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“...Y entonces, un dia, llegd una criatura cuyo material genético no era muy
diferente de las estructuras moleculares reproductoras de cualquier otra
clase de organismos del planeta, que dicha criatura llamé Tierra. Pero era
capaz de reflexionar sobre el misterio de su origen, de estudiar el extrafo y
tortuoso sendero por el cual habia surgido desde la materia estelar. Era el
material del Cosmos contemplandose a si mismo... Se llamé a si mismo
humano. Y ansio regresar a las estrellas”.

Carl Sagan
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RESUMEN

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary es un hongo ascomicete necrotréfico,
fitopatbgeno y cosmopolita. Ataca una gran variedad de cultivos
econdmicamente importantes, causando pérdidas que pueden alcanzar el
100% de la cosecha. El impacto de S. sclerotiorum sobre los cultivos depende
de la susceptibilidad de la planta hospedera y de las condiciones ambientales,
por lo que puede variar significativamente afio tras afo. Asimismo, la
dispersion de las ascosporas en la atmoésfera es la principal fuente de infecciéon
de la enfermedad; por ello, el monitoreo continuo de esporas dispersas en el
aire ofrece una medida directa del riesgo de infeccion antes de que ésta
ocurra. El uso de la trampa de esporas Hirst, junto con la prueba de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) han sido utilizadas con éxito para el
monitoreo y la identificacion de ascosporas de S. sclerotiorum en el Reino
Unido (Freeman et al. 2002). Este patégeno ataca cultivos agricolas en
diversos Estados de la Republica Mexicana, por lo que en este estudio se
evalu6 el método de monitoreo y deteccion por PCR del ADN de ascosporas
de S. sclerotiorum dispersas en la atmoésfera de cultivos agricolas. A partir de
esclerocios colectados en cultivos de col infectados con S. sclerotiorum, se
desarrollaron sus apotecios, los cuales produjeron ascosporas que fueron
liberadas al aire y colectadas con la trampa de esporas Hirst en experimentos
realizados dentro de un mini-tinel de viento. Posteriormente, se realizo la
purificacion del ADN de las ascosporas y su deteccion por PCR; de esta
manera, se verifico la especificidad y sensibilidad de las sondas SSFWD vy
SSREV (Freeman et al., 2002). El monitoreo y deteccion en campo con la
trampa de esporas Hirst se llevd a cabo en cultivos de frijol en riesgo de
infeccion. Los resultados mostraron que la deteccion molecular de S.
sclerotiorum fue positiva, determinandose la presencia de las ascosporas en el
aire cuatro semanas antes de que se observaran sintomas visibles de la

enfermedad en los cultivos de frijol.



INTRODUCCION

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary es un hongo ascomicete necrotréfico,
fitopatbgeno y destructivo de diversos cultivos econOmicamente
importantes. Presenta poca especificidad por lo que ataca a mas de 400
especies de plantas, principalmente dicotiledéneas; causando pérdidas que
alcanzan hasta el 100% de la cosecha (Purdy, 1979; Boland y Hall, 1994).

Este hongo es geograficamente cosmopolita y tiene una amplia
distribucion, desde regiones frias y humedas hasta zonas célidas y secas,
aunque se localiza principalmente en zonas templadas (Duncan et al.,
2006). Los brotes de esta enfermedad en zonas muy secas se producen
durante el verano en campos irrigados, ya que éstos proveen condiciones
microclimaticas favorables para el desarrollo de la enfermedad incluso

cuando el clima de la zona es desfavorable (Saharan y Mehta, 2008) .

Entre los cultivos que resultan afectados por esta enfermedad
destacan la lechuga, col, brécoli, frijol, papa, tomate, apio, garbanzos,
cartamo, soya, girasol, berenjena, chicharo, calabaza, canola, alfalfa,
jitomate, pepino, zanahoria, plantas de ornato y medicinales (Ferreira y
Boley, 1992; Duncan et al., 2006; Saharan y Mehta, 2008).

El impacto de S. sclerotiorum sobre los cultivos depende de la
susceptibilidad de la planta hospedera y de las condiciones ambientales, por
lo que puede variar significativamente afio tras afo. Es por ello que es
necesario el desarrollo de un método para el monitoreo y evaluacion
temprana del riesgo de infeccion como una estrategia para la planeacion de

un control oportuno 0, en su caso, evitar gastos innecesarios en la



aplicacion de fungicidas y otros tratamientos para combatir esta enfermedad
(Mac Neil et al., 1995; McCartney et al., 1997; Martin, 2000).

El monitoreo de esporas dispersas en el aire ofrece una medida
directa del riesgo de infeccion antes de que ésta ocurra. El uso de
muestreadores de aeroparticulas en conjuncién con técnicas moleculares
especificas, como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) han sido
utilizados con éxito para la identificacidon y monitoreo de especies de hongos
fitopatdogenas, como las ascosporas de S. sclerotiorum en Reino Unido
(Freeman et al., 2002). Debido a la importancia de este hongo como
patdgeno que ataca cultivos agricolas en diversos estados de la Republica
Méxicana, en este estudio se ha pretendido adaptar y adecuar este método
de deteccion molecular para las ascosporas de S. sclerotiorum dispersas en
la atmoOsfera de campos potencialmente en riesgo, con el propésito de
aplicar medidas de control antes de que las plantas presenten los primeros

sintomas de la enfermedad.



MARCO TEORICO

S. sclerotiorum es un hongo perteneciente a la familia Sclerotiniaceae
(Tabla 1), ubicada dentro del orden Helotiales del filum Ascomycota (Hibbet
et al., 2007). La familia Sclerotiniaceae presenta como caracter comun el
desarrollo de una estructura de resistencia denominada esclerocio, el cual

es un agregado hifal melanizado (Saharan y Mehta, 2008).

Tabla 1: Clasificacién de Sclerotinia
sclerotiorum

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Leotiomycetes

Orden: Helotiales

Familia: Sclerotiniaceae

Geénero: Sclerotinia

Especie: S. sclerotiorum

Las especies del género Sclerotinia se caracterizan por la formacion
de esclerocios en tejidos vivos o muertos de la planta hospedante ademas
del desarrollo de apotecios a partir de los esclerocios. Los apotecios tienen
forma de copa o de urna con largos pedicelos; dentro de los cuales se
forman ascas cilindricas o claviformes donde se desarrollan generalmente
ocho ascosporas elipsoidales, unicelulares y hialinas (Herrera y Ulloa,
1998).

Actualmente, se reconoce a S. sclerotiorum como un fitopatdgeno de

gran importancia mundial debida a su amplia distribucion, diversidad de



hospederos y pérdidas econdmicas (Saharan y Mehta, 2008). Es un hongo
homotalico, presenta hifas hialinas, septadas, ramificadas y multinucleadas.
El micelio puede ser de color blanco a canela en cultivo o in planta (Bolton
et al.,, 2006). Afecta a las plantas en cualquier etapa de su desarrollo,
incluyendo plantulas, plantas maduras y 6rganos cosechados durante su

transporte y almacenamiento (Agrios, 2004).

Enfermedad y sintomas

La enfermedad producida por S. sclerotiorum es conocida con una gran
variedad de nombres dependiendo de la zona geografica en donde se
desarrolle o el tipo de cultivo afectado. Los principales nombres que recibe
la enfermedad son: esclerotiniosis, pudricion humeda del tallo, moho blanco,
podredumbre blanda, podredumbre hiumeda y podredumbre del tallo, entre

otros.

Los sintomas causados por S. sclerotiorum varian dependiendo del
hospedero o de la parte del hospedero afectada y de las condiciones
ambientales. El sintoma temprano mas evidente y tipico de enfermedades
de S. sclerotiorum es la aparicion y crecimiento de micelio algodonoso de
color blanco sobre la planta infectada sobre la que se desarrollan, poco
después, estructuras de resistencia conocidas como esclerocios (Figura 1).
Los esclerocios son de color blanco al inicio de su desarrollo pero
posteriormente adquieren una coloracion negra. Pueden variar en tamafio
desde dos a diez o mas milimetros de diametro, y suelen ser alargados y

aplanados (Saharan y Mehta, 2008).



Figura 1: Lesiones de S. sclerotiorum en cultivos. a) Tallo de frijol con micelio de S.

sclerotiorum. b) Esclerocio de S. sclerotiorum formado en tomate.

Los tallos de plantas herbaceas y suculentas desarrollan primero
lesiones de color marrén palidas u oscuro en su base. Las lesiones son a
menudo cubiertas rapidamente por manchas de micelio blanco algodonoso.
En las primeras etapas de desarrollo de la lesion en el tallo, las hojas
pueden mostrar pocos signos de ataque del hongo y son facilmente
desapercibidas hasta que el hongo crece completamente a través de la raiz
y el tallo se pudre. A continuacion, el follaje por encima de la lesion se
marchita y muere rapidamente. En algunos casos, la infeccion puede
empezar en una hoja y luego pasar a la raiz a través de la hoja. Los
esclerocios del hongo pueden ser formados internamente en la médula del
tallo, y no mostrar signos de su presencia o pueden ser formados en el

exterior de la raiz donde son muy evidentes (Saharan y Mehta, 2008).

Las hojas y peciolos de las plantas como la lechuga, apio y
remolacha, colapsan repentinamente y mueren conforme el hongo infecta a
la base del tallo y las hojas inferiores. Rapidamente el hongo invade y se
propaga a traves del tallo, y la totalidad de la planta muere y se colapsa. Los
frutos carnosos, como el pepino, la calabacita, berenjena y vainas de

diversas semillas, entre otras, son atacados también por S. sclerotiorum ya



sea a través de su punto mas cercano al suelo, en el punto de contacto con
el suelo o por medio de sus flores senescentes. El hongo provoca una
pudricion hiumeda que se extiende desde la punta de la fruta o la vaina con
el resto del érgano que se pudre y finalmente se desintegra totalmente. El
micelio es de color blanco y los esclerocios normalmente pueden
observarse al exterior y en el interior de la vaina y frutas (Saharan y Mehta,
2008).

Ciclo de la enfermedad (ciclo de vida)

El ciclo de vida de S. sclerotiorum es relativamente simple comparado a
otros hongos como las royas (Figura 2). Su sobrevivencia a largo plazo esta
mediada a través de esclerocios, los cuales son estructuras multi hifales que
pueden permanecer en estado viable por periodos largos de tiempo bajo
condiciones desfavorables para su crecimiento; tienen una zona interna de
color claro llamada médula y una cubierta exterior de color negro llamada
corteza, la cual contiene pigmentos de melanina que lo hacen altamente
resistente a la degradacion, mientras que la médula estd formada por
células ricas en B—glucanos y proteinas. Su tamafio depende del lugar de
formacion ya sea dentro o sobre la planta (Bolton et al.,, 2006). Su
sobrevivencia es afectada por suelos con temperatura elevada y humedad,
ademas de la actividad microbiana. Los esclerocios que permanecen a una
profundidad de cinco a veinte centimetros en el suelo son viables y
producen apotecios después de tres a cinco afios, asegurando la
disponibilidad del patégeno cuando un cultivo hospedero es sembrado,
mientras que los que estan mas cerca de la superficie del suelo se
desintegran mas rapidamente. Sin embargo, los esclerocios no forman
apotecios a profundidades mayores de cinco centimetros y la cantidad de

éstos disminuye con la profundidad (Saharan y Mehta, 2008).
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Figura 2: Ciclo de vida de S. sclerotiorum (Saharan y Mehta, 2008)

Cuando las condiciones son favorables, los esclerocios germinan para
formar micelio o apotecios con ascosporas. Sin embargo, el potencial
infectivo del micelio esclerocial es bajo en comparacion al de las
ascosporas, ya que es poco probable que infecte plantas localizadas a mas
de dos centimetros del esclerocio del cual se origin6. Cuando los
esclerocios estan situados en un sustrato bajo en nutrientes y bajo ciertas
condiciones, pueden producir apotecios. Solo los esclerocios
precondicionados y funcionalmente maduros son capaces de producir
apotecios. Este precondicionamiento o maduracion fisiolégica sucede
durante el invierno, cuando hay humedad constante y las temperaturas son
frias (4-20°C). Los esclerocios pueden germinar para producir micelio o
apotecios dependiendo de las condiciones ambientales. Los apotecios

producen ascosporas, las cuales son la principal fuente de infeccion en la



mayoria de las plantas hospederas (Bolton et al., 2006; Hao et al., 2003;
Nelson, 1998). Para que la germinacion carpogénica ocurra, los esclerocios
deben estar en la superficie 0 hasta cinco centimetros de profundidad del
suelo. Cuando los esclerocios comienzan a germinar, se forman los
estipites del apotecio, los cuales pueden formarse en presencia 0 ausencia
de luz. Sin embargo, la luz es indispensable para estimular la formacién de
los discos que contienen esporas en la parte terminal de los estipites.
Debido a que éstos no llegan a medir mas de cinco centimetros, solo los
esclerocios ubicados dentro de los cinco centimetros proximos a la
superficie logran completar la produccion de ascosporas (Saharan y Mehta,
2008).

Las ascosporas requieren de energia exdgena para poder infectar
tejidos sanos como hojas, vainas o tallos. Las estructuras senescentes o
dafiadas de la planta, asi como las flores, pueden proveer la energia
exdgena necesaria para iniciar la germinacion del micelio y posterior
infeccion. La infeccion ocurre cuando las ascosporas germinan sobre
plantas muertas, tejidos vegetales senescentes o pétalos de flores (Tu,
1997). Esto se debe a que las ascosporas no son capaces de infectar
tejidos sanos. Al infectar tejidos senescentes, el hongo obtiene una base de
nutrientes que requiere para sintetizar acido oxalico y enzimas degradantes
de la pared celular de las plantas como la poligalacturonasa (SSPG1) y la
proteasa (ASPS), los cuales matan las zonas adyacentes de tejido sano
dentro del cual el patégeno puede desarrollarse facilitando el esparcimiento
del hongo después de 72 horas. Las ascosporas pueden sobrevivir por mas
de siete meses bajo condiciones de poca humedad y pueden germinar a —
91 bars, con un intervalo de temperatura de 10 a 30°C. (Hegeus y Rimmer,
2005; Saharan y Mehta, 2008).



El micelio ascosporico produce un apresorio cuando se encuentra
en contacto con tejido sano susceptible. La penetracion ocurre por la ruptura
mecanica de la cuticula del hospedero por medio de una hifa pequefa
llamada “hifa de infeccion”; aunque también puede darse a través de los
estomas (Lumsden, 1979). Después de penetrar en la planta hospedera, el
hongo crece en sus tejidos causando la muerte de las células conforme
avanzan las hifas invasoras. La infeccion secundaria se produce al contacto
de una planta afectada con una sana. Las plantas mas suculentas son
claramente mas afectadas y de una manera mas rapida que aquellas que

tienen una pared celular lignificada (Saharan y Mehta, 2008).

Las infecciones iniciales severas tienden a ser autolimitantes, ya que
la planta pierde el dosel para proveer el microclima necesario para continuar
la infeccion. Sin embargo, la germinacion continua de los esclerocios y las
descargas continuas de ascosporas de cada apotecio asegura un potencial
de infeccion adecuado por un periodo de tres a cuatro semanas (Steadman,
1983).

Después de desarrollarse dentro de los tejidos del hospedero, el
micelio produce esclerocios de manera externa en las diferentes partes
afectadas de la planta o internamente dentro de la corteza del tallo, en

cavidades, cavidades frutales o entre los tejidos de la planta (Purdy, 1979).

Dispersion de ascosporas
Las ascosporas de S. sclerotiorum se forman dentro de los apotecios
durante su proceso de maduracion. Los apotecios inmaduros tienen pocas
ascosporas, pero se ha estimado que un apotecio maduro puede descargar
hasta 2.3 x 10° ascosporas durante una semana o méas bajo condiciones

favorables. Cuando los apotecios alcanzan su desarrollo completo ocurre su



liberacion, en donde la tasa de descarga de ascosporas se incrementa a un
maximo que se mantiene brevemente y luego declina gradualmente. Las
ascas individuales contindan liberando las ascosporas muchos segundos
después de la descarga principal (Figura 3) (Schwartz y Steadman, 1978;
Saharan y Mehta 2008).

Las ascas maduras descargan las ascosporas en el aire a una
distancia de un centimetro o mas, habilitando a las ascosporas a escapar de
la capa limite laminar del aire, ubicada cerca de
la superficie del suelo, para poder alcanzar el aire
mas turbulento de la capa de arriba. Las
ascosporas son liberadas continuamente en
rafagas de 0.1 s de duracion, formando columnas
elongadas de ascosporas en el aire sobre el
apotecio; estas descargas masivas aseguran que
al menos algunas ascosporas sean llevadas lejos
por cualquier corriente de aire presente (Saharan
y Mehta, 2008).

Figura 3. Liberacién de ascosporas de S. sclerotiorum

Los experimentos realizados en campo han mostrado que se liberan
mas ascosporas cuando prevalece un clima célido y ventoso mientras los
apotecios permanecen turgentes; en cambio, se liberan pocas ascosporas
en un clima lluvioso y himedo. La lluvia evita que las ascosporas sean
descargadas en el aire, de hecho, las ascosporas se difunden dentro de las
peliculas de agua presentes en los apotecios durante los bafios de lluvia y
son eventualmente depositadas en el suelo (Kruger, 1975; Saharan y
Mehta, 2008).



Después de ser descargadas por los apotecios, las ascosporas
pueden ser acarreadas por el aire en condicion viable a lo largo de varios
kilbmetros. Ademas, estudios realizados con trampas de esporas han
mostrado que las ascosporas se pueden encontrar a mas de 150
centimetros de la superficie del suelo lo que proporciona suficiente
evidencia de que éstas pueden ser transportadas a grandes distancias por
el viento (Williams y Stelfox, 1979). Como resultado, la dispersion de
ascosporas esta dada por dos factores principales: en primer lugar, debe
haber al menos un poco de viento para llevar las ascosporas a hospederos
susceptibles; en segundo lugar, el dosel del cultivo por si mismo, puede
evitar que las ascosporas ingresen en las corrientes de aire entrantes sobre
el cultivo, por lo que diferentes cultivos tienen diversas habilidades para

restringir el movimiento de las ascosporas (Saharan y Mehta, 2008).

Sobrevivencia de ascosporas
Las ascosporas sobreviven mas cuando estan secas, indicando que su
sobrevivencia estd determinada por una estrecha relacion entre la
temperatura y la humedad. Las ascosporas pueden sobrevivir hasta 12 dias
en el campo; sin embargo, éstas permanecen viables de dos a cinco meses
bajo condiciones de invernadero. En general, la mortalidad de las
ascosporas aumenta conforme se incrementa la temperatura y la humedad

relativa (Caesar y Pearson, 1983; Saharan y Mehta, 2008).

Epidemiologia
La epidemiologia de S. sclerotiorum obedece a varios factores: la cantidad
de in6culo en el suelo, susceptibilidad del cultivo, lluvia, humedad del suelo,
ancho de las hileras de cultivo y su densidad (Tu, 1997). Por otro lado, su

impacto depende de la planta hospedera, de las condiciones climéticas y del



tiempo de liberacion de las ascosporas, las cuales pueden variar

significativamente afio con afio (Freeman, et al. 2002).

Existen cuatro formas principales de propagacion del hongo. La mas
comun es la infeccidbn en cultivos susceptibles al ataque de ascosporas
provenientes de campos adyacentes infestados; el hongo produce entonces
esclerocios en esas plantas y algunos son vertidos al suelo en el momento
de la cosecha. Se sabe también que restos o particulas de suelo y plantas
infectadas que son transportadas por el aire contaminan los cultivos
contiguos. Asimismo, la maquinaria contaminada, el removimiento de suelo
como el barbecho, asi como la lluvia e irrigacion de agua, pueden introducir
y transportar los esclerocios a campos no infectados. Otra forma de
diseminacién del hongo en cultivos es a través de semillas contaminadas
(Nelson, 1998; Saharan y Mehta, 2008).

Gama de hospederos
S. sclerotiorum se encuentra entre los patdégenos de plantas mas
inespecificos, omnivoros y exitosos. El indice de hospederos mas reciente
para este patdégeno elaborado por Boland y Hall (1994) contiene 75 familias
de plantas, 278 géneros, 408 especies y 42 subespecies o variedades,
aungue se han reportado nuevas especies de hospederos desde 1990 a la
fecha. La determinacion de la gama de hospederos de este patdégeno es
esencial para identificar el potencial de resistencia de enfermedad,
consolidar el conocimiento de la especificidad del patégeno y su evolucion.
Excepto por una especie de la Division Pteridophyta, todos los hospederos
de S. sclerotiorum se presentan en las clases Gymnospermae Yy
Angiospermae de la Division Spermatophyta. La mayoria de los hospederos

son plantas herbaceas de la subclase Dicotyledoneae de la clase



Angiospermae, aunque también se presentan en la subclase

Monocotyledonae.

Distribucion geografica
La distribucion de este fitopatogeno es cosmopolita, debido a la amplia
gama de hospederos que presenta y de la facilidad de adaptacion a
diversos climas. Se puede localizar en todos los continentes, excepto
Antértida (Figura 4).

. Distribucion de
5. sclerotiorum {Saharan, 2008)

Figura 4: Mapa de distribucion mundial de S. sclerotiorum basado en Saharan y Mehta, 2008.

En México se tienen reportes de infeccion por S. sclerotiorum en
cultivos de frijol (Phaseolus vulgaris) en el norte de Sinaloa (Expo Agro
Sinaloa, 2003), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) en el sureste del
Estado de México (Cruz-Alcala, 2000), lechuga (Lactuca sativa L.) en
Tenango del Valle, Edo. de México (Osorio, et al. 2005) y en el Distrito
Federal (SAGARPA, 2008); asi como de mani forrajero (Arachis pintoi) y
girasol (Helianthus annus) en diversas regiones del pais (Romero, 1993;
Fucikovsky, 1975).



Pérdidas economicas

Las pérdidas en la produccion ocasionadas por S. sclerotiorum en cultivos
susceptibles pueden variar y alcanzar el 100% (Purdy, 1979). En cultivos
vegetales y frutales, las pérdidas son debidas al dafio por pudricion en el
campo antes de la cosecha y por la pudriciébn en las bodegas cuando el
producto ya ha sido cosechado. En cultivos de semillas, la produccion se
reduce debido a la reduccion en el tamafio de la semilla por la afeccidn
temprana de la enfermedad en los cultivos y por el reemplazo de las
semillas por esclerocios o la mezcla de éstos en bodega (Saharan y Mehta,
2008).

Las pérdidas en cultivos causadas por S. sclerotiorum alcanzan
varios millones de délares anuales. Estas son directas por la pérdida de la
produccién e indirectas por la mala calidad, sin contar con el abandono de
los campos de cultivo. En México se tienen referencias de pérdidas de
hasta 20% en girasol (Fucikovsky, 1975), 60% en frijol (Verdugo, 1978),
30% en lechuga (Gutierrez, 1980) y del 20 al 95% en tomate de cascara
(Cortés, 1995).

El impacto ecoldgico, econdémico y social que ocasiona esta
enfermedad hace necesaria la toma de medidas para su vigilancia y
tratamiento oportuno. Una herramienta importante para su control, debido a
su enorme capacidad de diseminacion a través del aire, es el monitoreo de
ascosporas dispersas en la atmosfera, ya que permite conocer el impacto
potencial de infeccion de este hongo para tratar la enfermedad a tiempo.
Los métodos empleados para la realizacion de este tipo de observaciones
son parte del campo de estudio de una ciencia multidisciplinaria: la

Aerobiologia.



Aerobiologia

La Aerobiologia es considerada como un campo cientifico
multidisciplinario, que abarca grandes areas de las ciencias basicas y
aplicadas. La Aerobiologia se encarga del estudio de la liberacion,
dispersién, suspension en el aire y la deposicion de particulas de origen
biolégico y su impacto en los organismos vivos y su ambiente,
comprendiendo los factores meteoroldgicos y biologicos que influyen en el
movimiento de las bioparticulas en la atmdsfera (Lacey y West, 2007,
Frenguelli, 1998; Red Espafiola de Aerobiologia, 2002). Esta rama de la
Biologia se encarga de estudiar las particulas biolégicas presentes en el
aire, tanto al aire libre (extramuros) y el interior (intramuros). Algunos
organismos estan adaptados para el transporte a través del viento; sin
embargo, algunos viajan incidentalmente. El principal incentivo para el
desarrollo de la Aerobiologia como disciplina cientifica ha sido la necesidad
de entender la dispersion de las enfermedades del hombre, los animales y
las plantas para tratar de prevenirlos; por lo tanto, la dispersion de polen y
esporas han sido de principal interés. La Aerobiologia no sélo requiere una
comprension de la diversidad bioldgica de las particulas que son movidas
por el aire, sino también de la fisica, para explicar la dinAmica atmosférica
con la que se mueven las particulas suspendidas en el aire (Lacey y West,
2007; Frenguelli, 1998).

Las aeroparticulas de origen biolégico varian en tamafno desde 1 a
>200 micras, son transportadas por el aire de forma pasiva y pueden incluir
virus, bacterias, hongos y fragmentos de hongos, esporas, fragmentos de
liguenes y sus esporas, protistas (protozoos, algas y diatomeas), esporas
de las plantas (por ejemplo, de musgos y helechos), polen, plantas y
pequefios fragmentos de semillas, invertebrados (nematodos, &caros,

arafias e insectos) y sus fragmentos, la materia fecal, ademas de la piel,



pelo, moco y excrementos secos de animales mas grandes. Por otra parte,
se pueden encontrar sustancias quimicas volatiles en el aire, que pueden
proceder de fuentes bioldgicas, como son los metabolitos de procesos tales
como la descomposicion, fermentacion o la produccion de toxinas (Lacey y
West, 2007). Se ha estimado que mas del 25% de las aeroparticulas
suspendidas en la atmosfera estan conformadas por material biolégico.
Algunos hongos, bacterias y virus que se encuentran suspendidos en la
atmosfera son los agentes causales de enfermedades de humanos, plantas
y animales, los cuales pueden tener graves consecuencias econémicas, de

salud y ecoldgicas (Peccia y Hernandez, 2006).

Aerobiologiay propiedades de la atmdsfera

Para comprender el movimiento de las aeroparticulas, es necesario conocer
las propiedades de la atmésfera terrestre: la presion barométrica, la
densidad del aire y la temperatura; ésta ultima disminuye conforme se
incrementa la altura sobre la superficie de la Tierra. En la Figura 5 se
muestra un perfil con las capas de la atmosfera en una escala de altitud
logaritmica. Se observan variaciones considerables en los limites de las
capas dependiendo del clima: a) dia soleado, b) dia nublado con aumento
de viento o c) noche clara. La capa limite laminar es una capa
microscopicamente delgada que rodea la superficie terrestre y todos los
objetos que estan sobre ella. El grosor de la capa varia con la velocidad del
viento y la rugosidad de la superficie; puede ser menor a un milimetro o
hasta de diez centimetros en un dia nublado y con viento, o incluso de diez
metros en una noche clara y en calma. Las pequefas aeroparticulas
biolégicas deben atravesar esta capa para lograr su dispersion por
corrientes de aire mas altas. Encima de esta capa se encuentra la capa
limite turbulenta a través de la cual ocurre la mayor dispersion de particulas,

en donde la velocidad del viento aumenta linealmente con la altura. El



grosor de esta capa aumenta al incrementarse el viento y puede alcanzar
hasta 150 metros en dias soleados. El dinamismo de las corrientes de esta
capa cambia constantemente con la ubicacion, el clima, la estacion y la hora
del dia. La capa de turbulencia exterior es el limite hasta el cual los
organismos pueden ser acarreados por la turbulencia mecéanica. Estos
factores tienen diferentes efectos sobre la produccion, transporte y
deposicion de las aeroparticulas, incluyendo las de origen biolégico
(Gregory, 1973; Lacey y West, 2007).
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Figura 5: Representacion de un perfil de las capas de la atmdsfera en una escala

de altitud logaritmica



Antecedentes Histéricos de la Aerobiologia

Para poder alcanzar el conocimiento actual de los procesos aerobiolégicos,
fue necesario el trabajo de muchos cientificos a través del tiempo. Los
antecedentes de esta disciplina se remontan a Hipocrates (460-377 a.C.)
quien sostuvo que los hombres eran atacados por fiebres epidémicas
cuando ellos inhalaban “aquellos contaminantes que eran hostiles a la raza
humana”. Por su parte, Lucrecio en 55 a.C. observé polvo a través de un
rayo de sol, lo que le permitid deducir que habia particulas moviéndose en
el aire, las cuales podrian ser agentes causales de pestes y otras
epidemias. Sin embargo, a pesar de las primeras observaciones, tuvieron
gue pasar mas de 1500 afios para que los cientificos comenzaran a darse
cuenta de la diversidad de particulas biol6gicas presentes en el aire
(Gregory, 1973).

Leeuwenhoek reportd6 en 1680 la observacion de organismos
microscopicos, los cuales “podrian ser acarreados por el viento junto con las
particulas de polvo que flotan en el aire”. Asimismo Micheli, sembrando
esporas de mohos en trozos de fruta, observé que algunas muestras control
se contaminaban. De esta manera, en 1729, concluy6é que las esporas de

los mohos se dispersan a través del aire (Gregory, 1973).

Koelrueter fue el primero en reconocer la importancia de la
polinizacién de algunas plantas por la accion del viento en 1766. Sprengel,
por su parte concluyé en 1773 que las flores que carecen de corola son
polinizadas de manera mecénica por la accion del viento, ya que producen
grandes cantidades de polen, el cual es muy ligero y facilmente
transportable. Knight reporté en 1799 que el viento podia transportar el

polen a grandes distancias (Gregory, 1973).



Para los inicios del siglo XIX se reconocié que el polen de diversas
especies de plantas y las esporas microscopicas de helechos, musgos,
hongos y protistas eran liberados cominmente en el aire y transportados

por el viento (Lacey y West, 2007).

Ehrenberg, en sus memorias publicadas de 1822 a 1858, acumulé
evidencia de que particulas microscopicas pueden ser acarreadas por el
viento en estado viable. Encontré 65 clases de organismos en el polvo

colectado por Charles Darwin durante su viaje en el Beagle (Gregory, 1973).

Louis Pasteur (1862) descarto la teoria de la Generacién Espontanea,
mostrando que la infeccion es causada por gérmenes. Desarroll6 un filtro de
algodoén para extraer polvo suspendido en el aire para su observacion al
microscopio. Demostré visualmente la existencia de esporas en el aire,
puntualizando que su concentracion debe ser medida mientras se encuentra

en suspension y no después de su deposicion en superficies.

Durante la segunda mitad del siglo XIX, el trabajo bacteriol6gico en
laboratorios permiti6 identificar las causas de las enfermedades en

humanos (Lacey y West, 2007).

Koch, identificO en 1883 la causa del antrax, tuberculosis y colera.
Sus postulados proporcionaron un método para confirmar que una
enfermedad es causada por un solo organismo en particular (Gregory,
1973).

Asimismo, en 1870, Maddox inventd el “aeroconiscopio”, un
muestreador de aeroparticulas, el cual consistia en un embudo cénico con

la boca dirigida hacia el viento por una veleta y terminando en una boquilla,



detrds de la cual, el polvo del aire era impactado en una cubierta
microscopica de cristal pegajoso. Tres afios mas tarde, Cunningham
desarrolld el uso del aeroconiscopio en dos carceles de Calcuta donde
persistian epidemias de célera y fiebres. A pesar de no encontrar una
correlacion entre los resultados del muestreo y las enfermedades, se

pudieron observar numerosas esporas de hongos y polen (Gregory, 1973).

Sin embargo, en 1871, Miquel fue el primero en hacer una
investigacion a largo plazo de los microorganismos presentes en la
atmosfera por medio de métodos volumétricos. Utiliz6 una bomba de agua
para producir una succién de 20 litros de aire por hora a través de un orificio
donde finalmente se impactaba en un portaobjetos cubierto de glicerina.
Observo que la cantidad de bacterias medidas en el centro de Paris fueron
mucho mas altas que en el parque; sin embargo, fueron ain mayores en la
zona de viviendas y en los hospitales. De esta manera, demostré que
diversas enfermedades epidémicas son causadas por bacterias (Lacey y
West, 2007)

En 1884, Hesse disefié un sistema para contar microorganismos, el
cual consistia en un tubo estrecho recubierto en su interior de gelatina
nutritiva que permitia su crecimiento. Tras sus observaciones en cuanto a la
relacion de abundancia de mohos y bacterias, logréo determinar que las
esporas de hongos se encuentran usualmente en el aire como particulas
individuales, mientras que las bacterias se encuentran como grandes

agregados o adheridas a las particulas de polvo (Gregory, 1973).



La Aerobiologia como disciplina

En la década de los treinta, Meier utiliz6 por primera vez la palabra
Aerobiologia para definir a la disciplina que estudia los organismos y

particulas biologicas presentes en el aire (Lacey y West, 2007).

Esta rama de la Biologia ha recibido grandes contribuciones durante
los ultimos 60 afios. Los cientificos de Rothamsted Research (Estacion
Agricola Experimental) del Reino Unido, han hecho una importante
contribuciéon a la Aerobiologia principalmente con respecto al estudio
epidemioldgico de las enfermedades de las plantas. Gregory, quien ha sido
llamado “el padre de la Aerobiologia moderna”, observé la dispersion de
hongos patdgenos de plantas y los factores que la afectan. Estudid la
velocidad terminal de las esporas, su difusion, dispersion, transporte por el
viento y deposicion. Los mdltiples factores involucrados en el muestreo en
campo, llevé a Gregory a construir un tunel de viento para poder controlar
variables como la velocidad, y asi probar la eficiencia del muestreo de
trampas de esporas como el impactador en cascada, el cual era un aparato
gue esta disefiado para muestrear y separar las aeroparticulas dependiendo
de su diametro (Lacey y West, 2007; Madelin, 1994). Su trabajo fue
retomado por Stedman, Hirst y Last, estableciendo la unidad estandar para
la medicion de esporas del aire en: nimero de esporas/metro cubico de aire
(Lacey y West, 2007).

Hirst (1952) advirtid que las esporas colectadas en las trampas como
el impactador en cascada se sobrecargaban rdpidamente con las muestras,
lo que dificultaba el trabajo de conteo. Resolvid este problema con una
nueva trampa en la que a través de un solo orificio se succionaba el aire,

impactando las particulas del aire sobre una superficie pegajosa, la cual se



movia utilizando un reloj mecéanico. El deposito de particulas resultante
pudo ser medido, ademas de que se logro calcular la hora aproximada de
muestreo, su periodicidad y su relacion con eventos meteoroldgicos. La
velocidad de succion se establecio en 10 litros de aire por minuto para
facilitar el muestreo; ademas se le colocé una veleta, la cual orienta la

boquilla de succion en la direccion contraria del viento.

El gran potencial de la trampa de esporas Hirst llegb a ser
ampliamente apreciado, el disefio fue mejorado y en 1966, Burkard
Manufacturing Co. UK, comenz6é a producir la trampa de esporas de
muestreo volumétrico de siete dias, a la que llamo trampa de esporas Hirst
(Figura 6) (Lacey y West, 2007).
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Figura 6: Trampa de esporas Hirst de 7 dias (Lacey y West, 2007)



Edmonds y Benninghoff (1973) publicaron el concepto de la Ruta
Aerobiolégica como un meétodo sencillo para explicar las diferentes etapas
del transporte de los organismos a través del aire. Este concepto fue
establecido y expuesto por Edmonds (1979) y Cox (1987). Los procesos
implicados son la produccion y liberacion de las particulas bioldgicas, su

dispersidn a través el aire y el impacto de su deposicion sobre el sustrato.

Isard y Gage (2001) proponen el concepto de “Proceso Aerobioldgico”
basandose en el trabajo de Edmonds y Benninghoff (1973). Este modelo
conceptual se compone de cinco componentes 0 @ etapas:
precondicionamiento en un area de fuente, liberacién y ascenso, transporte
horizontal, descenso y deposicion, e impacto en el area de destino (Figura
7). Estas etapas pueden ser aplicadas para todo tipo de aerobiota, desde
microorganismos hasta aves. El sistema provee una forma datil de
conceptualizar las complicadas interacciones biolégicas y metereologicas
gue gobiernan el movimiento de las bioparticulas y organismos en la
atmosfera. Esto involucra al sistema en el cual los organismos viven,
incluyendo las ecorregiones de fuente y destino; asi como el ambiente
atmosfeérico durante su transporte y el conocimiento sobre la estructura del

sistema y su comportamiento.
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Figura 7: El proceso aerobiolégica (Isard y Gage, 2001)



Gran parte de los primeros trabajos de Aerobiologia se hicieron al aire libre,
pero con énfasis en la salud y la seguridad, sin embargo, parte de la
investigacion esta actualmente centrada en los ambientes interiores
(Flannigan et al., 2001) y realizandose también diversos estudios para el

monitoreo de enfermedades en plantas (West, et al. 2008)

Muestreadores de aeroparticulas utilizados en Aerobiologia
Se han disefiado diversos tipos de muestreadores para colectar las
particulas biologicas presentes en el aire. Sus disefios son diferentes y su

uso depende del objetivo de la investigacion:

[0 Trampa de esporas Hirst de 7 dias. Muestrea aeroparticulas a una

tasa de 10 I/min por impactacion en una cinta adhesiva, la cual se
mueve a través de la toma de aire a dos milimetros por hora, para

proporcionar una registro continuo de las esporas del aire (Figura 8a)

O Muestreadores de brazo giratorio (Rotorod). Funcionan con una tasa

de muestreo de 50 a 200 | / min (dependiendo de las dimensiones de
los brazos) y colectan particulas por impactacion en el filo de los
brazos verticales que rotan a 50 km / h, los cuales estan recubiertos

con cinta adhesiva: (Figura 8b)

O Impregnador en liguido de varias fases. Muestrea aire a 10 | / min

sobre una superficie de vidrio que se mantiene humeda con un

amortiguador liquido para la coleccion de aeroparticulas (Figura 8c).

O Muestreadores de ciclon en seco sencillo y multi-viales Burkard.

Funcionan a 16,5 | / min y son de alta eficiencia para la toma de



muestras particulas desde 1 um de didmetro. La toma de aire es
perpendicular al cilindro de metal que dirige el flujo de aire
tangencialmente hacia la parte superior del cilindro, mientras que la
parte inferior del cilindro tiene un vial desmontable de 1.5 ml en el que
las esporas se depositan debido a que la direccion del aire cambia
cuando el flujo de aire deja el cilindro a través de su eje central
(Figura 8d).

O Muestreadores de particulas viables (Andersen). La muestra de aire

pasa a través de una serie de etapas que colectan progresivamente
particulas mas pequefias de forma selectiva. Estas son depositadas
sobre cajas Petri conteniendo agar especifico para colectar hongos o
bacterias y medirlas como unidades formadoras de colonias (UFC por
m ° de aire muestreado) Alternativamente, se pueden utilizar las

cintas adhesivas entre las etapas para colectar esporas para su

identificacion visual (Figura 8e).

Figura 8: Muestreadores utilizados en Aerobiologia: a) Trampa de esporas Hirst de 7
dias b) Muestreador de brazo giratorio (Rotorod) c) Impregnador en liquido de varias
fases d) Muestreadores de ciclébn en seco sencillo y multi-viales (Burkard) e)

Muestreadores de particulas viables (Andersen).

Los nuevos avances en Aerobiologia han reducido el énfasis en la

identificaciébn visual de aeroparticulas, y han implementado métodos



automatizados de deteccion y cuantificacion. Las técnicas de colecta de
aeroparticulas son similares; sin embargo, los métodos de identificacion se
han diversificado (Williams et al., 2001; Calderon et al., 2002; Fraanije et al.,
2005)

El uso de inmunoensayos para la deteccion de aeroparticulas
biolégicas ha sido desarrollado; sin embargo, la aplicacion de estos
métodos es restringida por la dificultad de desarrollar anticuerpos con la
especificidad requerida. No obstante, los métodos de deteccion basados en
ADN ofrecen un gran potencial para una deteccion altamente sensible y

especifica (Williams et al. 2001).

Recientemente, se ha utlizado como método alternativo de
identificacién, la deteccion de aeroparticulas biolégicas mediante la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mac Neil et al., 1995;
Putnam, 1995; McCartney et al, 1997; Martin, 2000; Williams et al., 2001,
Calderdn et al., 2002, Freeman et al., 2002).

-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En los dltimos quince afos, las técnicas utilizadas para estudiar
microorganismos en el ambiente se han expandido notablemente, debido a
la habilidad de detectar e identificar microorganismos y virus por la
comparacion de secuencias de ADN y ARN. Estos avances han sido
posibles gracias a la prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en Inglés), la cual es una reaccidén enzimatica en la
gue una secuencia de ADN (usualmente un gen especifico o una porcion de
gen) es seleccionada y se amplifican multiples copias (Peccia y Hernandez,
2006).



El segmento de ADN que sirve de molde no requiere necesariamente,
encontrarse en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas

complejas, como ADN de muestras aéreas (Satz y Kornblihtt, 1993).

El método se basa en la realizacion de tres reacciones sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten
ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. En el primer paso, la muestra se
calienta, hasta lograr la separacion de las dos cadenas que constituyen el
ADN, hecho que se conoce como desnaturalizacion. En el segundo paso, la
temperatura se reduce para permitir el apareamiento de cada una de dos
cadenas cortas de nucleotidos denominadas oligonucleotidos con cada una
de las hebras separadas del ADN molde. Los oligonucleotidos, conocidos
también como “iniciadores”, son segmentos de ADN de cadena simple,
sintetizados en el laboratorio y disefiados de manera tal que permiten definir
los limites de la secuencia de ADN que se desea amplificar. Para que se
pueda producir el apareamiento, cada uno de los oligonucleétidos deben ser
complementarios de la secuencia al que tienen que unirse en las cadenas
separadas del ADN molde. En la tercera reaccion, una enzima ADN
polimerasa extiende los iniciadores, en el espacio comprendido entre
ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las hebras del ADN
molde. Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucledsidos trifosfato
(dNTPs) agregados a la mezcla de reaccion. La temperatura a la que se
realiza el tercer paso esta condicionada por aquélla a la cual "trabaja" la
enzima ADN polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones
(desnaturalizacion, apareamiento, extension) el tramo de ADN elegido se ha
duplicado y el doble de su cantidad original se encuentra disponible para ser
nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la aplicacién de

numerosos ciclos "en cadena" da lugar a la amplificacion geométrica del



segmento de ADN delimitado por los iniciadores (Satz y Kornblihtt, 1993;
Alberts et al. 2008).

Para obtener productos mas especificos se puede realizar una PCR
anidada, en la cual el producto de una amplificacion es utilizado como
molde para realizar una segunda amplificacion con cebadores que se

ubican dentro de la primera secuencia amplificada (Satz y Kornblihtt,1993).

Actualmente es utilizada también una variante de la PCR, la PCR
cuantitativa (QPCR). Esta técnica es utilizada para amplificar y cuantificar
simultaneamente de forma absoluta el producto de la amplificacion del ADN.
Para ello emplea, del mismo modo que la PCR convencional, un molde de
ADN, iniciadores especificos, dNTPs, un buffer de reaccion y ADN
polimerasa; a dicha mezcla se le adiciona una sonda complementaria a una
parte intermedia del ADN que queremos amplificar. Esta sonda lleva
adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia, de tal forma que solo cuando la sonda es desplazada de su
sitio por accion de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera de
la accion del "inhibidor" y emite fluorescencia al ser iluminada con un laser.
La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR
sera proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando, por ello

también se le denomina PCR en tiempo real (Watson, 2004).



ANTECEDENTES

Prondstico y deteccidon de S. sclerotiorum

S. sclerotiorum es un hongo fitopatdgeno innespecifico de facil diseminacion
y distribucion mundial. La problematica que enfrenta la produccion de
cultivos econdémicamente importantes a causa de este patdégeno, ha
derivado en la busqueda y desarrollo de métodos que permitan su deteccion

y prediccion.

Turkington et al. (1991a, b) y Nordin et al. (1992) desarrollaron
proyectos para la prediccion de S. sclerotiorum basados en las condiciones
climaticas que conducen a la liberacion de las ascosporas en coincidencia
con la caida de pétalos y su adhesion a las hojas inferiores. Por su parte,
Twengstrom et al. (1998) desarrollaron un método para predecir la aparicion
de S. sclerotiorum y determinar la necesidad de la aplicacion de fungicidas
en funcién de la precipitacion y en 6 factores climéaticos que favorecen su
desarrollo (incidencia en afos previos, tipo de cultivo, densidad del cultivo,
lluvia durante 2 semanas anteriores de la floracion, prondéstico del tiempo,
riesgo regional de produccion de apotecios). Las determinaciones para la
aplicacion de fungicidas mostraron una eficacia del 75% para cultivos que

presentaron la enfermedad y 16% de los cultivos que no lo requerian.

Por otra parte, los avances generados en Biologia han permitido el
desarrollo de técnicas para la deteccion del hongo. Se ha desarrollado el
uso de inmunoensayos para la deteccién de S. sclerotiorum en pétalos de
flores de canola (Brassica napus) inoculadas natural y artificialmente con el
patogeno, gracias al disefio de anticuerpos especificos (Jamaux y Spire,
1994; Bom y Boland, 2000; Yajima et al. 2008). Asimismo, Yin et al. (2009)



disefiaron un meétodo para la deteccion de S. sclerotiorum en pétalos de

canola infectados mediante la prueba de PCR en tiempo real.

Aplicaciones de la Aerobiologia para el monitoreo y deteccion molecular de

ascosporas de S. sclerotiorum

El monitoreo de esporas de hongos proporciona informacion sobre la
presencia de patdégenos en la atmosfera y puede indicar cuando su
concentracion esta por encima de los limites de riesgo (Frenguelli, 2008).
Para entender y dar un manejo adecuado de las enfermedades causadas
por hongos fitopatdgenos, es necesario conocer la relacidon entre la
exposicion a propagulos fungicos y los efectos que ésta produce. El
monitoreo de esporas del aire ofrece una medida directa para determinar el
riesgo de infeccion, antes de que se presenten los primeros sintomas de la

enfermedad.

La PCR es un método con diversas aplicaciones en Biologia
Molecular. Ha sido utilizada con éxito para la deteccion de diversas
especies fitopatégenas en plantas hospederas, sin el aislamiento previo del
hongo (Edel, 1998; Ma y Michailides, 2006). Esta técnica, en conjuncién con
trampas de esporas convencionales, ha sido utilizada con éxito para la
deteccibn molecular de algunas especies de hongos en muestras
colectadas del aire: Pneumocystis carinii (Olsson et al., 1996; Wakefield,
1996), Stachybotrys chartarum (Haugland et al., 1999; Vesper et al., 2000),
Penicillium roqueforti (Williams et al., 2001; Calderon et al., 2002a);
Leptosphaeria maculans y Pyrenopeziza brassicae (Calderén et al. 2002b),
Fusarium circinatum, (Schweigkofler et al.,, 2004) y diversas especies de
hongos potencialmente patdégenos (Angenent et al., 2005). Sin embargo,

han sido pocos los estudios realizados para la deteccion molecular de



ascosporas de S. sclerotiorum colectadas del aire (Freeman et al. 2002,
Rogers et al., 2009).

En el presente trabajo se pretende adaptar y utilizar esta técnica para
la deteccion molecular de ascosporas de S. sclerotiorum dispersas en la
atmosfera de cultivos agricolas de México, con el fin de determinar su

sensibilidad, viabilidad y eficiencia.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de deteccion del método para la deteccion del
ADN especifico de ascosporas de S. sclerotiorum (Freeman et al.,
2002), de muestras colectadas del aire de cultivos, mediante la
prueba de PCR a través de un ciclo agricola, para determinar su
presencia en el ambiente antes de que infecten a las plantas y/o que

éstas presenten sintomas de la enfermedad.



OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar métodos para la produccién de estructuras reproductivas y
para la deteccion molecular de esporas del hongo S. sclerotiorum.

2. Monitoreo de ascosporas de S. sclerotiorum del aire de cultivos de
frijol en riesgo de infeccion.

3. Establecer recomendaciones para el seguimiento, prevencion y/o

control de S. sclerotiorum en campos agricolas de México.



JUSTIFICACION

*S. sclerotiorum es un hongo patdgeno de plantas altamente destructivo y
con una amplia distribucion. Al no ser especifico, ataca a cultivos de mas de
400 especies de plantas (la mayoria de ellas de gran importancia
econdmica), causando enfermedad y pérdidas econOmicas considerables
en el sector agricola. La dificultad para la prediccion de la enfermedad,
aunada a su facil diseminacion, ocasiona elevados costos de produccion y
disminucién de las cosechas (Purdy, 1979; Boland y Hall, 1994; Rogers et
al., 2009; Freeman et al., 2002).

Por lo anterior, el monitoreo y la deteccion molecular temprana de S.
sclerotiorum mediante la prueba de PCR, puede ser utilizada como una
estrategia para realizar la prevenciéon oportuna y/o control del hongo
(Rogers et al.,, 2009; Freeman et al., 2002); ademas de evitar que se
apliguen fungicidas y otros tratamientos para combatir la enfermedad,

contribuyendo asi al cuidado del ambiente.



HIPOTESIS

Si las ascosporas de S. sclerotiorum se encuentran dispersas en la
atmosfera de cultivos de frijol, éstas seran colectadas del aire y su ADN
sera detectado mediante el método de PCR con sondas de ADN especificas
(Freeman et al., 2002), antes de que las plantas presenten sintomas de la

enfermedad.



ACTIVIDADES A DESARROLLAR

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7

8)

Obtencidn de esclerocios de S. sclerotiorum de cultivos infectados.
Produccion de esclerocios en laboratorio.

Produccion de apotecios con ascosporas de S. sclerotiorum en laboratorio.
Colectar ascosporas de S. sclerotiorum liberadas de apotecios dentro de
un mini-tunel de viento con la trampa de esporas Hirst.

Deteccidn molecular por PCR del ADN de ascosporas de S. sclerotiorum
colectadas del aire de un mini tanel de viento e impactadas en la cinta de
celofan de la trampa de esporas Hirst.

Evaluacién de sensibilidad en la deteccion del ADN de las ascosporas de
S. sclerotiorum colectadas del aire y validacion de los métodos utilizados.
Colectar del aire ascosporas de S. sclerotiorum en cultivos de frijol
infectados.

Deteccion molecular por PCR del ADN de ascosporas de S. sclerotiorum
colectadas del aire con la trampa de esporas Hirst en cultivos de frijol

durante un ciclo agricola.



AREAS DE ESTUDIO

- Obtencién de esclerocios

La obtencion de esclerocios para los experimentos de laboratorio, se realizd
en un invernadero ubicado en la localidad de Palmarito, Municipio de
Quecholac, el cual se localiza en la parte centro este del estado de Puebla.
Su ubicacion geografica se encuentra entre los paralelos 18° 49" 18" y 19°
00" 18” de latitud norte y los meridianos 97° 34" 42” y 97° 44" 54” de longitud
occidental. La localidad se encuentra a 2170 m.s.n.m. y presenta un clima

templado subhimedo con lluvias en verano.

La mayor parte del territorio municipal esta incorporado a las actividades
agricolas; existen grandes extensiones dedicadas a la agricultura de
temporal, asi como zonas de regadio; siendo los principales cultivos el
maiz, frijol, trigo, col, zanahoria, tomate de céascara, lechuga y nopal. En
cuanto a arboles frutales se registran aguacate, chabacano, ciruela, capulin,

nogal, membrillo, durazno y manzana (Figura 9)

- Monitoreo de ascosporas en cultivos de frijol

El monitoreo en cultivos de frijol se realizé dentro de las instalaciones de la
Universidad Autbnoma de Morelos (UAEM) Campus Oriente, ubicado en Av.
Nicolas Bravo S/N, Parque Industrial Xalostoc, Municipio de Ayala, Morelos.
Esta localidad se encuentra a 1295 m.s.n.m., presentando clima calido
subhimedo, su precipitacion media anual es de 800 mm y su temperatura
promedio es de 24°C. El Parque Industrial Cuautla es la segunda zona
industrial en el estado, cuenta con 27 empresas en operacion. Sin embargo,
la agricultura y la ganaderia son las principales actividades del municipio.
Se pueden encontrar cultivos de maiz grano, maiz elote, sorgo, cebolla,

arroz, frijol grano, frijol ejote, pepino y cafia de azucar (Figura 10).
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METODO:
» EXPERIMENTOS PRELIMINARES DE LABORATORIO

Obtencidon y produccién de esclerocios

Se colectaron esclerocios de coles infectadas cultivadas dentro del
invernadero de Palmarito, en el municipio de Quecholac, Puebla (Figura
11a). A partir de éstos, se produjo un mayor numero en el laboratorio. Para
ello, los esclerocios fueron desinfectados con cloro al 4% (Mdnaco et al.
1998) y secados al aire. Posteriormente, fueron colocados en cajas de Petri
con medio APD (agar papa, dextrosa) en una incubadora a 20°C (Dillard et
al., 1995). Al cabo de 4 dias se obtuvo micelio y de dos a tres semanas

después se desarrollaron nuevos esclerocios (Figura 11b).

Figura 11: Obtencion y produccion de esclerocios. a) Coles infectadas, b) Esclerocios

Produccion de apotecios

Para promover y lograr la germinacion carpogénica, los esclerocios fueron
sometidos a un acondicionamiento previo. Para ello, fueron colocados en
cajas de Petri con papel filtro seco (Whatman 1) a 4°C durante un mes. Se
seleccionaron los esclerocios de mayor tamafio (>0.5 cm) y fueron

colocados en cajas de plastico conteniendo vermiculita himeda (90% de



saturacién). A cada tapa de las cajas de plastico le fueron colocadas cintas
de celofan impregnadas con una mezcla de vaselina-hexano 1:5 para
colectar las ascosporas que pudieran ser liberadas antes de iniciar los
experimentos. Se colocaron en una incubadora a 13-16°C, con fotoperiodo
12/12 hr (Figura 12a). Al cabo de 6 semanas comenzaron a desarrollarse
los apotecios (Figura 12b y c).

Figura 12: Produccion de apotecios: a) Cajas de plastico con esclerocios y vermiculita en

incubadora. by c) Apotecios desarrollados.

Obtencion de ascosporas de S. sclerotiorum

a) Ascosporas en suspension

Se colocaron apotecios maduros dentro de 10 tubos Eppendorf de 1.5 ml
conteniendo 500 ul de Nonidet P40. Posteriormente, cada tubo fue agitado
en vortex por 5 s. Los apotecios fueron retirados y de la suspension
resultante se tomaron 50 pl para realizar disoluciones seriadas de la misma.
Se obtuvieron suspensiones con concentraciones equivalentes a 0.02, 0.2,
2, 20, 200 y 2000 ascosporas/ul. Estas equivalen a 0.1, 1, 10, 100, 1000 y
10000 ascosporas en 5/ul utilizados en la PCR. Estas diluciones fueron
utilizadas para determinar la sensibilidad y los limites de deteccion de S.
sclerotiorum en la prueba de PCR. Por otra parte, se prepardé una
suspension de conidiosporas de Botrytis cinerea, un hongo estrechamente
relacionado, con el fin de verificar la especificidad de la sondas SSFWD y
SSREV.



b) Ascosporas en cintas de celofan
Se colectaron y procesaron las ascosporas liberadas activamente por los
apotecios e impactadas en las cintas de celofan colocadas en la tapa de las
cajas de plastico (Figura 13). Esto se realiz6 con la finalidad de determinar
si la mezcla de vaselina-hexano 1:5 (British Aerobiology Federation,1995)

tenia algun efecto en la purificaciéon del ADN y la prueba de PCR.
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Figura 13: Cinta de celofan con ascosporas

b) Experimentos en el mini-tunel de viento.
Se realizaron 8 experimentos en el mini-tinel de viento para colectar las
ascosporas de S. sclerotiorum con la trampa de esporas Hirst simulando las
condiciones en campo. En cada experimento se colocaron 7 cajas con
apotecios dentro del minitinel de viento, en el cual se produce una corriente
de aire a 4 m/s, provocando el desprendimiento y liberacion de las
ascosporas en el aire. En el extremo opuesto del minitinel, se coloco la
trampa de esporas Hirst (Burkard Manufacturing Co, UK), la cual succiona
aire con una velocidad de 10 I/min impactandolo en una cinta de celofan
Melinex con vaselina y hexano (5:1) (British Aerobiology Federation,1995)
(Figura 14). Esta cinta se encuentra montada en un tambor circular que se
mueve a 2 mm por hora proporcionando un monitoreo continuo, en el cual,

una vuelta completa corresponde a 7 dias.



El mini-tanel de viento y la trampa de esporas Hirst permanecieron en
funcionamiento por dos dias para cada ensayo. Las cintas con ascosporas

colectadas fueron almacenadas a 4° C hasta su proceso.

Figura 14: Mini-tanel de viento

» MONITOREO EN CULTIVOS DE FRIJOL

Se colocé la trampa de esporas Hirst en el centro del cultivo de frijol,
ubicado dentro de las instalaciones del Campus Oriente de la UAEM. El
monitoreo del aire se llevd a cabo durante las 24 horas del dia, a partir de la
segunda semana de mayo hasta noviembre de 2008, el muestreo del aire

se realiz0 antes, durante y después de la produccion del frijol (Figura 15).

Figura 15. Muestreador Hirst en cultivo de frijol



» PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE ASCOSPORAS DE S.
sclerotiorum EN LABORATORIO.

Rompimiento de la pared de las ascosporas

Para realizar la deteccion molecular de S. sclerotiorum, es necesario romper
la pared de las ascosporas y liberar el ADN para que sea amplificado por
PCR.

Para procesar las suspensiones de ascosporas, se transfirieron 300
pl de cada suspension a tubos Eppendorf de 1.5 ml, conteniendo 0.2 g de

perlas de vidrio estériles prelavadas con HCI.

Las cintas de celofan utilizadas en cada muestreo fueron cortadas en piezas
de 0.5x3 cm, y trasferidas a tubos Eppendorf de 1.5 ml, conteniendo 0.2 g
de perlas de vidrio estériles (Jencons-PLS, Leighton Buzzard, UK) y 250 pl
de Nonidet P-40 (Sigma).

Los tubos con muestras tanto de cintas como de suspensiones fueron
agitadas en el equipo Fast-Prep (Savant Instruments, Holbrook, Nueva
York, EUA) a una velocidad de 6m/s durante 40 segundos, completando dos
ciclos y colocando los tubos en hielo 2 minutos entre ambos para evitar

sobrecalentamiento (Freeman et al., 2002).

Purificacion de ADN

Para realizar la purificacion del ADN de las muestras se siguio el protocolo

propuesto por Freeman et al. (2002). Se tomaron 50 pl del sobrenadante y
se le agrego 50 ul de fenol-cloroformo para lograr la separacién del ADN. Se
centrifugd, se tomé el sobrenadante y se precipitd con isopropanol frio y

acetato de amonio 6M. Asimismo, se adiciondé 1 ul de glicégeno, el cual



actia como un acarreador de ADN durante la centrifugacion (Williams et al.,
2001). Se eliminé el sobrenadante y se realizé un lavado con etanol al 70%.
El boton de ADN resultante fue resuspendido en 50 pl de agua estéril y

almacenado en el congelador hasta su utilizacion en la prueba de PCR.

Deteccién por PCR

A) Deteccion de ADN mediante la prueba de PCR con oligonucleétidos
universales ribosomales fangicos de las regiones ITS-4 y ITS-5 (White
et al., 1990).

Se utilizo la prueba de PCR con dos tipos de oligonucleotidos universales
ribosomales fangicos de las regiones ITS-4 y ITS-5 para la deteccion de
hongos en general, previo a la deteccion especifica de S. sclerotiorum. En
esta prueba se utilizaron ciclos de desnaturalizacion, cebado y extension
con ADN polimerasa para amplificar el nUmero de copias de una secuencia
de ADN hasta >10° veces.

Los oligonucledtidos ITS4 (5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) e
ITS5 (5GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) (White et al.,, 1990),
amplifican ADN ribosomal (ADNr) del extremo 3’ del gen 18S al extremo 5’
del gen 28S, incluyendo el gen 5.8S y las dos regiones espaciadoras de

transcripcion (regiones ITS), los cuales son comunes a todos los hongos.

Cada 25 pl de mezcla de reaccion contienen 20 mM de Tris HCI (pH 8.4),
50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,, 5 pl de ADN gendémico, 0.2 mM de cada
dNTP, 100 pmol de cada oligonucleotido y 1 unidad de Platinum Taq

polimerasa (Life Technologies). La amplificacion se realiza en un



termociclador (Mastercycler, Eppendorf) con el siguiente programa: 1 ciclo
de 94°C 2 min, seguidos de 35 ciclos 94°C 30seg, 60°C 45 seg, 72°C 45
seg, seguidos de 1 ciclo 72°C 10 min finalizando con 4°C (modificado de
Calderdn 2002).

B) Deteccion de ADN de S. sclerotiorum mediante la prueba de PCR con

oligonucleotidos especificos.

La deteccibn de ADN especifico de S. sclerotiorum se llevd a cabo
utilizando los oligonucleétidos SSFWD (5" GCT GCT CTT CGG GGC CTT
GTA TGC) y SSREV (5 TGA CAT GGA CTC AAT ACC AAG CTG)
disefiados por Freeman et al. (2002). Esta sonda amplifica una region
dentro de la amplificada por los ITS que es especifica para S. sclerotiorum
mediante la prueba de PCR anidado. Cada 25 pl de mezcla de reaccidon
contienen 20 mM de Tris HCI (pH 8.4), 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,, 5
pl de ADN gendmico, 0.2 mM de cada dNTP, 100 pmol de cada
oligonucledtido, 1 unidad de Platinum Tag (Life Technologies). Las
condiciones del ciclo fueron: 95 °C por 10 minutos, seguidos por 30 ciclos
de: 94 °C por 30 s, con un intervalo de temperatura de hibridacién de 72 a
65°C disminuyendo la temperatura 1°C cada 2 ciclos, 72 °C por 1 minuto
seguido de una extension final de 72°C por 10 minutos. Todos los
productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% tefido con bromuro de etidio. El corrimiento de la electroforesis se
llevé a cabo a 80 V, en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base 45 mM, acido
Bérico 45 mM y EDTA 1 mM). Se empled un marcador estandar de tamafio
molecular de 100 pb (Invitrogen) y las imagenes se capturaron en un
fotodocumentador Digi-Doc- It (UVP).






RESULTADOS:

Experimentos con suspensiones de ascosporas
A partir del producto del PCR realizado con los ITS4/5, se realizd la
deteccion molecular con una PCR anidada con la sonda SSFwd y SSRev,
para la curva de concentracion de suspensiones de ascosporas con el fin de
determinar los limites de deteccidn. Se procesaron suspensiones que
representaban 0.1, 1, 10, 100, 1000 y 10000 ascosporas en PCR,
encontrandose un limite de deteccidon de 10 ascosporas. En la Figura 16, se

muestra la curva de dilucion del ADN de ascosporas de S. sclerotiorum.

Figura 16: Curva de diluciéon del ADN de ascosporas de S. sclerotiorum Carriles: 1) Marcador:
escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) 0.1 ascosporas, 5) 1

ascospora, 6) 10 ascosporas, 7) 100 ascosporas, 8) 1000 ascosporas, 9) 10000 ascosporas.

Por otra parte, se verificd la especificidad de las sondas SSFWD y SSREV,
al realizar una prueba con muestras de ADN de B. cinerea, en las cuales no
se observé amplificacion, coincidiendo con lo reportado por Freeman et al.
(2002).



Experimentos con ascosporas impactadas en cintas de celofan por

liberacion activa de los apotecios.

Se detecté con los ITS4/5 el ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum
impactadas en las cintas de celofan impregnadas con la mezcla de vaselina
y hexano 5:1; observando un efecto nulo de dicha mezcla sobre el resultado

del ensayo (Figura 17).

Figura 17: Deteccién con ITS4 e ITS5 del ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum impactadas en

las cintas de celofan. Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2 testigo positivo, 3 testigo

negativo, 4-12 cintas con ascosporas impactadas con el mini-tunel de viento.

Se utilizé el producto de PCR obtenido con los ITS4/5 para someterlo a una
PCR anidada, utilizando las sondas especificas SSFWD y SSREV para
detectar el ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum en las cintas de
celofan impregnadas con la mezcla de vaselina y hexano 5:1, sin encontrar
un efecto adverso de dicha mezcla sobre el resultado del ensayo (Figura
18).
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Figura 18. Deteccidn con sondas especificas SSFWD y SSREV del ADN de las ascosporas de S.
sclerotiorum impactadas en las cintas de celofan. Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2
testigo positivo, 3 testigo negativo, 4-12 cintas con ascosporas impactadas el mini-tunel de viento.

Experimentos en el mini-tinel de viento

En la Figura 19 se muestra el ADN detectado con los oligonucleotidos ITS4-
ITS5, de las ascosporas impactadas en las cintas de celofan que se
obtuvieron en los experimentos con el mini-tinel de viento. En estos
ensayos se observd, principalmente, la deteccion de S. sclerotiorum (278
pb), ademas de otras especies de hongos que se encontraban en el

ambiente.

Figura 19. Deteccion con sondas ITS4 e ITS5 del ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum
impactadas en las cintas de celofan de la Trampa de esporas Hirst utilizada en el mini-tanel de
viento. Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2 testigo positivo, 3 testigo negativo, 4-12

cintas con ascosporas.



Posterior a la deteccién con los oligonucledtidos universales para hongos

(ITS4-ITS5), se utilizé el producto de PCR obtenido para someterlo a un

PCR anidado, utilizando las sondas especificas para S. sclerotiurum
(SSFWD y SSREV). En la Figura 20 se muestra el ADN detectado de este

hongo.

Figura 20: Deteccion con sondas SSFWD y SSREV del ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum
impactadas en las cintas de celofan de la Trampa de esporas Hirst. Carriles: 1 Marcador: escalera
de ADN 100 pb, 2 testigo positivo, 3 testigo negativo, 4-12 cintas con ascosporas impactadas con

el mini-tunel de viento.

Monitoreo en cultivo de frijol

Se procesaron las cintas de celofan de la trampa de esporas Hirst colocada
en campos de frijol. Se realizaron las pruebas de PCR con las sondas
universales ITS4/5 y la PCR anidada utilizando los oligonucleétidos
especificos SSFWD y SSREV para detectar el ADN de las ascosporas de

S. sclerotiorum presentes en el aire.

La deteccion del ADN de ascosporas de S. sclerotiorum presentes en
el aire del cultivo de frijol se encontré a partir del mes de junio de 2008,
habiendo comenzado la época de lluvias desde abril de 2008. La presencia

de este hongo fue detectada a partir de la segunda semana de junio y



durante 6 semanas, correspondientes al periodo del 11 de junio al 22 de
julio de 2008, exceptuando la semana del 9 al 15 de julio de 2008. En la
Figura 21 se muestra el ADN de las ascosporas de S. sclerotiorum que
estaban presentes en el aire del cultivo de frijol durante junio y julio (época
de lluvias). Las ascosporas fueron detectadas del aire 4 semanas antes de

gue las plantas mostraran los primeros sintomas de la enfermedad.

Figura 21. Deteccion del ADN de ascosporas del aire de S. sclerotiorum con las sondas
especificas SSFWD y SSREV en cultivo de frijol. Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2

testigo positivo, 3 testigo negativo, 4 y 5 semana del 11 al 17 de junio, 6 semana del 18 al 24 de

junio, 7 y 8 semana del 25 de junio al 1° de julio, 9 y 10 semana del 2 al 8 de julio, 11 y 12 semana
del 9 al 15 de julio, 13y 14 semana del 16 al 22 de julio.

El monitoreo aerobiologico para detectar ascosporas de S.
sclerotiorum se llevo a cabo antes, durante y después del cultivo del frijol,
con el fin de determinar la presencia del hongo en la atmdésfera. En las
Figuras 22 y 23 se muestra que el ADN de las ascosporas de S.
sclerotiorum no fue detectado antes de la siembra del frijol, asi como

tampoco posterior a su cosecha.
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Figura 22. Deteccion del ADN de ascosporas del aire de S. sclerotiorum detectado con las sondas
especificas SSFWD y SSREV en cultivo de frijol. a) Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100
pb, 2 testigo positivo, 3 testigo negativo, 4y 5: semana del 14 al 20 de mayo, 6 y 7: semana del 21

al 27 de mayo, 8y 9: semana del 28 de mayo al 3 de junio, 10 y 11: semana del 4 al 10 de junio.
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Figura 23. Deteccion del ADN de ascosporas del aire de S. sclerotiorum detectado con las sondas
especificas SSFWD y SSREV en cultivo de frijol. a) Carriles: 1 Marcador: escalera de ADN 100
pb, 2 testigo positivo, 3 testigo negativo, 4 y 5: semana del 23 al 29 de julio, 6 y 7: semana del 30
de julio al 5 de agosto, 8 y 9: semana del 6 al 12 de agosto, 10 y 11: semana del 13 al 19 de
agosto, 12 y 13: semana del 20 al 26 de agosto, 14 y 15: semana del 27 de agosto al 2 de
septiembre, 16y 17: semana del 3 al 9 de septiembre, 18 y 19: semana del 10 al 16 de

septiembre, 20: semana del 17 al 23 de septiembre



DISCUSION:

Debido a que el control de las enfermedades en las plantas causadas
por hongos depende principalmente de la aplicacion de fungicidas, se han
realizado estudios para pronosticar su aparicion y realizar su control
oportuno. Estas investigaciones se basan en determinar las condiciones
climéticas de la zona que propician la produccion y liberacion de las esporas
(Turkington et al. 1991a, b; Nordin et al.,1992; Twengstréom et al., 1998). Sin
embargo, la diversidad de condiciones climaticas en las que se desarrollan
los hongos es muy amplia, aunado a las variaciones microcliméaticas (riego,
radiacion solar, cambios de temperatura, humedad) que se presentan
dentro de los campos de cultivos, modificando las condiciones y el tiempo

estimados para la liberacién de las esporas (Rogers, 2009).

En el caso de la deteccion del patdogeno S. sclerotiorum, se han
desarrollado métodos inmunolégicos en pétalos de flores después de haber
iniciado la infeccién (Jamaux y Spire, 1994; Bom y Boland, 2000; Yajima et
al. 2008) y moleculares mediante PCR (Freeman et al. 2002) y QPCR
(Rogers et al. 2009) para la deteccion de las ascosporas dispersas en la
atmosfera, por lo que el monitoreo y la deteccibn de las ascosporas
presentes en el aire provee una herramienta oportuna para la planeacion

especifica del control de la enfermedad.

En este estudio fue posible realizar con éxito y de manera eficiente la
deteccién molecular de ascosporas de S. sclerotiorum dispersas en el aire
de campos de frijol. La técnica molecular fue aplicada en muestras de
laboratorio y campo, ofreciendo una deteccion confiable y especifica de este
agente patdégeno. Se realizé la purificacion de ADN de las ascosporas

colectadas con la trampa de esporas Hirst; y se verificé la especificidad y la



sensibilidad de las sondas SSFWD y SSREV (Freeman et al. 2002) para los
aislamientos de Meéxico de S. sclerotiorum presentes en las areas de

estudio.

Se demostrd la viabilidad de esta prueba en laboratorio y bajo
condiciones de campo, con la colecta directa de ascosporas del aire en los
experimentos en el mini-tinel de viento; y se verifico la efectividad de
deteccion de la prueba utilizando la mezcla de vaselina/hexano 5:1 para la
captura de aeroparticulas, sin presentar problemas por dafio a las
ascosporas Yy sin afectar la purificacion de ADN. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Freeman et al. (2002) y Rogers et al. (2009)

para la deteccion de las ascosporas del mismo hongo presentes en el aire.

El método utilizado para el monitoreo de ascosporas de S.
sclerotiorum, permitio detectarlas aun cuando estaban mezcladas con otras
particulas, tanto organicas como inorganicas, presentes en la atmosfera.
Esto también concuerda con los resultados obtenidos por Calderén et al.
(2002), en el cual, siguiendo el mismo método, detectaron el ADN de
esporas fungicas de muestras que tenian una mezcla de otras

aeroparticulas colectadas del aire de la Ciudad de México.

La prueba resultd ser altamente sensible, ya que fue capaz de
detectar concentraciones minimas de 10 ascosporas/m® de aire,

coincidiendo con lo reportado por Freeman et al. (2002).

La deteccion molecular de S. sclerotiorum mostr6 un resultado
positivo para determinar la presencia de las ascosporas de este hongo en el
aire, cuatro semanas antes de que se observaran sintomas visibles de la

enfermedad en los cultivos de frijol. Esto demuestra su potencial para la



deteccion temprana del agente patdégeno y permite al agricultor realizar

acciones oportunas de prevencion y/o control del patdgeno.

La presencia de ascosporas de S. sclerotiorum colectadas del aire,
fue observada a partir de la semana del 11 al 18 de junio, 5 semanas
después del inicio de las lluvias reportadas para el municipio de Ayala,
Morelos, lo cual indica que los esclerocios obtuvieron las condiciones de
humedad necesarias para la germinacion carpogénica. La temperatura
observada durante ese periodo oscilo entre los 22 y 26°C, por lo que el
tiempo que transcurrié entre las primeras lluvias y la deteccion de las
esporas en el aire concuerda con el tiempo requerido para el desarrollo de
los apotecios, de acuerdo a lo reportado por Sun y Yang (2000) para una

temperatura de 25°C.

La infeccion en las plantas se manifestd hasta el retiro del cultivo,
después de la ultima fecha de deteccion de las ascosporas dispersas en la
atmosfera. Esto se debié a que las ascosporas germinaron e iniciaron el
proceso de infeccion; la enfermedad se manifestd por la expansion del
desarrollo micelial del hongo, lo cual fue favorecido por la presencia de
precipitacion, temperaturas entre 20 y 25°C y humedad relativa 230%; las
cuales son las condiciones sefialadas para el desarrollo de este hongo en

los estudios reportados por Saharan y Mehta (2008).

Este método demostré eficacia para su uso en campo, ya que los
primeros sintomas visibles de la enfermedad aparecieron semanas después
de la primera deteccion del hongo en el aire. De esta manera, los
agricultores pueden tomar las medidas pertinentes para impedir el
desarrollo de la enfermedad, protegiendo al cultivo con la aplicacién de los

fungicidas de manera inmediata a su deteccibn. En el caso de no



encontrarse el patdogeno en el aire, se retrasaria o evitaria la aplicacion del
fungicida, por lo que se reducirian los gastos en el manejo del cultivo. Por
otro lado, el monitoreo continuo de las ascosporas de S. sclerotiorum en
zonas estratégicas del pais permitira dar un seguimiento a la diseminacion
de la enfermedad y brindaria una vigilancia epidemioldgica fitosanitaria para

las zonas que no presenten actualmente esta enfermedad.

El monitoreo continuo de S. sclerotiorum, al igual que el de esporas
de diversos hongos patogenos es util para el diseiio de modelos de
predicciéon y/o escenarios a futuro que muestren el comportamiento y las
variables ambientales que afectan al patégeno en su desarrollo y dispersion,
lo que también permitira tomar medidas oportunas de prevencion y/o control

de la enfermedad.

La prueba de PCR para la deteccién de esporas de hongos ha tenido
un gran desarrollo (Lee y Taylor, 1990; Willlams et al., 2001).
Recientemente, se ha empleado la deteccion molecular de bioparticulas del
aire mediante la prueba de QPCR (PCR en tiempo real) con la cual es
posible detectar las esporas del aire y cuantificar su ADN determinando con
exactitud su concentracion. A traves de graficos se observa la cantidad de
ADN que se replica en tiempo real durante el proceso de amplificacion.
Esta técnica ha sido empleada exitosamente para la deteccion de
patogenos en bioaerosoles (Schweigkofler, et al. 2004; Walsh, et al. 2005;
Fountaine, et al. 2007; Luo, Y. et al. 2007; Viljanen-Rollinson, et al. 2007 y
Falacy et al. 2007) y fue utilizada recientemente para la deteccion molecular
de ascosporas de S. sclerotiorum del aire de cultivos agricolas en el Reino
Unido (Rogers, et al. 2009).



La deteccion molecular de S. sclerotiorum por QPCR muestra un gran
potencial, ya que permitiria la obtencién de datos cuantitativos precisos de
las ascosporas presentes en la atmdsfera de cultivos agricolas mexicanos.
De esta manera, con el monitoreo de ascosporas y la adaptacion de este
método en México, sera posible obtener informacion sobre la cantidad de
indculo necesaria para iniciar una infeccion a gran escala, su relacion con la
época del afio y las condiciones ambientales que se presenten, ademas de
su capacidad de dispersion para la creacion de un modelo de
comportamiento del patégeno, mediante el cual sera posible realizar un
seguimiento continuo del hongo en toda la Republica Mexicana, evitando

asi la dispersion de la enfermedad.
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