

CONCLUSIONES

Las mediciones morfométricas mostraron diferencias
en el tamafo y proporcién de las conidias, lo que re-
fleja variacion morfolégica entre las cepas.

Los anélisis con ITS, marcadores RAPD y las pruebas
de compatibilidad micelial revelaron una diversidad
genética moderada, indicando que las poblaciones
no son completamente uniformes. Esta variabilidad
podria estar relacionada con la reproducciéon asexual
del hongo y con mutaciones ocasionales que generan
nuevos genotipos.

En conjunto, los resultados ofrecen una primera apro-
ximacion a la caracterizacion morfoldgica y genética
de Neopestalotiopsis spp., y proporcionan una base
solida para futuros estudios que profundicen en su
delimitacién taxonémica y su papel en la patogeni-
cidad.
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