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Identificacién de Mycena citricolor en hospedantes alternos en la Sierra Norte de

Puebla, México

Resumen

Los objetivos planteados en el presente trabajo fueron: Identificar la presencia de M.
citricolor en una especie vegetal cultivada y otra silvestre de la Sierra Norte del estado
de Puebla, por la utilizacién de claves taxondmicas y el uso de técnicas de biologia
molecular, para aportar informacidén sobre hospedantes alternos que pudieran influir en
el proceso de diseminacién de la enfermedad y proponer estrategias de manejo con base
a los conocimientos agrondmicos Yy fitosanitarios por revision de literatura, con la finalidad
de dar un enfoque holistico al problema. Se hicieron tres colectas durante el periodo
primavera-verano del afio 2016 en la Sierra Norte del estado de Puebla, con la finalidad
de colectar hojas de café, gardenia y un arbol silvestre.

De los sintomas colectados se realizaron aislamientos para obtener cepas del hongo de
interés, de estos se escogieron las cepas representativas y se mandaron a secuenciar
para realizar la identificacion molecular, asimismo se realizé una identificacion
morfologica del hongo para corroborar la especie. Se realizaron pruebas de
patogenicidad para corroborar el agente causal.

Se obtuvieron 15 aislamientos, dos de los cuales dos corresponden a café, los demas a
gardenia. Morfolégicamente los aislamientos obtenidos corresponden a M. citricolor.
Molecularmente los aislamientos de café y gardenia coinciden, por lo que gardenia es un
hospedante alterno de M. citricolor, obteniendo asi las primeras secuencias de esta
especie. El hongo aislado de sintomas de café y gardenia resultd patogénico en plantas

de café y gardenia.
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1. INTRODUCCION

Para el afilo 2015 la produccién mundial de los paises exportadores de café fue de 144 752
miles de quintales (ICO, 2016Db).

La cafeticultura es una actividad de gran importancia econémica, social, cultural y ambiental
en México. Entre los beneficios mas relevantes del cafeto estan la generacion de divisas y
empleos, el desarrollo de diversas zonas productoras distribuidas en la region centro sur de

México, y los servicios ambientales asociados al cultivo que es bajo sombra

(ZamarripaColmenero y Escamilla-Prado, 2002).

En México el cultivo de café se ubica en sexto lugar en cuanto a superficie sembrada, segun
datos del 2014, con 737,376.45 ha. Aunqgue el cafeto se cultiva en quince estados de México,
el 91.4% de la produccién nacional se obtiene solo de cuatro entidades: Chiapas, Veracruz,
Puebla y Oaxaca (SIAP, 2016).

En México, y a nivel internacional, Coffea arabica y Coffea canephora son las de mayor
importancia. C. arabica es la de mayor importancia en extension cultivada, aporta el 99% de la
produccion y, C. canephora se produce principalmente en regiones de clima calido como
Chiapas, Oaxaca y Veracruz (Escamilla, 1993).

En México la produccion de café arabigo se obtiene de las variedades comerciales: Bourbon,
Catuai, Caturra Rojo, Garnica, Maragogipe, Mundo Novo, Pluma Hidalgo y Tipica (Zamarripa
et al., 2002).

La produccion de café se ve afectada en gran medida por las enfermedades, puesto que
constituyen uno de los factores que reducen la produccion cafetalera y su intensidad esta en
funcidn de las condiciones ecoldgicas en que se localizan las plantaciones. Los patdgenos mas
importantes por su frecuencia y abundancia son los hongos y neméatodos (Regalado y
Villanueva, 1990).



Algunas enfermedades causadas por hongos presentes en el cultivo del cafeto son: ojo de
gallo (Mycena citricolor), requemo (Phoma costarricensis), mal de hilachas (Corticium
koleroga), mal rosado (Corticium salmonicolor), nematodos (Meloidogyne spp.), mancha de
hierro (Cercospora coffeicola), antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), roya del cafeto
(Hemileia vastatrix) y otros (Kranz et al., 1977).

El ojo de gallo del cafeto fue descubierto en Colombia por Michelsen en 1980 (Ernst, 1880;
citado por Wang y Avelino, 1999). Luego de estos primeros informes, la enfermedad fue

encontrada en todas las areas cafetaleras del Continente Americano (Wang y Avelino, 1999).

Toda planta de café severamente atacada por el ojo de gallo, sufre trastornos fisiolégicos de
suma consideracion. En varios paises de Centro América se han estimado pérdidas entre 20%
y 30% (Waller et al., 2007).

En México el ojo de gallo se considera una enfermedad de importancia econdémica. Desde
febrero de 2014, se encuentra bajo monitoreo dentro del Programa de Vigilancia
Epidemioldgica Fitosanitaria en los estados de Chiapas, Veracruz y Puebla, a través de la
implementacion de parcelas fijas y méviles para la deteccion oportuna de sintomas o dafios
(SENASICA, 2014). Este patdégeno posee un amplio rango de hospedantes, sin embargo, se
considera que el cafeto es la Unica especie de importancia comercial (Wang y Avelino, 1999).

En la zona cafetalera de la Sierra Norte de Puebla hay un desconocimiento de las especies
vegetales, ya sea cultivadas o silvestres, que pudieran ser hospedantes de M. citricolor. La
importancia del conocimiento de los hospederos reside en que se pueden aplicar estrategias
de control dirigidas a estos de tal manera que se evite la diseminacién hacia la especie de

interés econdmico.

Observaciones de campo indican que el hongo M. citricolor esta ampliamente distribuido en
las zonas cafetaleras de la zona norte de Puebla. Los sintomas caracteristicos de esta
enfermedad en café también se han encontrado en dos especies vegetales, una cultivada y
otra silvestre, en los municipios de Tenango de las Flores y Tlaxcalantongo, pertenecientes al
estado de Puebla respectivamente. Estudios preliminares de laboratorio han permitido obtener

el crecimiento de un hongo en estas dos especies mencionadas anteriormente mediante el

3



procedimiento de camara humeda, muy similares a Mycena en café. Es importante profundizar
en la identificacion morfolégica y molecular del crecimiento obtenido para verificar si es el
mismo hongo que ataca al cultivo del café ya que no existe registro de estudios de hospedantes

alternos en esta y otras regiones de México.

2. HIPOTESIS

Los sintomas presentados en las especies a trabajar son causados por la especie Mycena
citricolor, agente causal del ojo de gallo en café, por lo que estas especies son hospedantes

alternos.

3. OBJETIVO

Identificar la presencia de Mycena citricolor en cafeto, gardenia y otra planta silvestre de la
Sierra Norte del estado de Puebla, por la utilizacion de claves taxonémicas y el uso de técnicas
de biologia molecular, para aportar informacién sobre hospedantes alternos que pudieran influir

en el proceso de diseminacién de la enfermedad causada por esta especie.

4. ANTECEDENTES
4.1. Clasificacién taxonémica de la planta de café
Reino:  Plantae
Divisiébn:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden:Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea L.

Especie: Coffea arabica L.

(USDA/NCRS, 2015a)



4.2. Clasificacion taxonomia de la planta de gardenia
Reino:  Plantae
Divisiébn:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género:  Gardenia Ellis
Especie: Gardenia jasminoides Ellis
(USDA/NCRS, 2015b)

4.3. Importancia del cultivo del café.
4.3.1. Mundial

El grano del cultivo de cafeto es usado para preparar bebidas y es un producto de exportacion
importante en muchos paises de Africa, América Latina y Asia. Ademas de que proporciona un

medio de vida para mas de 120 millones de personas en todo el mundo (Osorio, 2002).

La especie Coffea arabica L., aporta aproximadamente el 63% de la producciéon mundial total
de grano de café, el resto de la produccién es por Coffea. canephora Pierre ex Froehner (sin.
C. robusta) (Gichuru et al., 2008).

El cultivo, procesamiento, comercio, transporte y comercializacion del café proporciona empleo
a millones de personas en todo el mundo. El café tiene una importancia crucial para la
economia y la politica de muchos paises en desarrollo. Para muchos de los paises menos
adelantados del mundo, las exportaciones de café representan una parte sustancial de sus

ingresos en divisas, en algunos casos mas del 80%. El café es un producto basico que se
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comercia en los principales mercados de materias primas y de futuros, muy en especial en
Londres y en Nueva York (ICO, 2016a).

La ICO (2016b) reporta que para el afio 2015 la producciéon mundial de los paises exportadores
de café fue de 14 475 200 toneladas métricas creciendo esta cifra en 1.6% en relacion con el
afo 2014.

Cabe mencionar que los ultimos datos generados por la FAOSTAT (2016), indican que el café
verde ocupa el cuarto lugar de importancia, a nivel de valor, respecto a los principales
productos importados en el 2013, con 7 991 578.00 miles de ddlares, siendo la Unién Europea
a quien se le atribuye este valor en la importacion de este producto. Asimismo, en el afio 2013,
en valor de produccion, el café verde ocupd el lugar nimero 50 en cuanto al rubro de

produccién de productos alimentarios y agricolas a nivel mundial.

4.3.2. México

El cafeto llego a México a finales del siglo XVIII, se expandio y desarrollé durante el siglo XIX
como cultivo de plantacién. La cafeticultura es una actividad de gran importancia econémica,
social, cultural y ambiental en México. Entre los beneficios mas relevantes del cafeto estan la
generacion de divisas y empleos, el desarrollo de diversas zonas productoras distribuidas en
la regidn centro sur de México, y los servicios ambientales asociados al cultivo que es bajo

sombra (Zamarripa-Colmenaro y Escamilla-Prado, 2002)

A nivel mundial México se posiciona en el quinto lugar en cuanto a produccién, esto segun
datos de la FAOSTAT (2016), con un promedio de 295790.5238 t anuales desde el afio 1993
hasta el 2014, siendo superado en orden ascendente por Indonesia, Colombia, Vietham y
Brasil (Ver grafica 1). Tomando en cuenta la cantidad, este producto se ubica en el lugar
namero 30 de los principales alimentos exportados de México al mundo, pero en el lugar
namero 13 en cuanto al valor generado de las exportaciones con 466 247 miles de délares en
el afio 2013.

Los ultimos datos del SIAP (2016) muestran que en México durante el afio 2014 se sembraron
737,376.45 ha de café, ubicandose como el sexto cultivo con mayor superficie cultivada y



generando un valor total de produccion de 5, 593,948.47 de pesos, y que representa el 1.34%

del total del valor de la produccion agricola nacional.

toneladas

2M
1M
Brasil Viet Nam Colombia Indonesia México

M Café, verde

M = Millon, k = mil

Figura 1. Produccion de los 5 principales paises productores de café verde. Promedio
1993 — 2014.

4.4, Enfermedades en el cultivo de café

La produccion de café se ve afectada en gran medida por las enfermedades, puesto que
constituyen uno de los factores que reducen la produccion cafetalera y su intensidad esta en
funcion de las condiciones ecoldgicas en que se localizan las plantaciones. Los patégenos mas
importantes por su frecuencia y abundancia son los hongos y nematodos (Regalado y
Villanueva, 1990).

Algunas enfermedades causadas por hongos presentes en el cultivo del cafeto son: ojo de
gallo (Mycena citricolor), requemo (Phoma costarricensis), mal de hilachas (Corticium
koleroga), mal rosado (Corticium salmonicolor), neméatodos (Meloidogyne spp.), mancha de
hierro (Cercospora coffeicola), antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), roya del cafeto

(Hemileia vastatrix) y otros (Kranz et al., 1977).

En México se preve, segun un estudio hecho por Granados et al. (2014) sobre la variacién
climatica, que las condiciones humedas escenificadas a futuro propiciaran la aparicion de

plagas, hongos y enfermedades en las regiones cafetaleras del golfo de México.

El ojo de gallo del cafeto fue descubierto en Colombia por Michelsen en 1880 (Ernst, 1880;
citado por Wang y Avelino, 1999). Luego de estos primeros informes, la enfermedad fue
encontrada en todas las areas cafetaleras del Continente Americano (Wang y Avelino, 1999).
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Toda planta de café severamente atacada por el ojo de gallo, sufre trastornos fisiolégicos de
suma consideracion. En varios paises de Centro América se han estimado pérdidas entre 20
y 30% (Waller et al., 2007).

En México el ojo de gallo se considera una enfermedad de importancia econdémica. Desde
febrero de 2014, se encuentra bajo monitoreo dentro del Programa de Vigilancia
Epidemiolégica Fitosanitaria en los estados de Chiapas, Veracruz y Puebla, a través de la
implementacion de parcelas fijas y méviles para la deteccion oportuna de sintomas o dafios
(SENASICA, 2014). Este patdégeno posee un amplio rango de hospedantes, sin embargo, se

considera que el cafeto es la Unica especie de importancia comercial (Wang y Avelino, 1999).

4.5, Mycena citricolor (Berk. & M.A. Curtis) Sacc.

El género Mycena se caracteriza porque las especies son pequefias a medianas, a veces
fragiles, principalmente con el pileo o capa en forma de campana a conica. En especies jovenes
el margen del pileo se encuentra usualmente presionado contra el tallo que es muy delgado y
fragil (McKnight y McKnight, 1987).

Alexander Smith’s (1947) citado por Miller (1984) sobre las especies de Mycena en Norte
América, incluye mas de 230 especies, y no hay duda de que pueden encontrarse mas
especies en este continente. Las especies de Mycena crecen de manera individual o en masas

espesas sobre la madera o en grupos sobre aciculas, hojas, y humus (Miller, 1984).

Algunos representantes de este género sobresalen por ser atractivos, tal es el caso de M. pura
gque como menciona Miller (1984), los atractivos y variables colores de este pequefio hongo

son muy distintivos.

M. citricolor atrae la atencion en primer lugar por el hecho de que, bajo condiciones climaticas
muy himedas, éste causa una seria enfermedad en las hojas de la planta de café (Buller,
1934).

4.5.1. Nombre comun

Segun CABI (2016) los nombres comunes son los siguientes:



1. Inglés americano: coffee leaf disease, American coffee leaf spot, cock's eye spot, eye
spot coffee, iron spot of coffee, leaf spot coffee.

2. Esparfiol: mancha americana de la hoja del cafeto, mancha americana del cafeto, ojo
de gallo, ojo de gallo del cafeto.

3. Franceés: feuilles noires du cafeier, maladie americaine du cafeier, maladie des feuilles
noires du cafeier, stilbose du caféier, taches foliaires ameéricaines.

4. Aleméan: Amerikanische Kaffee Blattkrankheiten, Schwarzblaettrigkeit Kaffee 5. Cédigo
EPPO: MYCECI (Mycena citricolor)

4.5.2. Taxonomia

En el pasado, el estado asexual desarrollado de la especie fue clasificado en el género Stilbum
o Stilbella. Sin embargo, estos nombres no eran adecuados, porque Stilbum spp. son hongos
sexuales con basidios pertenecientes a los Agaricostibales (Basidiomycota) y Stilbella spp. son
estados asexuales de los Hypocreales (Ascomycota) (Piepenbring, 2015). De acuerdo al
MYCOBANK (2016), la taxonomia de la especie es la siguiente:
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota,
Subphylum:  Agaricomycotina,
Clase: Agaricomycetes,
Subclase: Agaricomycetidae,
Orden: Agaricales,
Familia: Mycenaceae,
Género: Mycena.
Especie: Mycena citricolor

4.5.3. Sinonimia

La sinonimia es: Agaricus citricolor Berk. & M. A. Curtis 1868, Decapitatus flavidus (Cooke)
Redhead & Seifert, Pistillaria flavida (Cooke) Speg. 1896, Stilbum flavidum Cooke 1880,
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Stilbella flavidum (Cooke) Henn. 1904, Sphaerostilbe flavida Massee 1909, Omphalopsis
citricolor (Berk. & M. A. Curtis) Murril 1916, Mycena tricolor Velen. 1920, Omphalia flavida
(Maublanc & Rangel) Singer 1951 (Farr and Rossman., 2016).

4.5.4. Distribucion geogréfica.

En 1915 Fawcett reporta que la enfermedad, desde esta época, estaba bastante distribuida en

la regidn cafetalera de América, habiendo sido reportado en México, Las Antillas y Brasil.

La presencia de M. citricolor se ha detectado, segun la EPPO (2016b), en paises del continente

americano, los cuales se observan en la Figura 2.

Mycena citricolor (MYCECI) 2014-09-14

(c) EPPO http:/iwww.eppo.int

Figura 2. Distribucion geografica de Mycena citricolor.

En México segun la (NIMF) no.8, Determinacion de la situacion de una plaga en un area;
Mycena citricolor (Berkeley & Curtis) Sacc., se considera presente en el territorio nacional en
areas sembradas con cultivos hospedantes (CIPF, 2011; citado por SENASICA, 2014)

4.5.5. Hospedantes alternos.

Buller (1934) menciona que Mycena citricolor (Mencionado por él como Omphalia flavida,
especie actualmente clasificada como un sinébnimo de M. citricolor) es un ejemplo de un
parasito no especializado; por lo que, en adicion del café, su principal hospedante, ataca

plantas que pertenecen a las mas diversas plantas con flores y también varios helechos.
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M. citricolor presenta un amplio rango de plantas hospedantes (500 especies), entre las cuales
se destacan el nispero (Eriobotrya japonica), el cacao (Theobroma cacao) y el café (Coffea
arabica) (CENICAFE, 2011).

En un gran namero de plantas se producen escasas estructuras asexuales 0 ninguna en
absoluto y la identificacién del hongo puede ser hecho Unicamente en laboratorio. Esto ha
llevado a una confusion en la literatura ya que un namero de hospedantes han sido reportados
aparentemente simplemente por la presencia de lesiones parecidas a las formadas por este
hongo y de tal tipo de observaciones no puede depender el diagnostico (Sequeira, 1958), de
esta manera, este autor reportaba en ese tiempo al menos 150 especies pertenecientes a 45

familias que pueden ser atacadas por M. citricolor.

4.5.6. Importancia econdmica.

Toda planta de café severamente atacada por el ojo de gallo sufre trastornos fisiolégicos ya
que restablecimiento del follaje, en donde tienen lugar las funciones de respiracion y
transpiracion, les resta actividades a las funciones reproductoras y, por consiguiente, las
cosechas subsiguientes, aun en caso de cambiar las condiciones desfavorables, no seran las

ideales, mientras dure su completa reposicion (Castafio, 1951; citado por CENICAFE, 2011).

M. citricolor puede causar defoliaciones severas en algunas localidades, produciendo pérdidas
considerables en la produccién. En varios paises de Centroamérica, en plantaciones de café
expuestas a altas condiciones de humedad y sembradas bajo sombrio, se han estimado
pérdidas entre 20 y 30% (Waller, 2007).

4.5.7. Sintomas.

La enfermedad se caracteriza por la formacion de pequefias manchas (6-10 mm de diametro)
en las hojas (Wang y Avelino, 1999), aunque muchas de las mas viejas pueden llegar a tener
de 12 a 13 mm (Buller, 1934). Estas manchas, por lo general, son circulares, pero a veces
pueden ser ovaladas debido a la delimitacion con las nervaduras, o algo irregulares cuando
dos a mas manchas se fusionan (Wang y Avelino, 1999), produciendo manchas de
considerable tamafio. Las hojas severamente afectadas tienen de 30 a 40 o ain mas manchas,

asi que una larga proporcion del tejido de la hoja se destruye (Buller, 1934). Las lesiones
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jovenes son café oscuras y las viejas de color café claro. En condiciones climéaticas muy
hamedas se producen, sobre la superficie de las manchas, cabecitas o gemas, que una vez
maduras, se desprenden por la accion de las gotas de lluvia que las transportan a hojas
adyacentes (Wang y Avelino, 1999), este es el estado asexual del hongo; de 20 a 50 son
producidas en cada hoja, el nimero mas grande observado fue de 70 en una mancha de 7 mm
de diametro (Buller, 1934). Sobre las manchas, principalmente en periodos lluviosos y en las
horas de la mafiana, se observan pequefias estructuras fungosas, de color amarillo, que
corresponden a los coremios o sinemas del estado imperfecto del agente causal de esta
enfermedad. Estas estructuras reproductivas son muy abundantes (Figura 3), ya que en una

sola mancha se pueden producir hasta 100 coremios (CENICAFE, 2011).

Relacionado al término correcto para nombrar a las estructuras asexuales de M. citricolor,
algunos las nombran coremios, los cuales técnicamente son sinemas, sin embargo, los
sinemas son un conjunto de conidiéforos adheridos que producen conidios con fines
reproductivos asexuales, pero el tallo asexual de M. citricolor no produce conidiéforos ni
conidios, por lo que no es actualmente totalmente correcto con la nueva reclasificacion,
[lamar coremios o sinemas a la estructura asexual que se constituye por un tallo y una
‘cabeza” llamada comunmente gema. Al respecto, Piepenbring (2015) indica que esta
pequefa cabeza es una didspora, término que significa propagulo de dispersién asexual
(Ulloa y Hanlin, 2006), por lo que tampoco, actualmente, es correcto llamarla gema en
base a que es un propagulo de dispersion asexual (Ulloa y Hanlin, 2006) que no produce
conidios y solo produce en la periferia hifas infectivas (Buller, 1934).

a0

Figura 3. Estructuras asexuales en manchas causadas por M. citricolor.
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Conforme las manchas foliares se hacen mayores, el crecimiento de éstas tiende a detenerse
por alguna razén, con la llegada de la estacion seca, los tejidos enfermos de las hojas causados
por M. citricolor se despenden, dejando numerosos circulos abiertos en la hoja. Las cerezas
también son atacadas, una ligera decoloracién del grano es frecuentemente causada (Buller,
1934).

4.5.8. Morfologia

Las hifas de M. citricolor son las tipicas de un hongo basidiomiceto cuyas células son
generalmente binucleadas y presentan fibulas (Sequeira, 1952; citado por Wang y Avelino,
1999), asi también Buller (1934) reporta que las hifas individales del micelio son septadas y
provistas de “clamp-connexions”. El hongo produce dos tipos de cuerpos fructiferos: el
basidiocarpo (sexual), que es dificil de hallar en el campo y los propagulos (tallo y propagulo
asexual), que tienen forma de alfiler y es facil encontrarlos en la estacion lluviosa (Gaitan et
al., 2015).

La estructura asexual, que Buller (1934) llama “stilbum-body” es una estructura diminuta en
forma de alfiler consistente en un delgado tallo cilindrico coronado por una cabeza que, cuando
se desarrolla completamente, se puede desprender faciimente. La “stilbum-body” es en
realidad un gemifero (propagulo de dispersion asexual). Este gemifero consiste en dos partes:

1) el tallo que puede llamarse pedicelo, y 2) la cabeza que es en realidad una gema

(propagulo).

El tallo, que se estrecha gradualmente de abajo hacia arriba, es de alrededor de 2.0 mm en
largo, de 0.12 mm de diametro en su base, y alrededor de 0.05 mm en diametro justo debajo
de la cabeza, mientras que la cabeza tiene un promedio de aproximadamente 0.36 mm

variando hasta 0.4 mm.

La cabeza es un esferoide achatado con una apdfisis (parte saliente que permite la insercion
de alguna estructura) de menor dimetro por debajo. Su superficie esta ligeramente deprimida
en el centro. La apdfisis encierra y abraza el tallo cerca de 0.1 mm de su extremo final. La
cabeza es resistente y coridcea, asi que, cuando se deshidrata no se aprecia deformidad. Con
moderado aumento se puede observar que la principal parte esferoidal achatada de la cabeza,

pero no la apdfisis, esta cubierta periféricamente con un largo nimero de hifas filamentosas.
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Son estos filamentos los que sirven para infectar una nueva hoja hospedante cuando la cabeza

cae sobre ellay el clima es suficientemente himedo (Buller, 1934).

El tallo, cuando es muy joven es bastante recto y perpendicular al substrato, pero, a medida
gue crece en longitud, usualmente se hace mas o menos doblado o curvado (Figura 4, A-C).
En la madurez, cuando tiene alrededor de 2 mm de largo, es mas grueso en su base,
ligeramente atenuada de su base hasta la apofisis y entonces, dentro de la apdfisis,
distintivamente contraida y siempre mas o menos sigmoidalmente doblada (Figura 4, D-E). La
pocién terminal del sigmoide del tallo esta oculta de la vista externa dentro de la cabeza, pero
puede ser observada facilmente después de que la cabeza haya sido removida de esta (Figura
4-F) (Buller, 1934).

Figura 4. Fases de desarrollo de M. citricolor (Buller, 1934), con terminologia actualizada. (A)
Estado muy joven del tallo y propagulo apical. (B-D) El tallo continta creciendo y el propagulo
apical se ensancha y el apice del propagalo se mantiene plano. (E) El tallo y propagulo ha
crecido completamente. (F) El propagulo maduro se desprende del tallo y el viento lo arrastra
como indica la fecha. (G) Envés de propagulo maduro. (H) Propagulo que se ha colocado sobre
una hoja infectdndola por medio de sus hifas periféricas infectivas.

La cabeza consiste de una masa central de células parenquimatosas relativamente largas,
rodeada arriba y en los lados por una capa delgada de células mas pequefas y mas aplanadas
a partir del cual irradian alrededor una serie de delgadas hifas ramificadas septadas que, a los

lados de la cabeza terminan en largas células en forma de pera, y en la cima de la cabeza,
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terminan en mas células delgadas claviformes (Figura 5, C-(g-m)). Un cierto nimero de células
hinchadas en la cabeza dan lugar cada uno a una Unica hifa aérea que es usualmente simple,

pero puede llegar a ser ramificado (Buller, 1934).

Figura 5. Propagulo de Mycena citricolor (Buller, 1934). A. Grupo de cuatro estructuras
asexuales (tallo y propagulo) maduras sobre la superficie de una mancha de Nerium
Oleander. B. Seccion mediana longitudinal de una estructura asexual (tallo y propagulo
apical) individual adjunta a una hoja de Oleander. C. Acercamiento a la seccion longitudinal
de la parte apical del tallo y del propagulo (gema). (a) pedicelo, (b-c) curvatura del pedicelo,
(e) espacio de aire entre la apofisis y la ultima parte del tallo, (f) apdfisis de la gema,(g)
células fimbriadas que forman la capa de la apofisis, (h) cuspide de la gema algo
deprimida, (i) células claviformes separadas por una matriz gelatinosa, (j-k) células
claviformes, algunas de ellas produciendo hifas (I), (m) células parenquimatosas
incrustadas en una matriz gelatinosa y formando el nacleo de la pulpa, (n) hifas delgadas
septadas y ramificadas formando la corteza de la pulpa de la gema. D. Seccion transversal
del tallo rodeado por la base del propagulo (gema). E. Superficie vista desde la parte
superior del propagulo (gema).
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La apdfisis o parte baja de la cabeza esta formada de hifas que surgen del nucleo de la parte
esferoidal achatada de la cabeza. Estas hifas se extienden hacia arriba y hacia abajo, asi que
al principio evitan la contraccion de la parte superficial del tallo, y después hacia el interior y
hacia abajo para que finalmente muchos de ellos vengan a descansar contra el tallo (Figura 5,
C-(f-g)), con el resultado de que se forma un espacio de aire anular entre la parte superior del

tallo y la apdfisis (Figura 5, C-e) (Buller, 1934).

La enfermedad se propaga a partir de estas estructuras reproductivas del hongo, que pueden
dispersarse principalmente por accién del agua y el viento. Su formacion depende de la
presencia de luz, con la maxima produccién de cabecitas y pigmento amarillo de las mismas,
cuando el hongo se expone a longitudes de onda de 310- 400 nm (CENICAFE, 2011).

Asimismo, hay reportes de que las estructuras son fosforescentes en la noche, resultando en

gue la enfermedad se llame candelilla en algunos lugares (Gaitan et al., 2015).
4.5.9. Epidemiologia.

Generalmente se considera que el 0jo de gallo es una enfermedad importante en plantaciones
viejas, que jamas han sido podadas, o en plantaciones establecidas bajo sombra excesiva. En
ciertas zonas ecoldgicas, sin embargo, principalmente donde hay una fuerte precipitacion y
pocas horas de sol, la enfermedad puede desarrollarse sin la presencia de sombra (Wang y
Avelino, 1999).

Avelino (1995), citado por Wang y Avelino (1999) menciona que cuando el combate quimico
esta establecido, la epidemia se adelanta y por lo tanto el control tiene que empezar antes.
Asimismo, indica que la cantidad de in6culo residual o indculo primario es muy importante para

el desarrollo posterior de la epidemia.

Conforme el pedicelo va creciendo en longitud por el crecimiento intercalar justo debajo de la
gema. Su inferior o mitad basal usualmente llega a ser curvada. Una causa de la general
curvatura del estipite es la mutual repulsion de los gemiferos. Cuando un gemifero esta
creciendo solo y su pedicelo esta curvado, puede ser que la curvatura sea debido al micelio en
el substrato que de alguna manera repele gemifero mas de un lado que de otro. Después de
gue la abscision de la gema ha sido efectuada, la unidn de la gema (propagulo) al pedicelo es

mantenido simplemente por la apdfisis.
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Hasta que la abscisién de la gema ha tomado lugar, la apéfisis abrocha con firmeza el pedicelo,
y es esta firme unidén la que hace que la abscision de la gema de la parte superior del pedicelo
sea mecanicamente posible. Después de que la abscision ha tenido lugar, la union de la
apofisis al pedicelo se debilita, y entonces la gema puede facilmente ser arrancada del

pedunculo por el viento.

Cuando la gema cae sobre una hoja, usualmente se fija sobre su superficie superior
ligeramente céncava y se llega a unir facilmente con la hoja, presumiblemente por medio del
mucilago en que las células claviformes empalizadas, que forman la capa exterior de células

de la gema, son incrustadas.

La preparacion para la geminacion de la gema (propagulo) se hace antes de que la gema
(propagulo) sea arrancada de su pedicelo; asi, cuando la gema estd madura y aun unida a su
pedicelo, crecen hacia el exterior de sus células claviformes o en forma de pera todas fuera de

la superficie de su parte oblada-esferoidal un gran nimero de hifas de infeccion.

4.5.10. Bioluminiscencia de M. citricolor

La bioluminiscencia de hongos (Figura 6) es comunmente observada en la superficie de la
tierra, y las bacterias luminosas en el mar. En los bosques, ciertos tipos de hongos y madera
en descomposicion emiten luz misteriosa en la noche. Este fenbmeno fue observado desde
tiempos antiguos y descrito por Aristoteles (384-322 B.C.) y Plinio (A.D. 23-79) (Shimomura,
2012).

El fendbmeno natural de la bioluminiscencia es la emision de luz visible por organismos vivientes
mediante una enzima catalasa (luciferasa), reaccién molecular de oxigeno con un substrato
(luciferina). Organismos bioluminiscentes son diversos en la naturaleza, por ejemplo, bacterias,
dinoflajelados, hongos e insectos. Las luciferasas no muestran homologia cada una con otra 'y
las luciferinas también son quimicamente no relacionadas. El oxigeno molecular es la Unica
caracteristica comun de las reacciones bioluminiscentes, indicando que los sistemas
bioluminiscentes en la mayoria de los organismos pudieron haberse desarrollado
independientemente (Wilson & Hastings, 1998 citado por Weitz, 2004). La comprension de la
fisiologia de los hongos luminiscentes y su relacion con la emisién de luz es importante por

varias razones, tal como que la expresion de la luminiscencia puede ser resuelta dentro de una
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colonia o basidiocarpo y por lo tanto usada como un marcador para la expresién génica y
diferenciacion (Bemudes et al., 1990). No obstante, aun se necesita llevar a cabo gran cantidad
de investigaciones adicionales con el fin de explicar los mecanismos y la importancia de los

fendmenos de bioluminiscencia de los hongos (Weitz, 2004).

Figura 6. Bioluminiscencia en hongos (Oliveira et al., 2013).

La mayoria de las especies de hongos luminiscentes producen luz durante los estados
miceliales cuando son cultivados en medios adecuados y tienen un vigoroso crecimiento.
Durante el estadio de cuerpos fructiferos algunas especies son luminiscentes, pero muchos no

son enteramente luminiscentes (Shimomura, 2012).

Desjardin et al. (2007) mencionan que numerosas especies de Mycena forman micelio
luminiscente y/o basidiomas (Figura 7), contando no menos de 26 especies reportadas como
bioluminiscentes, sin embargo, en un estudio realizado Desjardin et al. (2010) adiciona siete
especies nuevas reportadas de Mycena por lo que asciende a 71 el nUmero de especies de
hongos luminiscentes reportados. Dentro de las especies bioluminiscentes se reporta a M.
citricolor, agente causal del ojo de gallo en café, reportada por Buller (1934).

M. citricolor es considerado uno de los hongos Mycenoides luminiscentes mas interesantes ya
que las cabecitas de las estructuras asexuales que son el inoculo primario infectante son
luminiscentes. Se desconoce si los propagalos luminosos atraen artropodos vectores de
dispersién, ayudando de esta manera al hongo a infectar nuevos hospedantes (Desjardin,

2007).
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Figura 7. Especies luminiscentes de Mycena (Desjardin et al. 2007)

El descubrimiento de que el micelio de M. citricolor creciendo en las manchas de las hojas
vivas de café emiten luz ha proporcionado un medio de diagnosis de la enfermedad americana
del café en las hojas (Buller, 1934).

Weitz et al. (2001) estudiaron los efectos de las condiciones de cultivo in vitro sobre el
crecimiento micelial y luminiscencia de algunos hongos, entre los que se incluye la especie M.
citricolor, reportando que el hongo crece a 5°C (después de 13 dias), 15°C y 22°C, con un pH
de 5-6 para mayor luminiscencia, asimismo los niveles de luminiscencia fueron mas altos en

condiciones de 24 h de oscuridad y 24 h de luz que en 12 h de luz/12 h de oscuridad.

45.11. Crecimiento de M. citricolor en medio de cultivo artificial

En pruebas hechas por Buller (1934) se realizd siembra del hongo en cajas Petri con medio de
cultivo malta-agar. El micelio crecio radialmente hacia afuera del centro de cada plato. Algunos
de los cultivos que fueron expuestos a luz difusa del dia formaron zonas concéntricas de
micelio en que los anillos estériles mas amplios de micelio suave se alternan regularmente con

anillos estrechos de micelio soportando gemiferos. Se encontro que las zonas estériles fueron
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formadas durante la noche y las zonas fértiles durante el dia. Estos factores indican que la
produccion de gemiferos por el micelio es iniciada por un estimulo morfogenico de luz,
asimismo afirma que una exposicion del micelio a luz del dia por pocos minutos, o posiblemente

menos de un minuto, es suficiente para iniciar la produccién de gemiferos.

Buller (1934) concluye: que el micelio cuando recién se obtiene de las gemas desarrolladas al
aire libre en las hojas de café, la fructificacién es vigorosa; cuando el micelio ha crecido varios
afios sobre medio artificial, pierde gradualmente su poder de fructificacion; y el poder de
fructificaciébn en un cultivo viejo puede ser restaurado en gran medida pasando el micelio a

través de hojas vivas.

45.12. Manejo de la enfermedad.
4.5.12.1. Manejo cultural

El patégeno depende en gran medida de la presencia de agua libre, por lo tanto, cualquier
practica cultural tendiente a reducir la humedad dentro del cafetal, tendera a reducir también
la enfermedad. Entre las practicas que se pueden llevar a cabo estan la regulacion de la
sombra, la poda por surco, la deshija y la deshierba. Esta Ultima practica permite la eliminacion
de inoculo de los hospedantes alternos presentes entre la maleza. El combate cultural no es
tan simple como parece, pues ninguna practica es totalmente efectiva si el sol no logra penetrar
adecuadamente en el cafetal por una u otra razon. Por ejemplo, el éxito de la poda ciclica
dependera en gran medida de la orientacion de los surcos: la orientacion este-oeste es
evidentemente la mas favorable pues permite una mayor penetracion del sol. Al contrario, una
pendiente pronunciada del este (parte alta) a oeste (parte baja) complicaria en gran medida el
combate cultural, ya que la parcela estaria sombreada la mayor parte del tiempo: en la mafiana
esta estaria bajo la sombra creada por la misma ladera y en la tarde posiblemente bajo una

densa nubosidad (Wang y Avelino., 1999).

En un estudio realizado por Avelino et al. (2007) sugiere que se deben aplicar densidades de
siembra, sistemas de poda y practicas de sombra adaptados a la altitud, aspecto e inclinacién
de las pendientes, los cuales son factores que determinan en gran medida el riesgo de
epidemia. En zonas con alto riesgo de epidemias debido a sus caracteristicas topograficas, se

debe hacer un intento para aumentar las distancias entre las filas plantadas de café, para
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reducir la sombra y evitar la sombra proyectada por la fruta, arboles y especies forestales.
Estas practicas deben facilitar el control quimico incluso mejorar la expresion de alguna

resistencia parcial.
4.5.12.2. Manejo bioldgico

En un estudio realizado por Vargas (1984) para medir la eficiencia de Trichoderrma harzianum
se encontrd que este hongo, por si solo, no fue muy eficiente en la eliminacion de cabecitas, a
pesar de que tuvo un 67.5 % en promedio de colonizacion de manchas. El hongo logré
establecerse bien en la mayoria de las lesiones de ojo de gallo, a partir de la primera aplicacion

de inoculo, especialmente cuando se uso junto con el fungicida.

Se puede considerar el control bioldgico junto con el uso de fungicidas cupricos, como otra
alternativa en el combate de la enfermedad y quizds también integrarlo con la regulacién de la
sombra, que es otro factor importante que ayuda a disminuir la incidencia de ojo de gallo
(Vargas, 1984).

4.5.12.3. Manejo quimico

Uno de los primeros fungicidas que tenia algun efecto sobre la enfermedad, fue el caldo
bordelés (Carvajal, 1939; citado por Wang y Avelino, 1999). Sin embargo los productos
cupricos no representaban una buena alternativa durante los meses de mayor precipitacion, lo

gue propicio6 la busqueda de otras alternativas quimicas (Wang y Avelino, 1999).

Basado en el hecho de que M. citricolor produce acido oxalico, los investigadores de la
Universidad de Costa Rica se dieron a la tarea de probar, bajo condiciones de campo,
diferentes formulaciones de cal con el fin de neutralizar dicho &cido (Vargas et al., 1991, citado
por Wang y Avelino, 1999) y con base en los resultados obtenidos, la industria de agroquimicos
formuld un fungicida protector basado en carbonato de calcio, el cual esta suspendido en aceite

mineral tipo parafinico, lo cual permite adherirse mejor al tejido (Wang y Avelino, 1999).

Conviene, sin embargo, recordar que, a causa del inoculo residual, es recomendable empezar
el combate de la enfermedad a inicios de la época lluviosa con un producto sistémico para

luego continuar con fungicidas protectores (Wang y Avelino, 1999).
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Rao y Tewari (1988) mencionan que el hidroxido de calcio si es aplicado en apropiada
concentracion, puede controlar eficazmente la enfermedad y esto indica un potencial para su

uso en el control de campo de la enfermedad.

Julca et al. (2015) en base a un estudio reporta que fungicidas como el ciproconazol, Imazalil,
Triadimenol + Tebuconazol y Prochloraz tuvieron efectividad del 100% durante todo el periodo
de estudio, por lo que recomiendan hacer estudios en campo de estos cuatro fungicidas.

4.6. Importancia de los hospedantes alternos.

Los hospedantes alternos juegan un papel importante en la naturaleza como reservorios de los
hongos fitopatégenos durante los periodos criticos ambientales, ausencia del hospedante
principal o sirven para cumplir parte de su ciclo bioldgico. De los hospedantes alternos pueden
vigjar al hospedante principal cuando éstos se establecen y generan nuevas epidemias.
Cuando se establecen estrategias de manejo de las enfermedades hay que considerar los
hospedantes alternos, ya sea para establecer nuevos ciclos de cultivos o cuando se quiere

establecer plantaciones o cultivos nuevos en un area determinada.

En el case del café, el hongo causante de la mancha de la hoja americana es un hongo agarico
nativo, M. citricolor. Este patégeno exhibe marcada preferencia por ciertas plantas
hospedantes, emparentadas y no emparentadas, en vez de ser especifico del hospedante
(Lodge 1996; citado por Lodge, 2001).

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Localizacion

La fase experimental se llevé a cabo en el laboratorio de Hongos Fitopatdgenos del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo y en el laboratorio de Patosistemas vegetales, ubicado en

la Universidad Autonoma Chapingo, Estado de México.
5.2. Colectas de material vegetal

Se hicieron tres colectas durante el periodo primavera-verano, el 14 y 29 de mayo, asi como
el 28 de junio del afio 2016.
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Se visitaron los municipios de Xicotepec de Juarez y Tenango de las Flores, ubicados en la
Sierra Norte del estado de Puebla, con la finalidad de colectar hojas de Coffea arabica L.
(cafeto), Gardenia jasminoides Ellis (gardenia), y un arbol silvestre. Se hizo un registro de
coordenadas geograficas con un GPS (Mobile Mapper Field Ashtech, USA). Las hojas
colectadas se escogieron tomando en cuenta a aquellas que presentaran sintomas similares
a la enfermedad conocida en México como “ojo de gallo”, causada por la especie M. citricolor
segun reporte de SENASICA (2014). En la tercera colecta, ademas de gardenia, el arbol, café,
se colectaron hojas de Eriobotrya japdnica (Thunb.) Lindl. (nispero) que presentaban sintomas
similares a “ojo de gallo” y posteriormente se colectaron muestras de nispero con las
caracteristicas mencionadas anteriormente en jardines del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo y la Universidad Autonoma Chapingo. Las hojas se guardaron de forma
apropiada en bolsas de papel, previamente etiquetadas, asegurando el menor maltrato y se
trasladaron a los laboratorios. Las hojas se prensaron y procesaron en los laboratorios.

5.3. Identificacién de especies colectadas

La Unica especie de la que se tenia en duda el nombre cientifico fue la del arbol, ya que es
silvestre, mientras que la identificacion de las especies de café, gardenia y nispero fueron

inmediatas sin necesidad de la utilizacion de claves taxondmicas.

Se identificé la especie del arbol utilizando claves taxondmicas contenidas en el libro Trees
and Shrubs of Mexico (Stanley, 1920).

5.4. Trabajo de laboratorio

Esta fase de trabajo se baso6 en técnicas de laboratorio de acuerdo a Tuite (1969) y French y
Hebert (1980).

5.4.1. Descripcion de sintomas: manchas foliares

Las muestras se colocaron sobre la mesa de trabajo y se describieron las manchas, anotando

éstos en una libreta de campo.

23



5.4.2. Busqueda de signos:

Se observaron las manchas de cada una de las muestras en un microscopio estereoscépico
(Nikon, SMZ800 JAPAN), con el objetivo de encontrar signos del hongo. Se seleccionaron los
sintomas que presentaran signos del hongo, asi como aquellas que se observaran

completamente limpios, sin algun otro signo para que estas fueran procesadas.
5.4.3. Proceso de las muestras:

5.4.3.1. Cadmara humeda: Se procedid a inducir la formacién de signos del hongo en el tejido
dafado. Para este fin se usaron las manchas parecidas a las que se describen para
M. citricolor en los que no se observaron signos del hongo o alguna otra estructura.
Esto se realiz6 para hojas de café, gardenia y arbol. Se corté una porcion de la hoja
gue contenia la mancha, se colocé en una bolsa de polietileno con toallas sanitas
humedecidas con agua destilada estéril y sobre éstas se colocaron las muestras
cortadas; a la bolsa se le agrego aire y se cerro con una liga. La camara humeda se
dej6é en la mesa de trabajo en condiciones ambientales de laboratorio hasta que se
produjeran los signos. Las hojas de nispero y arbol que se obtuvieron a partir de la
tercera colecta se colocaron en camara humeda sin que se hicieran disecciones a
estas. Asimismo, se hizo una prueba de camara himeda en oscuridad total a 20 °
C. Se hicieron observaciones de las muestras en cAmara himeda a los 6 y 10 dias
para detectar la presencia de signos.

5.4.3.2. Seleccion de manchas para aislamientos en medio de cultivo agar. Las hojas que

contenian sintomas que no se procesaron en camara humeda fueron seleccionadas

para aislar el hongo en medio de cultivo puro. Se escogieron de 15 a 20 sintomas

por especie vegetal colectada.
5.4.4. Aislamiento de las manchas en medio de cultivo agar:

5.4.4.1. Asepsia de la mesa de trabajo: la mesa de trabajo, camara de flujo laminar (Thermo
Electron Corporation, USA) y otras areas que se utilizaron se desinfestaron con
alcohol etilico al 70%.

24



5.4.4.2. Preparacion de medio de cultivo: se utilizaron los medios de cultivo artificiales de papa-
dextrosa-agar (PDA) (7.8 g de PDA BD Difco por 200 mL de agua destilada),
esterilizado en olla de presion a 120 psi (kg/cm?) por 20 min. para siembra de
muestras y agar-agar (AA) (3 g AA HYCEL de México S. A. por 200 mL de agua
destilada), esterilizado en olla de presién a 120 psi (kg/cm?) por 20 min para realizar
aislamientos de punta de hifa.

5.4.4.3. Preparacion de la muestra: las muestras que se sembraron en medio de cultivo se
obtuvieron cortando parte de las manchas, completamente limpias o en su caso con
signos de la enfermedad de interés, con material foliar sano; los cortes obtenidos se
colocaron en una caja Petri.

5.4.4.4. Desinfestacion de la muestra: en la cAmara de flujo laminar se colocé la caja Petri con
las muestras a sembrar. Como primer paso se agrego alcohol al 70% a la caja Petri
con las muestras para retirar polvo y materiales extrafios, las muestras se
mantuvieron sumergidas por 1 min.; después con ayuda de unas pinzas se colocaron
en papel secante estéril para retirar el exceso de liquido en las muestras. Después
de que las muestras estuvieran secas se procedié a colocarlas en otra caja Petri a
la cual se le agrego hipoclorito de sodio al 1.5%; las muestras duraron inmersas un
tiempo de 2 min, después se colocaron manipulandolos con una pinza sobre papel
secante estéril. Una vez secas, las muestras, se colocaron en una caja Petri a la cual
se le agreg6 agua destilada estéril, esto para lavar los residuos de cloro, esta accion
se repitid6 dos veces mas, por lo que al final se fueron tres lavados. Por ultimo
después del ultimo lavado, las muestras se colocaron sobre papel secante estéril y
se esperd a que secaran completamente para proceder a la siembra de éstas.

5.4.4.5. Siembra en medio de cultivo y observacion del crecimiento micelial: con unas pinzas,
previamente flameadas, de punta fina se tomé cada muestra y se coloc6 sobre cajas
Petri desechables de poliestireno estériles (60 x 15 mm) con medio de cultivo PDA.
Se colocaron cinco cortes por caja Petri. Después de 4 dias, cada 24 h se observaron
las cajas Petri para detectar el crecimiento del hongo.

5.4.4.6. Purificacion: Cuando se empez6 a desarrollar micelio proveniente de las muestras
sembradas, se observaron y seleccionaron aquellas que tenian color blanco. De las

muestras seleccionadas se tomo6 un pedazo del medio de cultivo con micelio en
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crecimiento y se transfiri6 a una nueva caja Petri con medio de cultivo PDA. Se
colocaron tres pedazos por caja Petri. Se incubo en condiciones de laboratorio. Las
cajas se observaron cada 24 h para detectar el crecimiento del hongo. En estos
aislamientos se espero a que se produjeran las estructuras asexuales del hongo para
corroborar la especie. Aquellos crecimientos en los que se observd presencia de
estructuras asexuales correspondientes M. citricolor se seleccionaron para purificar

la colonia por el método de punta de hifa.

5.4.4.7. Punta de hifa: para obtener cepas puras del hongo se realiz6 punta de hifa a las

5.4.4.8.

colonias que presentaron estructuras asexuales idénticas a M. citricolor. De cada
colonia seleccionada se extrajo con una aguja de diseccién, previamente flameada,
una alicuota de hifa de la orilla de la colonia de interés. La alicuota extraida se coloco
en una caja Petri con medio de cultivo AA, para que el nuevo crecimiento de las hifas
fuera mas separado entre ellas y facilitar la extraccion; se colocaron 3 alicuotas por
caja Petri.

Después de 24 horas de la siembra en AA, se extrajo del medio una punta de hifa,
corroborando antes que estuviera aislada de las demas hifas en crecimiento, la
punta aislada se coloco en una caja Petri con medio de cultivo PDA colocando solo
una punta por caja. Las cajas nuevas se incubaron en condiciones ambientales de
laboratorio.

Se observé el crecimiento micelial de las cajas cada 24 h para corroborar que la
cepa fuera pura y descartar presencia de contaminantes.

Almacenamiento de la cepa en tubo inclinado.

Con motivos de preservar la cepa por varios afos futuros se almacend la cepa en tubo

inclinado, para lo cual se us6 medio de cultivo PDA preparado de forma tradicional.

Se vacié medio de cultivo PDA en tubos de ensaye, previamente esterilizados junto con una

tapa de algododn, y se colocaron de manera inclinada para esperar a que el medio gelidificara

y tomara una forma inclinada dentro del tubo. Después de que los tubos con medio estuvieran

listos se procedio al almacenamiento. En la camara de flujo laminar se etiquetaron los tubos

corroborando que el etiquetado correspondiera al de las cajas; con la ayuda de un asa,
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previamente flameada. Se extrajo medio de cultivo con micelio de las cajas Petri y se coloco
en el tubo. Ya listos, los tubos se incubaron en condiciones de laboratorio.

Cuando se observo crecimiento de micelio en todo el medio de cultivo PDA contenido en el
tubo se agreg6 aceite mineral estéril. Después de esto los tubos se incubaron en un cuarto con

una temperatura a 20°C.
5.4.5. Aislamiento de los sighos en medio de cultivo agar.

5.4.5.1. Preparacion de la muestra: los sintomas con signos procedentes de camara humeda
se colocaron en un microscopio estereoscopico para observar si eran similares a las
del hongo de interés.

5.4.5.2. Siembra de la muestra: Solo se observaron estructuras asexuales por lo que con la
ayuda de una pinza de punta fina se tomo la estructura tratando de cortarla por el
estipite evitando arrastrar contaminantes de la superficie de las muestras. La
estructura se coloc6 en una caja Petri con medio de cultivo PDA y se incubd en
condiciones ambientales de laboratorio. Posteriormente se siguid el mismo

procedimiento descrito desde “purificacion” correspondiente al apartado de

“Aislamiento de los sintomas en medio de cultivo artificial” hasta obtener colonias
puras.
5.4.6. Identificacién de la especie
a) Colonia: se hizo inoculacién en punto sobre medio de cultivo PDA contenido en cajas Petri
de 20 mm, los cuales se colocaron en una camara de cultivo a luz natural de laboratorio y
temperaturas de 21 a 24 ° C. Las muestras que se evaluaron fueron obtenidas de los
aislamientos obtenidos de gardenia y café, se escogieron las representativas y aquellas
que se mandaron a secuenciar.
b) Morfoldgica: se tomaron estructuras asexuales provenientes de los medios de cultivo y de
las muestras vegetales que contenian estructuras del hongo y un basidiocarpo que crecié
de manera espontanea en una muestra sembrada de gardenia en PDA; se observaron a
simple vista y, para el caso de las estructuras asexuales se realizaron montajes con acido
lactico al 85% y se observaron y midieron parametros con un microscopio compuesto (Nikon

Eclipse E400 JAPAN). Asimismo, se realizaron observaciones de las colonias de los
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aislamientos obtenidos. Se realiz0 una descripcion morfolégica de las estructuras
asexuales y sexual, la cual se compar6 de acuerdo a caracteristicas reportadas por Buller
(1934) y otros autores que reportan crecimiento in vitro de M. citricolor.

c) Molecular: del micelio de tres colonias se extrajo el ADN por el método de CETAB, el
producto de PCR se amplifico con los primers universales ITS1/ITS4 e ITS5/ITS4 (White et
al., 1990) de las regiones internas ITS rDNA. El producto se purificé y secuencié en dos
direcciones en MACROGEN (Korea), y las secuencias se analizaron con el software
DNASTAR, Version 3 (2001). Las secuencias se depositaron en GenBank (NCBI).

5.4.7. Observacion de la luminiscencia del hongo

Con objetivo de corroborar la luminiscencia del hongo reportada por algunos autores, se
observo la luminiscencia del hongo; se utilizé un transiluminador de luz UV (DESAGA UVIS
USA) colocado en un cuarto oscuro para una mejor visualizacion. Se hicieron dos
observaciones de luminiscencia a 254 nm; en la primera se compararon los aislamientos del
hongo obtenidos en gardenia y café, asi como también los aislamientos que se estaban
obteniendo de los sintomas de arbol y nispero; en la segunda observacion se compararon los

aislamientos obtenidos de café y gardenia con la presencia de un hongo testigo.
5.5. Pruebas de patogenicidad

Se realizaron pruebas siguiendo los postulados de Koch para comprobar que el hongo M.

citricolor es el agente causal de la enfermedad ojo de gallo en café.

a) Activacion del hongo: las cepas del hongo guardados en tubo inclinado se activaron en el
mes de agosto; se escogieron cuatro cepas representativas de M. citricolor,
correspondientes a tres de gardenia y una de café, eligiendo en gardenia aquella en la que
previamente se observé esporulacion abundante, esporulacibn moderada y baja
esporulacién. Utilizando un asa previamente flameada, se extrajeron alicuotas de colonias
de M. citricolor contenidas en tubo inclinado, las cuales se lavaron con agua destilada estéril
para retirar el exceso de aceite mineral. Ya secas, las alicuotas se colocaron en cajas Petri
de poliestireno estériles de (90 x 15 mm); se colocaron cuatro alicuotas por caja Petri por

namero de cepa.
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b) Eleccion y desinfestacion de plantas: se eligieron cinco plantas de café y gardenia, para

inocular una cepa elegida por planta y tener una planta testigo; la eleccion se hizo tomando
en cuenta caracteres cualitativos de buen porte, follaje abundante y buena sanidad. Las
plantas elegidas se desinfestaron 24 h antes de programada la inoculacion, con el fin de
eliminar residuos contaminantes en las hojas que pudieran afectar la efectividad de la
inoculacion. Para desinfestar las plantas se hizo un lavado de las hojas con hipoclorito de
sodio al 1.5 %, aplicandolo sobre el haz y el envés de las hojas; este lavado con cloro se
hizo en un periodo de tiempo no mayor a 2 min abarcando las cinco plantas de una especie,
sea gardenia o café; después del lavado con cloro se aplicé agua destilada estéril en el haz
y envés de cada hoja para retirar el cloro aplicado anteriormente y evitar efectos de
toxicidad en la planta, en este paso no se consideré un tiempo maximo de aplicacién, en
total se realizaron tres lavados con agua destilada estéril. Cabe mencionar que las
aplicaciones de cloro y agua destilada estéril se hicieron usando un atomizador (Lusalen
S.A. de C.V., México).

Inoculacién de M. citricolor en hojas: se realizaron dos tipos diferentes de inoculacion, con
herida y sin herida en las hojas. Las inoculaciones en plantas de gardenia se realizaron
primero. En gardenia, por cada planta previamente etiquetada, se escogieron diez hojas a
las cuales con una aguja de diseccion previamente flameada se les realizo una herida en
los dos lados de la hoja diferenciados por la nervadura central, asi también se escogieron
diez hojas a las cuales no se les hizo herida; en el caso de las plantas de café se eligieron
diez hojas por planta para inocular cinco con herida y cinco sin herida, cuando estas se
inocularon se inocularon también cuatro plantas de gardenia, eligiendo asimismo cinco
hojas con herida y cinco sin herida por planta, asi también en las plantas se eligieron hojas
para realizar las inoculaciones testigo. Para inocular se tom6 una porcion de la colonia del
hongo activado posteriormente, estas porciones se obtuvieron dividiendo la colonia con un
sacabocados de 1.7 cm de diametro, previamente esterilizado y flameado, dividiendo a su
vez estas porciones a la mitad con un bisturi flameado, para fines de la planta testigo se
utilizé solo medio de cultivo PDA que no tuviera crecimiento de alglin organismo. En cada
punto de herida de la hoja se colocé una porcion de la colonia haciendo coincidir el micelio
de esta con la hoja, las porciones posteriormente se cubrieron con algodon humedo estéril

gue se sujetd con parafilm (Pechiney Plastic Packaging Menasha Inc., USA). Para las 10
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hojas sin herida el procedimiento fue similar. Una vez terminado el procedimiento en cada
planta se realizo un riego al sustrato y cubrieron completamente con bolsas de polietileno
estéril. Ya cubiertas, las plantas se colocaron en una cdmara de incubacion (Warrer Sherer,
USA) calibrada a 22 ° C con periodos de luz constante de 12 h.

d) Evaluacién de inoculacion: en la primera inoculacién las bolsas se retiraron y se destaparon
las hojas a los 20 dias después de la inoculacién, se dejaron 2 dias mas en la camara
bioclimatica y se procedio a la evaluacion; en la segunda inoculacion las hojas inoculadas
se destaparon 10 dias después de la inoculacion, las bolsas se mantuvieron cubriendo los
lados 15 dias mas, después de 38 dias de la inoculacién se realiz6 la evaluacion final. Se
cortaron las hojas inoculadas y se guardaron en bolsas de papel debidamente etiquetadas
para ser llevadas y procesadas en el laboratorio de hongos fitopatégenos del Colegio de
Postgraduados. En el laboratorio se tomaron fotos de cada hoja, se observaron las
manchas presentadas, se describid el color, largo y ancho de cada mancha, asi como la
presencia de estructuras asexuales y micelio.

e) Aislamiento de sintomas en medio de cultivo agar: se seleccionaron las manchas que
fueron parecidas a las del ojo de gallo en café. Estas manchas se aislaron siguiendo el
mismo procedimiento de “Aislamiento de sintomas en medio de cultivo agar’ descrito
anteriormente.

f) Evaluacion de los aislamientos en medio de cultivo agar: las muestras sembradas se
observaron a los cuatro dias después de la siembra para detectar crecimiento del hongo.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Descripcién de sintomas: manchas foliares

Los sintomas en las muestras colectadas se observaron en el haz y envés de las hojas (Figura
8), la coloracién y forma en los dos lados coincidid.

En Gardenia jasminoides se observaron de 1 a 3 manchas por hoja; se observaron manchas
en forma circular, de color blanco a café claro cremoso; las manchas midieron de 0.2 x 0.2 cm
a 0.5 x 0.7 cm de didmetro, no se observo tejido desintegrado en los sintomas. Se observé
presencia de estructuras asexuales sobre dos manchas, y el maximo de estas estructuras que

se observaron fue de cinco.
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En el caso del arbol el cual se identifico con el nombre de Iresine tomentella Standl. (Stanley,
1920) se contabilizaron desde 1 a 20 manchas con forma circular teniendo en algunos casos
deformaciones minimas, el color de las manchas fue de blanco cremoso a café claro, se not6
coalescencia de las manchas en algunas hojas. Asimismo, se encontro tejido desintegrado en
las hojas las cuales corresponden al lugar donde se ubicaron las manchas. Estas midieron de

0.2 x 0.3 hasta 1 x 1 cm; no se observaron estructuras de M. citricolor sobre las manchas.

Las manchas observadas en nispero correspondieron a un nimero de 1 a 18 en una hoja. Los
colores de estas fueron de blanco grisaceo a café claro, la forma de las manchas fue circular
con minimas deformaciones y presencia de coalescencia en algunos casos. Los sintomas
midieron de 0.2 x 0.2 cm a 0.7 x 0.8 cm; se observo tejido desintegrado en algunas de las
manchas, pero no se observaron estructuras parecidos al hongo M. citricolor sobre los

sintomas.

Las hojas de cafeto presentaron hasta siete manchas por hoja, las cuales tuvieron forma
circular en algunos casos con deformaciones minimas y sintomas que habian coalescido, estos
tuvieron color café claro a oscuro con diametro de 0.2 x 0.3 cm a 1 x 1 cm de diametro; y no

se encontraron estructuras asexuales en los sintomas de las hojas colectadas.

La descripcion de las manchas coincide con las caracteristicas reportadas por Buller (1934),
de esta manera se puede decir que estos sintomas son causados por M. citricolor, agente

causal del ojo de gallo en café. Aunado a otras caracteristicas que abajo se describen.

En general la poca o nula presencia de estructuras asexuales correspondientes al hongo M.
citricolor en las manchas de las diferentes especies analizadas puede ser debido a que las
colectas se realizaron en épocas no lluviosas, y correspondiendo a lo que alude Avelino et al.
(2007) en un estudio en el que el desarrollo de M. citricolor era altamente dependiente de las
precipitaciones, mientras que Wang y Avelino (1999) mencionan que en Costa Rica, el pico de
infeccion ocurre en septiembre-octubre coincidiendo con los meses de mayor precipitacion, sin

duda esta condicidn climatica limita la aparicion de estas estructuras.

En la mayoria de las manchas correspondientes a las cuatro especies de plantas colectadas
se observaron estructuras que no correspondian a M. citricolor, estas estructuras

correspondieron a otras especies fungicas, las cuales pueden o no ser saproéfitos. Respecto a
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esto, Buller (1934) menciona que a veces los sintomas dan entrada a otros hongos
destructores de tejido que infectan el tejido intermedio. Asimismo, Cristobal et al. (2016)
encontré asociacion de Colletotrichum y Cercospora asociados con sintomas de antracnosis
en lesiones de hojas, por lo que no cabe descartar la posibilidad de que haya asociacién de M.

citricolor con algun otro patégeno en sintomas de ojo de gallo

Claramente hubo mayor presencia de manchas en las hojas de C. arabica, I. tomentella y E.
japonica en comparacion con las de gardenia, siendo esto un indicativo de que el ataque a
gardenia del hongo no es intenso, mientras que en C. arabica, |. tomentella y E. japonica,
puede ser una enfermedad con potencial de provocar dafio a mas del 50 % del tejido foliar de
una hoja, esto tomando en cuenta que las colectas fueron en época de poca precipitacion, por
lo que en los meses de mayor precipitacion se puede encontrar un mayor nimero de sintomas
y por tanto mayor dafio en las hojas.
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Figura 8. Sintomas sospechosos de M. citricolor. (A1-A3) Sintomas en hojas de café. (B1-B3)
Sintomas en hojas de gardenia. (C1-C3) Manchas en hojas de nispero. (D1-D3) Sintomas en
hojas de arbol.
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6.2. Aislamientos obtenidos

De las colectas realizadas se obtuvieron 15 aislamientos correspondientes a Mycena citricolor.
En el Cuadro 1 se describe el lugar de origen, fecha de colecta, especie vegetal y el nUmero
asignado a cada uno de los aislamientos que se utilizaron en la investigacion, los cuales fueron

guardados en tubo inclinado.

Cuadro 1. Aislamientos obtenidos de las colectas realizadas en la sierra

Norte del estado de Puebla el 14 de mayo de 2016.

Numero | Especie vegetal del que | Lugar de colecta (Municipio)

clave proviene el aislamiento

628 Café Xicotepec de Juarez
629 Gardenia Tenango de las flores
630 Gardenia Tenango de las flores
631 Gardenia Tenango de las flores
632 Gardenia Tenango de las flores
633 Gardenia Tenango de las flores
634 Gardenia Tenango de las flores
635 Gardenia Tenango de las flores
636 Gardenia Tenango de las flores
637 Gardenia Tenango de las flores
638 Gardenia Tenango de las flores
639 Gardenia Tenango de las flores
640 Gardenia Tenango de las flores
641 Gardenia Tenango de las flores
642 Café Xicotepec de Juarez

No se obtuvieron aislamientos correspondientes al arbol y nispero, esto puede ser atribuido a
gue sobre los sintomas no se observaron estructuras correspondientes a M. citricolor, pero si
habia presencia de otras estructuras, lo que da indicios de asociacién de algun otro hongo. En
el proceso de siembra in vitro se observé el crecimiento de otros hongos, los cuales no fueron
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identificados, por lo que pueden ser 0 no saprofitos. Esto indica la necesidad de definir la forma
correcta de aislar a M. citricolor de sintomas que no tienen estructuras asexuales sobre estos,

asi como la época preferible de colecta.

Cuadro 2. Agrupacién de aislamientos obtenidos de M. citricolor,

Grupo Numero clave Tipo de planta del que| Caracteristica
provino el aislamiento

1 628 Café Produccién baja de
642 Caté estructura asexuales

2 629 Gardenia Aislamientos obtenidos
630 Gardenia de basidiocarpo
631 Gardenia

3 634 Gardenia Aislamientos con alta
635 Gardenia produccion de
639 Gardenia estructuras asexuales

4 641 Gardenia Aislamientos con
633 Gardenia producciéon moderada

de estructuras

636 Gardenia asexuales.
640 Gardenia

5 632 Gardenia Aislamientos con
637 Gardenia produccion baja de

estructuras asexuales.
638 Gardenia
6.3. Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfolégica se hizo de manera in vitro con medio de cultivo PDA utilizando
los aislamientos 628, 630, 632 y 635 con 4 repeticiones cada uno. Estos tratamientos se

mantuvieron en camara de cultivo con temperaturas de 21-24°C.

Los aislamientos obtenidos se agruparon segun caracteristicas de especie e intensidad de
estructuras asexuales, que fue la caracteristica, visualmente, con diferencia entre las colonias
(Cuadro 2). De los aislamientos obtenidos de gardenia se obtuvieron cuatro grupos, de esta

manera se obtuvieron cinco grupos incluyendo los aislamientos de café.
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Los aislamientos de café se diferencian de las de gardenia por la casi nula aparicién de
estructuras asexuales o basidiocarpos. El basidiocarpo del cual se obtuvieron tres aislamientos
se obtuvo espontaneamente de un aislamiento obtenido de una mancha. Los aislamientos de
los grupos 3, 4 y 5 se obtuvieron de sintomas de hojas sembradas en PDA, de estos
aislamientos se pudo diferenciar cualitativamente la intensidad en la produccién de estructuras
asexuales, lo que pudo ser el primer paso que lleva a la explicacion de la variabilidad genética

del hongo.

6.3.1. Caracteristicas de la colonia
6.3.1.1. Coloracién de micelio y reverso de la colonia

La coloracién de micelio se caracteriz6 visualmente 10 dias después de la inoculacién en punto
del hongo M. citricolor. Se observo colonias aplanadas de coloracién blanca de micelio
algodonoso moderado con abundantes agregados superficiales de hifas entrelazadas y
margen entero no denso en todas las cajas correspondientes a los cuatro tratamientos
evaluados. A los 15 dias, visualmente se observo cloracion amarilla intensa en el area central
de los tratamientos 635 y 632 asi como en areas difusas y en las orillas. Esto fue debido a la
aparicion abundante de estructuras asexuales. Esta coloracion siguid aumentando en cuanto
al area de la colonia al pasar los dias, llegando a abarcar el area total de las cajas en el
tratamiento 635. En los tratamientos 630 y 628 no se noté cambio de coloracion a simple vista
a los 15 dias, mientras que a los 20 dias se percibio un ligero cambio de color en el tratamiento
630, indicativo de que, si hubo aparicion de estructuras asexuales después de 15 dias,

mientras que el tratamiento 628 no se not6 cambio de coloracion a simple vista.

Respecto a la aparicion de areas dispersas amarillentas, indicando la aparicion de estructuras
asexuales en esas areas, sin que haya una distribucion uniforme de las estructuras sobre todo
el micelio desarrollado. Buller (1934) reporta crecimiento de zonas estériles, con patron anillado
(circulos concéntricos) de crecimiento, las cuales se desarrollan durante la noche, y las zonas
fértiles que son capaces de producir gemiferos (asexual) que se forman durante el dia por el
estimulo de luz. Lo anterior pudo explicar la aparicién no uniforme de estructuras asexuales.
Sin embargo, en las observaciones del experimento no se noté un patrén de crecimiento de

las zonas que fueron capaces de producir estructuras asexuales en comparacion con Buller
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(1934) en el que se notaron zonas conceéntricas alternadas. Lo obtenido en este estudio
conlleva a que, aparte del estimulo de luz, las zonas fértiles de micelio en que se producen

estructuras asexuales también puedes ser aleatorios.

A pesar de los cambios de coloracién que se percibieron visualmente, en vista frontal, a los 15
y 20 dias después de la inoculacion en punto, el micelio que se pudo observar por debajo de
las estructuras asexuales que tuvo una coloracién blanca, por lo que hasta los 20 dias no hay
cambio de coloracion en el micelio producido en el hongo M. citricolor sobre medio de cultivo
PDA (Figura 10: A-E).

El color del reverso de la colonia fue blanco, esto debido a que el micelio del hongo es blanco
y este no cambio al pasar los dias. A los diez dias después de la inoculacién en punto se not6
coloracién ligeramente blanca, mientas que a los 20 dias la coloracion fue totalmente blanca,
esto indica que el micelio del hongo o las estructuras asexuales no sufren alteraciones de color

o incluso no secretan algun tipo de coloracion.

Esta caracteristica no se ha reportado en los diferentes estudios que se han hecho sobre M.
citricolor, pero, sin duda es una caracteristica que puede ser usada para la identificacion

cualitativa.
6.3.1.2. Forma de micelio

La forma de micelio se caracteriz6 visualmente a los 10 dias de la inoculacion en punto. Se
observo, de acuerdo a la terminologia de Crous et al., (2009), una forma plana o difundida de
la colonia en vista lateral. Se observé una forma de crecimiento micelial interno radial,
algodonosa, moderada y densa. No hubo diferencias visuales entre los cuatro tratamientos,

todos tuvieron el mismo patrén de crecimiento.

A los 20 dias de evaluacion se notaron diferencias entre las colonias debido a que en algunas
habia presencia de estructuras asexuales, lo cual de alguna manera disminuyd el crecimiento
micelial lateral, ya que hubo enfoque en desarrollar estructuras asexuales. En los tratamientos
635 y 630 hubo crecimiento radial algodonoso ligeramente marcado, mientras que en los
tratamientos 628 y 632 el crecimiento radial algodonoso estuvo muy marcado; la forma de
crecimiento mencionada en los ultimos dos tratamientos se debe a que solo hay crecimiento
micelial, por lo que la produccion de este es abundante; sin embargo, en los tratamientos 635
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y 630 las hifas de micelio formaron estructuras asexuales; por lo que la produccién de micelio
se limitd y/o disminuyo, asimismo las estructuras asexuales cubrieron &reas totales de la

colonia, de tal manera que la forma de crecimiento del micelio no pudo apreciarse bien.

Asimismo, se observé la presencia de fibulas en el micelio (Figura 9), lo cual es una
caracteristica mas que puede servir para la identificacion del hongo.

El diametro de las colonias fue de una medida de 3.6 x 3.7 cm a los 6 dias hasta de 6.5 a 6.7
a los diez dias, mientras que a los 12 dias se noté un llenado completo de caja en los 4
tratamientos evaluados pero el tratamiento 630 tuvo un crecimiento de micelio mas lento en
comparacion de los demas tratamientos.

Figura 9. Fibulas presentes en micelio de M. citricolor creciendo sobre medio de cultivo
PDA, barra=5 um.

La caracteristica de forma del micelio distingue a los tratamientos evaluados, por lo que pude
tomarse como referente para diferenciar variabilidad en el hongo.
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Figura 10. Crecimiento micelial a los 20 dias: (A) Comparacién entre los tratamientos
628, 632, 630 y 635, (B) Tratamiento 635, (C) Tratamiento 632, (D) Tratamiento 630,
(E) Tratamiento 628. Crecimiento micelial a los 30 dias (F) Tratamiento 635, (G)
Tratamiento 632, (H) Tratamiento 630, (I) Tratamiento 628.

6.3.2. Caracteristicas de estructuras asexuales

En los diferentes aislamientos se obtuvieron estructuras asexuales, aunque visualmente en
diferentes cantidades tanto en café como en gardenia. En los aislamientos de gardenia el
tratamiento 632 fue el que menor cantidad de estructuras asexuales presentd, mientras que el
tratamiento 635 produjo abundantes estructuras y con una intensidad de color mayor en
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comparacion del tratamiento 632 y 630. El tratamiento 630 tuvo producciéon de mediana
intensidad comparandolo con los nimeros 632 y 635. En el tratamiento 628, correspondiente
al aislamiento en café, no se notd presencia de estructuras asexuales desarrolladas
completamente, dichas estructuras pudieron observarse mediante la ayuda de un

estereoscopio; el crecimiento fue similar al del tratamiento 632.

Las estructuras asexuales que se produjeron fueron de color amarillento, aunque en diferentes
intensidades entre tratamientos; el tratamiento 635 mostro un color mas intenso que el 630,
siendo que este Ultimo mostro un color amarillo claro. Visualmente el tamafio fue similar en los
tratamientos 630 y 635. La forma de las estructuras se observa similar en ambos tratamientos,
tratandose de un tallo, el cual en la base tiene, aparentemente, un ancho mayor que el ancho
de la parte superior, habiendo una diferencia mayor entre mas largas sean las estructuras; se
observa una estructura similar a lo que varios autores mencionan como gema o cabeza, la cual

se encuentra sujeta a la parte superior del tallo.

El crecimiento de las estructuras asexuales, en todos los tratamientos, se observa inicialmente
por la agregacion de micelio en puntos pequefios sin tener elevacion o alguna forma similar.
Posteriormente en estos puntos aparecieron pequefias estructuras de color amarillo que se
fueron alargando, estas estructuras primeramente van ensanchandose a medida que crecen
hasta legar a tomar la forma de una estructura asexual tipica observada en los tratamientos.
Regularmente estas estructuras comienzan apareciendo en el centro de la colonia, sin
embargo, se observé que también es comln que aparezcan en las orillas a pesar de que no

exista presencia de estas en areas anteriores a la orilla.

Las caracteristicas de las estructuras observadas coinciden con lo reportado por Buller (1934),
el cual describe cualitativa y cuantitativamente las caracteristicas asexuales de M. citricolor

(syn. Omphalia flavida).

La presencia de estructuras asexuales se noto a los 10 dias después de la siembra, esto en el
tratamiento 635. Por lo que con esta observaciéon se da paso a afirmar que este tratamiento
tiene un crecimiento acelerado e intenso, de tal manera que puede resultar con mayor

eficiencia infectiva en el cultivo de interés.
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Se observaron dos tipos de estructuras asexuales, aquella que maduraron (Figura 11, Fy G)
y presentaron una curvatura mencionada por Buller (1934) y aquellas que no llegaron a
madurar y a presentar a curvatura (Figura 11, E), teniendo a simple vista un largo menor que

aquellas que si maduraron.

La estructura asexual madura consistié de un tallo amarillento claro, este tallo se observo con
tendencia a ser mas delgado a medida que se acercaba a la parte de insercion de la gema
(propagulo), teniendo asi un ancho inferior y un ancho superior diferentes, también se not6 una
zona bulbosa en la base del tallo en medio de cultivo (Figura 11-F), Buller (1934) no menciona
esta parte creciendo en medio de cultivo, lo que Buller (1934) ilustra en Figura 4 es el corte
transversal de la hoja con la mancha donde se desarroll6 la estructura asexual. En aquellas
estructuras provenientes de manchas se noté una zona rectangular mas o menos definida
(Figura 11-E), diferenciandose por tener un ancho ligeramente mayor, y una cabeza

amarillenta.

Aquellas estructuras asexuales no maduras tuvieron un tallo amarillento, se not6 un tallo con
menos diferencia entre el ancho inferior y superior, también se observo una base bulbosa y

una cabeza amarillenta.

Se registré la observacion de hifas infectivas (Figura 11, H) alrededor de las cabezas sin

uniformidad en el acomodo de estas.

Las caracteristicas observadas y reportadas en este estudio entran dentro del rango reportado
por Buller (1934) (Cuadro 3), el cual hace un estudio morfolégico del hongo en cuestién, de
esta manera se concluye que, morfologicamente, la especie evaluada en el presente trabajo

corresponde a la especie M. citricolor.

Buller (1934) no reporta alguna caracteristica de base bulbosa del tallo, que puede presumirse
es la zona de anclaje de la estructura al medio o sustrato donde se encuentra creciendo el

hongo, por lo que este seria el primer reporte morfolégico de esta caracteristica.
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Cuadro 3. Medida de las estructuras asexuales de M.

citricolor maduras y no maduras.

Estructuras-maduras (p/mm) Buller
(2934)/mm
Medio de cultivo
PDA Largo Ancho Largo | Anc
ho
160-455/ 126-432 (-435) /
Propéagulo apical 0.16-0.455 0.126-0.432 (-0.435) 0.4 0.36
(didspora, gema)
(1-)1.35-25 (-53) /
Hifas infectivas (0.001-) 0.00135-0.025 (-0.053) 0.05-
0.1
530-2214 (-2251) /
Estipite (tallo) 0.53-2.214 (-2.251) (-2.0)
85-212 (-290) /
Base 0.085-0.212 (-0.290) | (-0.12)
35-182 (-225) /
Apice 0.035-0.182 (0.225) (0.05)

Bulbo basal del
tallo

70-304 (-325) /
0.07-0.304 (-0.325)

70-325 (-405) /
0.07- 0.325 (-0.405)

Estructuras inmaduras (u/mm)

Propéagalo apical
(didspora,
gema)

175-290 (-305) /
0.175-0.290 (-0.305)

150-282 (-285) /
0.150-0.282 (-0.285)

Hifas infectivas

Estipite (tallo)

170-470 (-500) /
0.170-0.470 (-0.5)

Base 85-254 (-290) /
0.085-0.254 (-0.29)
Apice 65-201 (-225) /

0.065-0.201 (-0.255)
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Bulbo basal del 70-295 (-325) / 75-325 /
tallo (medio) 0.070-0.295 (-0.325) 0.075-0.325

Figura 11. Estructuras asexuales en crecimiento in vitro sobre medio de cultivo PDA a

los 20 dias. (A) Tratamiento 635. (B) Tratamiento 632 (Solo micelio en agregaciones
de hifas flojas). (C) Tratamiento 630. (D) Tratamiento 628 (Primordios de estructuras
asexuales). (E-F) Estructura asexual madura, barra=500 pm. (G) Estructura asexual
no madura proveniente de mancha, barra=40 um. (H-I) Vista de hifas infectivas en

periferia del propagulo en posicién superficial apical, barra=50 um.
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6.3.3. Caracteristicas de estructuras sexuales (basidiocarpos)

De los aislamientos obtenidos, solo se obtuvo una estructura que visualmente correspondio a
un basidiocarpo, este se produjo sobre medio de cultivo PDA en una siembra correspondiente
a una mancha de gardenia, el basidiocarpo aparecié sobre el tejido vegetal sembrado en medio
de cultivo PDA y no se notd presencia de alguna estructura parecida a ésta en los demas
aislamientos (Figura 12).

El basidiocarpo observado se caracterizé por tener una altura mayor a las estructuras
asexuales, al menos tres veces mayor. Asimismo, el ancho del tallo se observé mayor y con

mayor firmeza.

En los cultivos solo se obtuvo un basidiocarpo, del cual se obtuvo un aislamiento, produciendo
nuevas estructuras asexuales. Por lo que con esto se puedod decir que las dos estructuras
corresponden a la misma especie. La poca cantidad de basidiocarpos se debe a que no hubo
induccién alguna, sino que se espero a que se produjeran de manera espontanea, por lo que
la poca produccion de estos coincide con lo mencionado por Salas y Hanckock (1972) que
mencionan que en algunos hospedantes los gemiferos (asexual) y estados sexuales de M.
citricolor son observados, pero en muchos de ellos Unicamente el estado de gemifero ha sido
observado.

Figura 12. Estructura sexual correspondiente a un basidiocarpo (pileo cerrado) de
color amarillo claro a blanco al madurar, todavia inmaduro, observado sobre una

mancha sembrada en medio de cultivo PDA.
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6.4. Identificacion molecular

Las secuencias de gardenia mostraron similitud al ser alienadas en DNASTAR (2001),

asimismo las de café, lo cual da referencia de que se pueden utilizar cualquiera de las dos

regiones para secuenciar este hongo. Sin embargo, al alinear la secuencia de café y gardenia

se muestra una sola diferencia, esto indica que las dos corresponden a la misma especie

presentando una ligera mutacion (en un solo nucleétido), dando pauta a la deduccién de

diversidad genética del hongo en cuestion.

Cuadro 4. Datos de secuencias analizadas con DNASTAR (2001) version 3.0 y comparadas
en el BLAST del GenBank NCBI.

ITS BLAST — GenBank NCBI: Identidad (%)**
rDNA | ND*
uncultured Mycena Mycena Mycena pura
Aislamiento Bp JF519455*** CLONE JF908403
JF519396
624-1-4
(Gardenia, 670 | 1g/t 71 71 74.5
ab. asexual)
624-5-4 681 1gft 71.4 71.4 74.5
625-1-4 672 | lalc 71.2 71.2 74.6
(cafeto)
625-5-4 696 | 1lalc 72.1 72.1 74.9
630-5-4
(Gardenia, 698 - 71.9 71.9 74.8
basidiocarpo
blanco)

*NUmero de nucleétidos

**Determinado con el software DNASTAR Versién 3

***Numero de accesion en NCBI (National Center of Biotechnology Information) GenBank.

g, Glicina / (en lugar de) t, Tiamina a,

Adenina / (en lugar de) c, Citosina

Como se puede observar en el Cuadro 4, la sola diferencia entre café y gardenia se da en un

par de bases, estas variaciones son tipicamente conocidas como SNPs (Single Nucleotide
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Polymorphism) por sus siglas en inglés, estos son posiciones singulares de pares de bases en
el DNA genomico en el que existen diferentes alternativas de secuencias (alelos) en individuos
normales de algunas poblaciones, en la que el alelo menos frecuente tiene una abundancia de
1% o mas, los SNPs son el polimorfismo que ocurre entre las muestras de DNA con respecto

a una base unica (Jehan and Lakhnpaul., 2006).

Los SNPs constituyen los marcadores moleculares mas abundantes en el genoma y estan
ampliamente distribuidos a través de los genomas aunque su ocurrencia y distribucion varia
entre las especies (Agarwal et al., 2008), por lo que en el caso de M. citricolor es necesaria
una investigacion mas amplia sobre este caso para ver la ocurrencia de este fenbmeno y ver
los efectos que esto tiene pues Jehan et al. (2006), menciona que los SNPs en las regiones
de codificacion (cSNPs) puede tener importancia funcional si el cambio de aminoacidos
resultante causa un fenotipo alterado. Esto puede explicar las diferencias fenotipicas notadas
entre los aislamientos secuenciados en las evaluaciones que se realizaron. Sera interesante y
de gran utilidad relacionar este polimorfismo con los efectos de infeccion y fenotipo del hongo,
ya que como Grinwald et al. (2016) indica, la gendmica poblacional tiene como objetivo
descubrir los mecanismos genéticos subyacentes a los fenotipos asociados a rasgos
adaptativos, como la patogenicidad, virulencia, resistencia a los fungicidas y especializacién
del huésped, ya que en las secuencias gendmicas un gran numero de polimorfismos de un

solo nucledtido estan facilmente disponibles en mdltiples individuos de la misma especie.

Asi, entre las secuencias de gardenia y café, puede concluirse que las dos pertenecen a la
misma especie de Mycena, sin embargo, no cabe descartar que esta diferencia en un par de
nucledtidos es la que provoca una variabilidad en el comportamiento de este hongo, en

cualquiera de sus caracteristicas.

El porcentaje maximo de alineamiento de las secuencias muestra realmente poca coincidencia
para asegurar que las secuencias pertenecen a las especies que arroja el GenBank, sin
embargo, la posibilidad de que el género coincida es positiva, de esta manera se asegura que

los aislamientos secuenciados pertenecen al género Mycena.

El no haber coincidencia de las secuencias de los aislamientos con la especie M. citricolor es

debido a que en la base de datos de GenBank no hay una accesion depositada
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correspondiente a esta especie. Al no encontrar la especie M. citricolor reportada en el
GenBank se concluye, sumado a la identificacion morfolégica, que la especie evaluada,
refieriendose a M. citricolor, en el presente estudio, corresponde a la misma en el caso de
gardenia y café, por lo que gardenia es un hospedante alterno de M. citricolor, obteniendo asi

las primeras secuencias de esta especie a depositar en el GenBank.

6.5. Bioluminiscencia del hongo

La luminiscencia del hongo se observo dos veces. Una ocasion teniendo como medio de

crecimiento PDA y otra en medios de cultivo Pseudomona-Agar (PA; Fluka Analytical, U. S. A).

Se observd luminiscencia positiva del micelio. En los cultivos de PDA se noté una leve
luminiscencia (Fig. 13-A), mientras que en medio PA se observé mayor luminiscencia (Figura
13-C, D), sin embargo, el crecimiento del micelio fue minimo. El poco crecimiento de micelio
en PA puede deberse a que este medio se usa exclusivamente para bacterias y se usa para
evaluar luminiscencia. Mientras que en hongos no se ha corroborado la eficacia para resaltar

luminiscencia.

Cabe mencionar que cuando se realizé la observacion no habia presencia de estructuras

asexuales, lo que beneficia la poca luminiscencia que se nota.

La luminiscencia es una caracteristica importante para la identificacion cualitativa del hongo,
tanto en el laboratorio como en el campo, de esta manera Sequeira (1958) utilizé esta
caracteristica para identificar al hongo en sintomas que no tenian las gemas que eran
sospechosas de ser de M. citricolor puesto que, como es mencionado por él, es el Unico
organismo causante de machas foliares que se conoce es luminiscente. Por lo anterior, esta
caracteristica de luminiscencia en el micelio puede ser utilizada para la identificacion de esta
especie en crecimiento in vitro en laboratorio, esto ya corroborado por Buller (1934) en 1925
gue noto la emisién de luz de un cultivo del hongo contenido en un matraz Erlenmeyer en

laboratorio.
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Figura 13. (A) Bioluminiscencia de M. citricolor en medio de cultivo PDA. (B) Bioluminiscencia
de M. citricolor y aislamientos de nispero, las tres primeras cajas de izquierda a derecha
corresponden a M. citricolor, las demas a nispero. (C-D) Bioluminiscencia de aislamientos de
M. citricolor en medio de cultivo PA comparado con un aislamiento testigo, de izquierda a

derecha la primer caja sefialada con una flecha corresponde al tratamiento testigo.
6.6. Pruebas de patogenicidad

Los cuatro aislamientos evaluados fueron patogénicos en C. arabica y G. jasminoides, los

sintomas se presentaron en ambas especies a los 12 dias después de la inoculacion.

No se notaron lesiones de algun tipo en las inoculaciones sin herida tanto en C. arabica y G.
jasminoides. En las inoculaciones con herida se notaron lesiones parecidas a las de ojo de
gallo, las cuales fueron redondas. Las manchas en gardenia (Figura 14) fueron café grisaceo
con margen rojizo que después se vuelven café claro, se noté que el cambio a colores claros
se relacionaba con una tendencia de destruccion del tejido vegetal de la mancha; las manchas
midieron 0.3-1.7 x 0.2-1.8 cm en la primera inoculacion (Figura 14 A-C) y de 0.3-1.2 x 0.3-1 cm
en la segunda inoculacion (Figura 14 E-F). En la primera inoculacion se hallaron estructuras
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asexuales en la mayoria de las manchas, mientras que en la segunda solo se not6 presencia

de micelio color blanco.

En café (Figura 14 G-H) las manchas fueron café claro a blanquizco con margen delimitado de
color café a café rojizo, estas midieron de 0.2-0.8 x 0.3-0.9 cm, no hubo presencia de

estructuras asexuales, pero si de micelio blanco en él envés de las manchas.

La presencia de estructuras asexuales en la primera inoculacién de gardenia puede deberse a
gue las hojas se destaparon a los 20 dias, por lo que tuvieron mayor humedad, que es una
condicidn para que las estructuras sexuales aparezcan, lo que explica el grado de dafio, que

fue mayor que en la segunda inoculacién.

Se hicieron aislamientos de las manchas presentadas, en gardenia se obtuvo crecimiento
correspondiente al hongo inoculado, por lo que se corroboro el agente causal. En cafeto no se
obtuvo crecimiento, por lo que es necesario repetir inoculaciones, pudiendo destapar las hojas
después de mas de 10 dias después de la inoculacién, de esta manera se puede detectar la
mejor metodologia a fin de que se obtenga crecimiento del hongo.

49



Figura 14. (A-C) Manchas en hojas con herida de G. jasminoides a los 22 dias después de la
primera inoculacion. (D) Hoja de G. jasminoides inoculada sin herida a los 22 dias después de
la primera inoculacion. (E-F) Manchas en hoja de gardenia a los 38 dias después de la segunda
inoculacion. (G-H) Manchas en hojas con herida de C. arabica a los 38 dias después de la

inoculacion.

7. CONCLUSIONES
Morfologica y molecularmente la especie descrita en los aislamientos obtenidos
correspondieron a Mycena citricolor.

Gardenia es un hospedante alterno de M. citricolor en la Sierra Norte de Puebla, lo que

representa un potencial de infeccion de ojo de gallo para el cultivo de cafeto.

No es recomendable sembrar gardenia en cafetales ya que es una fuente de in6culo de M.

citricolor.
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Se obtuvieron aislamientos de las manchas foliares de café y gardenia, mas no de nispero y
arbol. Sin embargo, los sintomas presentados en estos dos ultimos corresponden a los
causados por M. citricolor en cafeto por lo que no cabe descartar que estos son hospedantes

alternos del hongo en cuestion.

Las secuencias correspondientes al estado asexual de M. citricolor obtenidos de aislamientos
de manchas en gardenia y cafeto mostraron polimorfismo por diferencia de un solo nucleétido

respectivamente y la secuencia del basidiocarpo no mostré polimorfismo.
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ANEXO 1. PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO PDA CON PAPA NATURAL

CANTIDAD PARA 200 mL

Ingredientes Cantidad
Papas bancas peladas 40 g
Dextrosa (J. T. Baker, México) 2449
Agar (HYCEL DE MEXICO S.A. DE C.V.) 449
Agua destilada 200 mL

1. Las papas blancas en pequefios fragmentos se hirvieron por 20 min en un vaso de

precipitados agregando los 200 mL de agua destilada. Se separaron los fragmentos de

papa del agua.

2. El agua sobrante se coloco en un matraz Erlenmeyer, se agrego la dextrosa y el agar,

el matraz se tap6 con algoddn cubierto de aluminio.

3. La mezcla contenida en el matraz se esterilizo por 20 min a 120 psi en una olla de

presion.

4. El medio de cultivo esterilizado se vacio en tubos de ensaye, estos tubos se taparon

con algoddn y se colocaron de manera inclinada para que el medio de cultivo gelidificara

también de manera inclinada.
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