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RESUMEN

La lechuga se distribuye en todo el mundo, pero la mayor parte se concentra en
Asia, el pais con mayor produccion de lechuga en el mundo es China con 14,367,
831 ton. México se encuentra en el noveno lugar de produccion mundialmente con
509,084 ton y sus principales estados productores son Guanajuato, Zacatecas,
Puebla, Baja California y Aguascalientes. Puebla se encuentra entre los primeros
estados productores del pais, donde Quecholac es el primer municipio productor de
la hortaliza en el estado. El cultivo se ve afectado por diferentes plagas y patdgenos
demeritando la calidad y rendimiento, las principales reportadas en el cultivo son;
pulgones, orugas, mosquita blanca y trips, y las principales enfermedades son;
pudricién blanca, pudricién gris, oidio y bacteriosis. En la presente investigacion se
realizd un muestreo al azar recolectando de una parcela plantas de lechuga con
sintomas de achaparramiento, amarillamiento y marchitamiento en las cuales se
presentaba coloracién rojiza-café en las raices. Las muestras fueron aisladas en
medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) donde se obtuvieron diferentes cepas de hongos.
Las cepas se identificaron morfolégica y molecularmente, a través de técnicas
moleculares mediante la extraccion de ADN y reacciones de PCR, donde se
corroboré la presencia de Fusarium oxysporum y Alternaria alternata. Es importante
conocer morfolégica y molecularmente a los fitopatégenos que dafian a los cultivos
para realizar un control acertado y evitar grandes pérdidas por implementacion de

practicas de manejo inapropiadas.

Palabras clave: Fitopatdégenos, Fusarium oxysporum, Enfermedades, Pérdidas.
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ABSTRACT

Lettuce is distributed worldwide, but most of it is concentrated in Asia, the country
with the largest lettuce production in the world is China with 14,367,831 tons. Mexico
is in the ninth place of production worldwide with 509,084 tons and its main
producing states are Guanajuato, Zacatecas, Puebla, Baja California and
Aguascalientes. Puebla is among the first producing states in the country, where
Quecholac is the first municipality producing the vegetable. The crop is affected by
different pests and pathogens that demerit quality and yield, the main ones reported
in the crop are aphids, caterpillars, whitefly and thrips, and the main diseases are
white rot, gray rot, powdery mildew and bacteriosis. In the present investigation, a
random sampling was carried out by collecting from a plot lettuce plants with
symptoms of stunting, yellowing and wilting in which reddish-brown coloration was
present in the roots. The samples were isolated on Potato-Dextrose-Agar (PDA)
medium where different fungal strains were obtained. The strains were identified
morphologically and molecularly, through molecular techniques by DNA extraction
and PCR reactions, where the presence of Fusarium oxysporum and Alternaria
alternata was corroborated. It is important to know morphologically and molecularly
the phytopathogens that damage crops in order to carry out an accurate control and
avoid large losses due to the implementation of inappropriate management

practices.

Keywords: Phytopathogens, Fusarium oxysporum, Diseases, Losses.



INTRODUCCION

El cultivo de lechuga inicio hace 2500 afios, los romanos acostumbraban a consumir
lechuga después de la cena para relajarse y conciliar el suefio, por su efecto
sedante (SIAP, 2019). México se encuentra en el noveno lugar de produccion
mundialmente, la lechuga se produce en 21 estados de México, siendo los
principales estados productores Guanajuato con 27.3%, Zacatecas con 17.8%,
Aguascalientes con 14.8% y Puebla con 14.2% de la produccion nacional (SIAP,
2021).

La lechuga en sus distintos colores y aspectos es una de las hortalizas
frecuentemente mas consumidas en todo el mundo y principalmente se cultiva en
zonas templadas y subtropicales, hoy en dia se cultiva a cielo abierto e

invernaderos, en suelo o sistemas hidropénicos (Saavedra et al., 2017).

Por lo general las especies horticolas tienen ciclos vegetativos cortos, al igual que
las plagas que presentan, sin embargo, estas tienen gran capacidad reproductiva y
gran movilidad, por lo que algunas llegan a tener mas de una generacién por ciclo
del cultivo, lo cual hace dificil su manejo y propicia la adquisicion de resistencia a
los diferentes insecticidas usados para su control (Jaramillo, 2001). Entre las
principales plagas en el cultivo de lechuga se pueden encontrar los pulgones,
orugas, mosquita blanca y trips. Las especies de pulgones reportados como dafiinos
son (Nasonovia ribisnigri, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae), estos
producen dafios directos e indirectos puesto que son trasmisores de virus, las

orugas producen dafios en las hojas ya que son defoliadores (Moraté, 2000).

La lechuga es atacada por microorganismos patégenos que de acuerdo con su
naturaleza causan dafios a la planta de distintas maneras, los cuales pueden
provocar diferentes sintomas como; moteados, clorosis, manchas,
achaparramientos, marchites y pudriciones, demeritando el rendimiento y calidad
(Stefanova y Hernadez, 1999). Las principales enfermedades de la lechuga mas

comunes son pudricion blanca, pudricion gris y oidio, estas enfermedades se



presentan en cualquier etapa del desarrollo y pueden afectar tallos, raices y hojas
(Godoy et al., 2018).

Para el control de plagas y enfermedades en el cultivo de lechuga se emplea el
manejo genético usando variedades resistentes, enemigos naturales, rotacion de
cultivos, plaguicidas botanicos, entre otras (Jaime, 2007). Para el control quimico
en este cultivo se utilizan diferentes principios activos de insecticidas, acaricidas
(abamectina, spinosad, imidacloprid, lambda cialotrina) y fungicidas (Mancozeb,

Azoxystrobin, metalaxil- M, Propamocarb) (Ruiz et al., 2017).



Objetivo general

Aislar e identificar morfolégica y molecularmente los fitopatégenos asociados al

marchitamiento y secadera en el cultivo de lechuga en Quecholac, Puebla.

Objetivos especificos

e Aislar los fitopatdgenos asociados a la secadera en el cultivo de lechuga.

e Identificar morfolégicamente los fitopatdgenos asociados al cultivo de
lechuga.

e Corroborar la identidad de los fitopatogenos aislados mediante la
identificacion molecular.

Hipotesis

Se identificardn al menos dos hongos o bacterias fitopatbgenas asociadas al
marchitamiento y secadera en el cultivo de lechuga.



REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucién

El origen no se conoce con exactitud, sin embargo, algunos autores afirman que
procede de la India, mientras que otros la ubican en las regiones templadas de
Eurasia y América del norte (Vera, 2008). El cultivo inicié aproximadamente hace
2,500 afios y en la actualidad hay alrededor de 578 especies descritas que incluyen
casi 20 mil variedades de las cuales muy pocas son cultivadas comercialmente
(Cedillo et al., 2021). La lechuga se distribuye en todo el mundo, a pesar de que se
produce en un 98% en los continentes de Asia, América y Europa, la mayor parte
del cultivo se concentra en Asia, con un 67% del total mundial (Carrasco y Sandoval,
2016).

Cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.)

El nombre (Lactuca) proviene del latin laco o lactis que significa lacteo o leche, ya
que desprende un liquido de color blanco con textura viscosa cuando es cortada, la
lechuga es una planta herbacea de ciclo anual que puede cultivarse en casi todas
las regiones templadas, pertenece al grupo de las hortalizas de hoja y es consumida
en verde regularmente, es muy apreciada por su alto contenido de agua (alrededor
del 95%), bajo contenido de azucares y propiedades sedantes gracias al relajante
natural lactucina (SIAP, 2016; Cedillo et al., 2021).

Clasificacién taxondmica

Reino: Plantae
Divisién: Macrophyllophita

Subdivision: Macrophyllophitina



Clase: Paenopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Lactuca
Especie: sativa
Nombre cientifico: Lactuca sativa
Nombre comun: "Lechuga”

(Maroto, 2002)

Descripcién botanica

Es una planta anual de raiz pivotante, las hojas estan distribuidas en forma de
espiral, actualmente existe una diversidad de formas, colores y tipos de lechuga.
Los colores varian de un tono verde claro a un tono mas oscuro. Cuando la planta
llega a su madurez se produce un crecimiento del tallo el cual puede llegar hasta un
metro, entonces comienza el periodo reproductivo y sale una inflorescencia la cual
esta compuesta por muchos capitulos los cuales tienen varios floretes que son de

color amarillo (Saavedra et al., 2017).

Produccién mundial

China es el pais con la mayor produccion de lechuga en el mundo con 14,367, 831
ton, seguida de Estados Unidos, India y Espafia (Cuadro 1), México se encuentra

en el noveno lugar de produccion mundialmente con 509,084 ton (FAO, 2021).


https://www.forestryimages.org/browse/tax.cfm?order=19

Cuadro 1. Principales paises productores de lechuga.

Paises Produccién (ton)
China 14,367,831.42
Estados Unidos 3,395,480
India 1,129,374.25
Espafia 1,066,010
Italia 963,280
Japon 575,278.97
Bélgica 564,850
Turquia 540,569
México 509,084.12
Francia 479,180
(FAO,2021).

Produccién nacional

En México se produce lechuga en 21 estados de la republica, en el que se siembran
aproximadamente 23,197 ha, donde Guanajuato, Zacatecas, Puebla, Baja
California y Aguascalientes son los principales estados que sobresalen con mayor
superficie sembrada (Cuadro 2), los cuales tienen un promedio de produccion de 27
ton/ha, Puebla se encuentra en el tercer lugar de produccién nacional ya que en
2022 aport6 70, 875 ton aproximadamente, el municipio con mayor produccion de
lechuga es Quecholac, con 489 ha sembradas y 11, 736 ton cosechadas (Cuadro
3).

Cuadro 2. Principales estados productores de lechuga en el pais.

Estados Superficie Produccion
sembrada (ha) (ton)

Guanajuato 7,064.00 145,708.32
Zacatecas 3,779.72 117,458.86
Puebla 3,182.76 70,875.11
Baja California 2,220.00 55,467.38
Aguascalientes 1,810.00 62,719.00
Sonora 1,019.00 27,666.00
México 858.78 12,090.65
Querétaro 739 19,636.99




Cuadro 3. Principales municipios productores de lechuga en el estado de Puebla.

Municipios Superficie sembrada Produccion
(ha) (ton)
Quecholac 489 11,736.60
Tecamachalco 385 9,476.10
Palmar de Bravo 341 8,304.80
Los Reyes de Juarez 272 6,120.42
Acatzingo 219 5,266.70
Tepeaca 181.85 2,895.35
San Nicolas Buenos 180 3,677.40
Aires
Tecali de Herrera 130.1 2,152.21
San Salvador 100.5 2,549.05
Huixcolotla
(SIAP, 2022)
Importancia

Importancia econdmica

Espafia se encuentra como el principal exportador con 790,993 ton, seguido de
México con 477,066 ton, China con 383,987 ton y Estados Unidos con 335,684
(FAO, 2022). En el afio 2022 la lechuga en México obtuvo un valor de produccién
aproximado de 3,012,152 millones de pesos el cual fue aportado por los 21 estados
productores de la republica (SIAP, 2022).

Importancia culinaria

La lechuga es muy conocida a nivel mundial ya que se usa para la preparacion de
ensaladas, sopas y guisos, también suele ser consumida en crudo por su buen
sabor y valor nutritivo, ademas tiene propiedades medicinales ya que tiene efectos
antioxidantes, antimicrobianos, neuro-protectores e hipnéticos por lo que en su
composicion quimica se encuentran flavonoides, terpenoides y fenoles, al igual que
elementos esenciales, vitaminas, minerales y sustancias organicas, por ello es
usada en la medicina para tratar problemas estomacales e infecciones del tracto

urinario (Noumedem et al., 2017).



Condiciones edafoclimaticas del cultivo

La lechuga se desarrolla adecuadamente en suelos francos con buen drenaje y que
el pH oscile en entre el rango de 5.5y 6.5, en cuanto al clima, es un cultivo que se
desarrolla mejor en zonas altas que se encuentren por arriba de los 1,100 msnm,
tolera bajas temperaturas, aunque por otro lado las altas temperaturas demeritan
su calidad y acortan su vida de anaquel, para su desarrollo adecuado es necesario

gue las temperaturas oscilen entre 20 y 24°C (Arias, 2009).

Principales enfermedades del cultivo

Las enfermedades fungicas y bacterianas de la lechuga son de importancia
econOmica donde las pérdidas se consideran de hasta un 80% a causa de hongos
y un 12% causada por bacterias aproximadamente (Fucikovsky y Ortega, 1997).

Botrytis cinerea

El género Botrytis es uno de los taxones de hongos mas antiguos y mayormente
estudiados, segun un analisis reciente existen mas de 35 especies de Botrytis, de
las cuales B. cinérea es las mas conocida y estudiada, a diferencia de las demas
especies de Botrytis que son patdégenos con un rango de huéspedes no tan amplio,
B. cinérea es un patégeno generalista capaz de infectar ampliamente mas de 200

especies de plantas distintas (Bi et al., 2023).

Botrytis cinerea es agente causal de la “podredumbre gris” en lechuga causando
fuertes pérdidas econdmicas antes y después de la cosecha, el patégeno puede
atacar al cultivo en cualquier etapa de desarrollo y puede invadir cualquier parte de
la planta (Benito et al., 2000., Sanogo et al., 2019).



Clasificacion taxondmica

Reino: Mycetae
Division: Eucomycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Botrytis
Especie: B. cinerea

(Alexopoulus y Mims, 1996).

Caracteristicas morfologicas

El género Botrytis presenta micelio septado y quitina en la pared superior. Las
caracteristicas morfolégicas de B. cinérea aislado del cultivo de fresa presentan
conidiéforos septados, grandes y gruesos (aproximadamente de 10 um de diametro)
color café oscuro, ramificados en la parte distal, con apices hinchados y pequefios

esterigmas (Agrios, 2004).

Sintomatologia

En lechuga provoca lesiones acuosas las cuales aparecen en las hojas o en las
bases de los tallos, después conforme la enfermedad avanza, se puede observar
presencia de micelio de color grisaceo sobre los tejidos parasitados perdiendo su
valor comercial, el hongo cominmente esporula excesivamente, pudiéndose

observar abundantes conidioforos los cuales producen conidios, el patdgeno



también es capaz de formar estructuras de resistencia nombrados esclerocios en
las partes dafiadas de la planta (Saavedra et al., 2017). En condiciones de campo
y cuando hay mucha humedad en el ambiente, los conidiéforos y conidios de
Botrytis pueden ser visibles en los tejidos de las plantas senescentes, la infeccion
puede ocurrir principalmente en sitios donde hay heridas en las plantas (Chilvers y
Toit, 2006).

Sclerotinia sclerotiorum

El "'moho blanco” tienen como agente causal a Sclerotinia sclerotiorum, es un hongo
ascomiceto altamente destructivo de muchos cultivos, tiene un rango de huéspedes
bastante amplio ya que incluye a mas de 400 especies de plantas principalmente
dicotiledéneas, este hongo produce esclerocios, las cuales son estructuras
melanizadas de larga vida que ayudan a su reproduccién, estas germinan cuando
existen condiciones de alta humedad, para después comenzar con la infecciéon
(Hegedus y Rimmer, 2005).

En el cultivo de lechuga S. sclerotiorum tienen un gran impacto en la produccion ya
gue provoca marchites en las plantas disminuyendo el rendimiento y calidad del
producto (Rudolph et al., 2024). Este hongo secreta enzimas y toxinas, las cuales
degradan la pared celular, como el 4&cido oxalico, matan las células del huésped y
obtienen energia de ellas, tiene una distribucion mundial y causa grandes pérdidas

en diferentes cultivos de todo el mundo (Wang et al., 2019).

Clasificacién taxonémica

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Discomycetes

Orden: Helotiales
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Familia: Sclerotiniaceae
Género: Sclerotinia
(Bolton et al., 2006).

Caracteristicas morfologicas

S. sclerotium desarrolla esclerocios las cuales son estructuras duras, asexuales que
se encuentran en reposo, estan compuestas de células hifales que se entrelazan,
pueden llegar a vivir hasta 8 afios en el suelo, también varian de tamafio
dependiendo donde se encuentren, pueden llegar a tener 1 cm de espesor y algunos
otros exceder los 3.5cm de didmetro, en frijol solo llegan a medir de 2 a 10mm de
diametro, pueden germinar de dos formas; carpogénicamente o miceliGgenamente
(Erental et al., 2008).

Sintomatologia

La pudricion blanca es una las enfermedades mas frecuentes en el cultivo de
lechuga, regularmente en la época de otofio-invierno, la infeccion comienza desde
la raiz hacia el follaje, en el tallo se puede observar presencia de micelio y
esclerocios de color blanco que después de un tiempo se tornan de color negro
(Sepulveda, 2018).

Bremia lactucae

El mildiu velloso causado por el patdbgeno oomiceto Bremia lactucae es la
enfermedad mas importante de la lechuga la cual disminuye la calidad comercial del
cultivo, el hongo también afecta al cultivo en poscosecha, las estrategias para
mitigar el problema son usando variedades resistentes, el uso de fungicidas y

practicas agrondmicas que reduzcan el exceso de humedad (Parra et al., 2016).
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Clasificacion taxondmica

Reino: Stramenopila
Phyllum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Subclase: Oomycetidae
Orden: Peronosporales
Género: Bremia
Especie: B. lactucae
(Salazar, 2011).

Sintomatologia

Los sintomas se presentan como esporas de color blanco grisaceo en las hojas y
son visibles después de 8 a 14 dias de infeccion en la planta, sin embargo, también
influye la susceptibilidad de la planta y las condiciones ambientales, los factores
como la temperatura, la velocidad del viento, la humedad relativa, la radiacion solar,
la duracion de humedad en las hojas, son algunas variables que repercuten en el

proceso de dispersion, esporulacion e infeccion (Fall et al., 2015).

Erysiphe cichoracearum L

El mildiu polvoriento puede desarrollarse rapidamente en la lechuga en temporada
de calor y condiciones ambientales secas, el cultivo es mas susceptible cuando se
acerca a la madurez (Matheron y Porchas, 2008). La enfermedad se caracteriza por
presentar manchas pulverulentas en las hojas, las cuales contienen micelio de color
blanquecino y puede cubrir ambos lados, cuando el hongo se desarrolla
completamente puede cubrir la planta, manifestando otra tonalidad y causando

perdida de la calidad comercial (Godoy et al., 2018).

12



Morfologia

El micelio de E. cichoracearum es epifito, hialino, septado y de paredes delgadas,
las hifas son un poco rectas y flexuosas, el grosor de las células de las hifas varia
de 4 a 8 uymy el largo entre 40 y 90 um, los conidiéforos son largos. Los conidios
son incoloros, uninucleados, unicelulares, de paredes delgadas de forma de
elipsoide-ovoide a cilindrico-doliforme. Los tubos germinales terminan en un
apresorio el cual tiene forma de masa, el desarrollo del apresorio tarda entre 8 y 10

horas (Lebeda y Mieslerova, 2011).

Principales bacterias fitopatégenas que atacan al cultivo de lechuga

Xhantomonas spp.

La mancha bacteriana foliar de la lechuga causada por Xhantomonas aparecié por
primera vez en los Estados Unidos hace mas de 100 afios en el estado de Carolina
del Sur, a la enfermedad le favorece las condiciones célidas y humedas, también se
ve favorecida en donde hay cultivares de lechuga donde los suelos tienen gran
cantidad de materia organica, no se tiene el conocimiento concreto de su
propagacion sin embargo se cree que el principal vector es la semilla infestada
(Manzanero et al., 2022).

Morfologia

Bacteria con bacilos rectos, con un tamafio de aproximadamente 0.4 a 0.7 x 0.7 a
1.8 micras, su movilidad se debe a que tiene un flagelo polar, es una bacteria gran
negativa, aerobia, la temperatura para su desarrollo adecuado es de 25 a 30°C, las

colonias normalmente son amarillas de bordes lizos y viscosas (Garces, 1996).
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Sintomas

Las manchas normalmente son angulares esto debido a la limitacion de las venas
de las hojas, el color por lo regular es uniforme y no se encuentran signos de
patégenos vegetales, al inicio, el tejido puede parecer mojado, pero conforme pasa

el tiempo se seca y puede llegar a tener parentesco a papel (Riley et al., 2002).

Pseudomonas spp.

Patdégeno que inicialmente se alimenta de tejidos vegetales vivos y luego causa la
muerte de las células, Pseudomonas puede trasmitirse, a través de agua, semillas,
insectos y restos de plantas infectadas, una vez dentro de la planta puede
multiplicarse y producir toxinas que dafian los tejidos de la planta, las plantas
infectadas pueden presentar sintomas caracteristicos, como decoloracién en las
hojas, manchas necréticas en los frutos, es caracterizada por la capacidad que tiene
de solo infectar partes especificas de las plantas, como frutos y tejidos foliares
(Yang et al., 2023). Se desarrollan en un pH neutro y no crecen en condiciones
acidas, la temperatura Optima para su desarrollo es de 25 a 30°C, sin embargo,
pueden crecer desde 5 a 42°C (Pérez et al., 2015).

Morfologia

Bacteria gram negativa, puede tener forma de barras rectas o curvas, llega a tener
1 o varios flagelos polares, el tamafio aproximado esde 0.3a1.0x1.5a4.0 ym, es

muy comun que la bacteria habite en el suelo (Contreras, 2015).
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Sintomatologia

Tiene varios huéspedes, en lechuga provoca la mancha de barniz (también
conocida como pudricion de la nervadura central), desarrolla lesiones necréticas de
color marrén oscuro en las hojas internas, especialmente en lechugas que forman
cabezas, algunas veces también se llega a apreciar en nervaduras centrales y a lo
largo de las venas, ingresa a la planta a través de las estomas y se desarrolla entre
la epidermis y el mesofilo (Zboraslki et al., 2022). Los dafios pueden ser graves y
generalmente resultan en la pérdida del cultivo, la enfermedad puede aparecer

regularmente en lechugas que se acercan a la cosecha (Cottyn et al., 2009).

Pectobacterium sp. (Erwinia)

Fue descrita como Erwinia carotovora por Jones 1901, es una de las enfermedades
de mayor importancia en las hortalizas, ya que causa pudriciones en campo, durante

el almacenamiento y hasta en el transporte (Nazerian et al., 2013).

Morfologia

Es una bacteria anaerobia facultativa, gram negativa con bastones rectos, tiene
flagelos peritricos, el tamafio es de 0.5 a 1.0x 1.5 a 3uym aproximadamente. Algunas
especies de Erwinia producen enzimas peptoliticas y causan pudriciones blandas
en las plantas (como el grupo carotovora), sin embargo, algunas no producen

enzimas y causan marchitamientos o manchas necréticas (Contreras, 2015).

Sintomas
Los sintomas mas caracteristicos se presentan en la base del tallo, donde se

aprecia una pudricion blanda acuosa, conforme el tiempo pasa los tejidos se
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desprenden facilmente, dejando expuestos los tejidos vasculares, la planta se
marchita completamente y la raiz se desprende cuando la planta se arranca del
suelo, las plantas infectadas mueren en un lapso de 5 a 7 dias, las temperaturas
himedas y climas templados influyen en cuanto a incidencia y severidad del

marchitamiento (Estrada et al., 2000).

16



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El trabajo de investigacion se desarrolld6 en el laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Parasitologia, de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN).

Obtencion de muestras

Las muestras fueron tomadas de una parcela de lechuga cultivada a cielo abierto,
en enero del 2023 en el municipio de Quecholac, Puebla. Especificamente en
Palmarito Tochapan, con coordenadas 18°54'45.5" latitud Norte y 97°38’32.2°
longitud oeste, el muestreo fue dirigido a plantas que presentaban coloracién
amarillenta, achaparramiento, y sintomas de marchitamiento, posteriormente fueron
colocadas en bolsas de plastico, se sellaron y se colocaron en una hielera para

después ser trasportadas a la universidad y llevarlas al laboratorio de Toxicologia.

Aislamiento y purificacién de fitopatégenos

Los medios de cultivo utilizados fueron Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y Agar Nutritivo
(AN), los medios se prepararon con forme a las indicaciones de la etiqueta del
producto, una vez preparados se llevaron a la autoclave para ser esterilizados a 15
libras de presion (a una temperatura de 121°C) por 15 minutos. Se dejaron enfriar y
se vaciaron en cajas Petri bajo la campana de flujo laminar en condiciones de
asepsia, se dejaron reposar por 24 horas para que el medio solidificara y

posteriormente ser utilizados.

Para el aislamiento se lavaron las raices de las plantas con agua corriente para
eliminar exceso de suelo, se observo e identifico el tejido dafiado y sano para

realizar cortes de 0.5 a 1 cm con ayuda de un bisturi estéril. Para la desinfeccion
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del tejido se utilizd hipoclorito de sodio al 1% por un minuto y posteriormente se
enjuagaron en dos ocasiones en agua destilada estéril, las muestras se colocaron
en toallas de papel estéril para eliminar el exceso de humedad, se sembraron en
cajas Petri adicionadas con los medios de cultivo y se incubaron a una temperatura
de 25 °C + 2.

Transcurridas 48 horas después de la siembra se realizo la purificacion de hongos
mediante la técnica de punta de hifa en medio de cultivo PDA, asi como la
purificacion de las bacterias con técnica de estria simple en el medio de cultivo Agar

Nutritivo.
Identificacién morfolégica de hongos

Los aislamientos se identificaron de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas
mediante preparaciones en portaobjetos con azul de lactofenol para tefiir las
estructuras y micelio. La visualizacion se realizé a 4x, 10x y 40x en un microscopio
optico (Motic) y con ayuda de una cdmara de microscopio digital y software Dino-
lite utilizando las claves del manual de Barnett y Hunter (1998) y Leslie y Summerell
(2006).

Identificacién molecular de hongos

La extraccion de ADN de las cepas de hongos se realiz6 mediante el método de
Doyle y Doyle (1990) modificado, el producto de extraccion fue visualizado en un
gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se realiz6 a diferentes condiciones (Cuadro 4) utilizando el par de
iniciadores de secuencia ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), el producto obtenido fue visualizado en un gel de
agarosa al 1% mediante electroforesis y posteriormente se mandaron secuenciar
en dos direcciones (5-3" y 3°-5"), al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnologica A.C. los resultados obtenidos se compararon en el banco de genes del
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NCBI (National Center for Biotechnology Information), mediante el programa
BLAST.

Cuadro 4. Programas de reaccion de PCR, utilizados para la identificacion

molecular de los hongos aislados.

Paso del programa Tiempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 minutos 94°C 1
Desnaturalizacién 10 segundos 95°C
Alineamiento 30 segundos 57°C 30
Extensién 2 minutos 72°C
Extensidn final 5 minutos 72°C 1

Identificacidén de bacterias fitopatdogenas

Tincion de Gram

Se realizé en la campana de flujo laminar en condiciones de asepsia, con un asa
bacteriol6gica se tom6 una gota de agua y se coloc6 sobre el portaobjetos, después
con la misma se tomdé una pequefia muestra de la colonia de bacterias para
posteriormente colocarla sobre el portaobjetos, se mezclé en el agua hasta formar
una suspension y asi preparar un frotis, las muestras se dejaron secar y se
adicionaron con una solucién de cristal violeta transcurrido un minuto se decanté la
solucion y se agrego solucion de lugol sobre el frotis, el cual se dejo reposar por un
minuto posteriormente se decantd y se enjuago el portaobjetos con etanol en forma
de goteo constante durante 30 segundos, se realiz6 un segundo enjuague, con agua
destilada para finalmente agregar una solucién de safranina, la cual se dej6 actuar
por 30 segundos, se decant6 el colorante, se dejo secar y se observé al microscopio
a 40x y 100x (Rodriguez, 2006).
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Tincion de flagelos

Se realizé en la campana de flujo laminar, se coloc6 una gota de agua destilada
estéril sobre el extremo de un portaobjetos, se tomé con un aza bacterioldgica el
crecimiento bacteriano y se agrego a la gota de agua formando una suspension,
después se incling el portaobjetos logrando que la suspension se deslizara de un
extremo a otro, se dejé secar al aire, se agregaron algunas gotas de mordente,
cubriendo todo el recorrido de la gota y se dejé actuar por 5 min, una vez trascurrido
el tiempo se decantd y enjuago con agua destilada evitando que el agua cayera de
golpe sobre la preparacién, se adiciond una solucion de cristal violeta la cual cubrié
toda la preparacién y se dejé actuar por 2 minutos, finalmente se decantd y enjuagé
con agua destilada, se dejo secar al aire libre y se procedié a observar al

microscopio a 40x y 100x (Rodriguez, 2006).

Siembra de bacterias en medios de cultivo diferenciales (KB, YDC, CT)

Las bacterias se sembraron en medios diferenciales Medio King B (KB) y levadura,
dextrosa, carbonato de calcio (YDC) el método de preparacion se realiz6 de acuerdo

con las indicaciones del fabricante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién morfoldgica de los hongos

Se obtuvieron 11 aislados de los cuales el 90.9% se identificaron como Fusarium
oxysporum y unicamente el 9.09% como Alternaria alternata, todos afectando
diferentes partes de la planta (Cuadro 5).

Cuadro 5. Hongos aislados de las diferentes partes de las plantas con sintomas
de marchitamiento.

Localidad Génerol/ especie No. de Tejido aislado

aislamientos

Fusarium 4 Raiz
oxysporum
Palmarito Fusarium 2 Hoja
Tochapan, oxysporum
Quecholac, Puebla Alternaria sp. 1 Hoja
Fusarium 4 Tallo
oxysporum

Fusarium oxysporum

La mayoria de las cepas obtenidas de F. oxysporum sembradas en el medio de
cultivo PDA, presentaron un micelio abultado, algodonoso de coloracién blanca, sin
embargo, conforme al paso del tiempo fueron cambiando las tonalidades a un color
rosa claro, y algunas otras un tono mas oscuro, de color morado-purpura estos
resultados concuerdan con lo reportado por Retana et al., (2018), en cuanto a las
caracteristicas microscopicas se observé la presencia de macroconidias hialinas,
con tres septos, con 15.6-36.5 um de largo por 2.5-3.3 ym de ancho y abundante
produccion de microconidias, caracteristicas tipicas de F. oxysporum (Leslie y
Summerell, 2006).
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium oxysporum en medio de cultivo

PDA. A) micelio color blanco-purpura algodonoso, B) hifas, macroconidias y
microconidias, C) clamidiosporas intercalares, D) macroconidias.

Alternaria alternata

Las cepas de Alternaria en el medio de cultivo PDA presentaron micelio algodonoso,
medianamente aplanado, de coloracion gris a oscura con el paso del tiempo, al
reverso de la caja el medio de cultivo tomo una coloracibn negra, estas
caracteristicas coinciden con lo reportado por Fabrega et al, (2002),
microscopicamente el aislamiento present6 conidios ovoides, cafés, septados con
forma de raqueta, con una longitud entre 11.3-25.6 ym y 5.6-10.4 ym de ancho,
descripcién similar a lo reportado para el género Alternaria segun Barnett y Hunter
(1998).
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de Alternaria sp. En medio PDA. A) micelio
con coloracion negro-gris medianamente algodonoso, B) hifas con conidias, C, D)
conidias septadas.

Identificacién molecular
En la figura (3) se observan los productos obtenidos de las reacciones de PCR de
cuatro cepas y un testigo positivo, con un peso aproximado de 500pb.

1 2 3 4 5 6

1 Kpb

4,__
500 pb

Figura 3. Gel de agarosa de productos de PCR obtenidos a partir de ADN de F.
oxysporum y Alternaria sp.
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De acuerdo con la secuenciacion de las regiones ITS1 e ITS4 y la comparacion de
las secuencias en el banco de genes (Genbank) corroboramos la identidad de tres

cepas de F. oxysporum y una de A. alternata. (Cuadro 6).

Cuadro 6. Identificacion molecular de aislamientos de las secuencias
presentadas en el GenBank.

Cepa Especie % similitud Numero de acceso
1 Fusarium oxysporum 100% MT448905
2 Fusarium oxysporum 99.80% MW016600
3 Alternaria alternata 99.81% FJ809940
4 Fusarium oxysporum 99.80% MK370684

F. oxysporum fue descrito por primera vez por Matuto y Motashi (1967) en Japon,
como causante de la pudricién de raiz en lechuga, y desde entonces se convirtio en
un problema para los productores (Gordon y Koike 2015), los sintomas en campo
son marchitez, achaparramiento y amarillamiento, en las raices provoca una
coloracién rojiza y café, ocasionando la destruccion de los haces vasculares, los
sintomas iniciales se pueden observar a los primeros 30 dias de edad (Garibaldi et
al., 2007); se ha reportado que en cultivos en Florida la muerte de plantas ocurre
entre los primeros 30 a 60 dias después de la siembra con una incidencia de hasta
un 90% Murray et al., (2020), sin embargo, Pérez y Sebastian (2023) reportan estos
sintomas y ademas mencionan la presencia de chancros. Malbran et al., (2014)
sefalan los mismos dafios en lechugas cultivadas bajo condiciones de invernadero.
Estos sintomas coinciden con los observados en las muestras utilizadas para esta
investigacion. Gordon y Koike (2015). Mencionan los factores que favorecen el
desarrollo de la enfermedad, siendo la temperatura ambiente, la susceptibilidad del

cultivo y la densidad del inoculo en el suelo los mas importantes.

El patdbgeno F. oxysporum ha sido reportado afectando el cultivo de lechuga en
diferentes paises como Argentina, Arizona, Brasil e Italia (Matheron y Koike 2003;
Ventura y Costa 2008; GA et al., 2014; Gilardi et al., 2019), en México no existen
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reportes de afectaciones por este hongo en el cultivo, sin embargo, se ha aislado a

F. solani en suelo donde se cultiva lechuga en el estado de Puebla (Saez, 2015).

Fusarium oxysorum ataca variedad de cultivos provocando sintomas similares,
Elmer, (2015) reporta que en plantas de esparrago suelen aparecer dafios como
tallos amarillos, clorosis seguida por necrosis la cual termina matando al tallo, con
el tiempo los tejidos sanos se infectan y toda la corona muere. F. oxysporum es el
principal patégeno fungico en sandia y los sintomas mas caracteristicos son
marchites y necrosis vascular Vargas et al., (2023). Este patdgeno ademas de
afectar cultivos horticolas afecta a ornamentales, frutales, cereales y forestales
(Martin y Johnston, 2009; Moraga-Suazo, 2011; Gullinoa et al., 2015.

El hongo Alternaria alternata. provoca manchas en las hojas de lechuga, este hongo
suele transmitirse por las semillas (Muiiiz et al., 2018), estos resultados concuerdan
con los sintomas observados en las muestras utilizadas donde se aisl6 a la cepa de
A. alternata. En 2014 en el estado de California Koike et al., (2017) reportaron
plantas de lechuga infectadas por A. dauci, la cual presentaba sintomas de manchas
redondas y ovaladas, de 2 a 4 mm de didmetro de color blanco a tostado y con
borde marrén. Shi et al., (2019) reportan a A. brassicae y A. tagetica como agentes
causales de la pudricion de raiz en lechuga.

Identificacién morfoldgica de bacterias

Se obtuvieron dos aislados de bacterias con diferentes caracteristicas morfolégicas
y bioguimicas descritas en el cuadro (7). Ademas, presentaron diferentes tipos de
crecimiento en los medios de cultivo diferenciales, identificando con ello a
Pseudomonas sp. y Xhantomonas sp. cuadro (8), caracteristicas reportadas para
estos géneros segun Garces et al., (1996) y Hébert et al., (2021).

Pauwelyn et al., (2010) mencionan que Psedeumonas provoca sintomas como
manchas y pudricion del nervio central de la lechuga, por lo cual se le nombra
mancha de barniz o alquitran. Hikichi et al., (2013) reportan que esta bacteria invade
los espacios intercelulares de las hojas a través de las estomas provocando

pudricion. Los sintomas tipicos de Xhantomonas son pequefias lesiones hiumedas
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en las hojas que después se vuelven necroticas, afecta a la planta ya que reduce
calidad y rendimiento (Moriniére et al., 2020). En Arabia Saudita en el afio 2008 se
reporta por primera vez a X. campestris por Salehy y Ibrahim (2008), quienes
mencionan sintomas como lesiones pequefias, irregulares de tamafio de 2 a 5 mm

de didmetro aproximadamente, con coloracion verde palido a negra.

Cuadro 7. Caracteristicas generales para la diferenciacién de bacterias.

Colonia  Tincion de Tincion de  Catalasa Oxidasa Forma
Gram flagelos

Cepa 1 Negativa 1 flagelo polar  Positiva Negativo Bacilos

Cepa 2 Negativa Varios flagelos  Positiva Positiva Bacilos
peritricos

Cuadro 8. Caracteristicas de bacterias en medios diferénciales

Colonia Crecimiento en Crecimiento en Crecimiento en
KB YDC CT
Cepa 1 Negativa Colonia amarilla, Positiva
Xhantomonas sp. viscosa
Cepa 2 Presencia de Negativa Negativa
Pseudomonas sp. fluorescencia
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CONCLUSIONES

e A patrtir de los diferentes aislamientos en el cultivo de lechuga con sintomas
de marchitamiento, amarillamiento y pudricion radicular, se aislaron e
identificaron cepas de F. oxysporum, A. alternata, Pseudomonas sp. y

Xhantomonas sp.

e El principal género presente fue F. oxysporum con mas del 70% de aislados

obtenidos en diferentes partes de la planta.
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