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Resumen

Los efectos de los microorganismos patdgenos en sus plantas hospederas varian desde la
reduccion en el crecimiento y el éxito reproductivo, hasta la muerte. También pueden influir en
la competencia, la distribucion y la estructura genética de las poblaciones, la diversidad de las
comunidades, en la evolucidon del sexo y en facilitar las invasiones bidticas. En este trabajo se
determind si existia variacion interpoblacional en los niveles de dafio foliar causado por hongos
patdgenos en poblaciones de Datura stramonium. Se seleccionaron 10 poblaciones localizadas
en los estados de Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Guerrero. Con la ubicacion de las poblaciones se
obtuvieron los valores promedio anuales de la temperatura y la precipitacion. En cada poblacion
se seleccionaron al azar 40 individuos, a los que se les midid su altura, el nimero de hojas y de
frutos. Se analizd cada una de las hojas para determinar si presentaban dafio por hongos
patdégenos y/o dafio por insectos herbivoros. Aquellas hojas con evidencia de ataque por
hongos, se colectaron para evaluar el area foliar danada por individuo y para identificar a los
agentes causales del dafo. También se colectaron semillas para obtener plantas, que
posteriormente se emplearon para llevar a cabo pruebas de patogenicidad. En promedio, el
porcentaje de hojas dafadas por planta por poblacion fue de 1.26 % =+ 1.35 EE. En promedio,
el porcentaje de area foliar dafada por planta por poblacion fue de 3.54 % + 2.98 EE. La
correlacion entre la precipitacion media anual y el porcentaje de area foliar dafiada por hongos
nos indica que a mayor precipitacion las hojas tuvieron mas dafio. En las correlaciones entre el
porcentaje de hojas dafiadas por hongos con la altura de la planta y con el nimero de frutos se
encontrd que en plantas con poca altura y pocos frutos hay un mayor nimero de hojas
dafiadas. En el caso del niUmero de hojas dafiadas por hongos y su correlacion con el area foliar
dafiada por éstos, se observd que en las plantas que tuvieron mas hojas dafiadas, hubo mas
dafio en las hojas también. Finalmente, las correlaciones entre el area foliar dafiada por hongos
con la altura de la planta y con el porcentaje de hojas danadas por herbivoria, nos indican que
en las plantas de mayor altura y que son mas atacadas por insectos herbivoros hubo también
un mayor dafio en las hojas causado por hongos. En general, estos resultados concuerdan con
observaciones realizadas en otros sistemas naturales. Se identificaron tres especies de hongos:
Alternaria sp., Epicoccum sp. y Phoma sp. En este estudio encontramos variaciones en la
incidencia de hongos patdgenos entre las poblaciones de D. stramonium. Estas variaciones se
pueden deber tanto a caracteristicas morfoldgicas de las plantas como a factores ambientales
asociados a las poblaciones. La diversidad de hongos que atacan a D. stramonium en las
poblaciones estudiadas no es muy grande por lo que esta planta se considera un buen sistema

para estudios posteriores de coevolucion.



Abstract

The effects of pathogenic microorganisms on their host plants vary from reductions in growth
and reproductive success to death. Pathogens can also affect the outcome of competition,
distribution and genetic structure of populations, diversity of communities, influence the
evolution of sex and facilitate biotic invasions. In this work we determined the levels of leaf
damage caused by fungal pathogens in populations of Datura stramonium. We selected 10
populations located in the states of Hidalgo, Puebla, Tlaxcala and Guerrero (Mexico). With the
location of the populations we obtained annual average values of temperature and
precipitation. In each population 40 individual plants were randomly selected. For each plant,
the number of leaves, fruits, and plant height were measured. Each leaf was analyzed to
determine damage caused by fungal pathogens and/or herbivorous insect. Leaves showing
evidence of fungal attack were collected to assess leaf area damaged per plant, and to isolate
and identify the agents of damage. Also, seeds were collected to grow plants that were later
used to carry out pathogenicity tests. On average, the percentage of damaged leaves per plant
per population was 1.26 % + 1.35 EE. On average, the percentage of damaged leaf area per
plant per population was 3.54 % + 1.89 EE. The correlation between mean annual precipitation
and the percentage of leaf area damaged by fungi indicates that in sites with higher
precipitation the leaves had more damage. The correlations between the percentage of leaves
damaged by fungi with height and with fruit number showed that in plants with few fruits and
low rise presented a higher leaves damaged. In the percentage of fungal leaves damage and
their correlation with the percentage of fungal leaf area damage plants that had more leaves
damaged had also more damage on each leaf. Finally, the correlations between fungal leaf area
damage with height and the percentage of leaves damaged by herbivores indicated that taller
plants with more insect herbivores attack presented greater leaf damage by fungi. Overall,
these results are consistent with observations made in other natural systems. We identified
three species of fungi: Alternaria sp., Epicoccum sp. and Phoma sp. In this study we found
variations in the incidence of fungal pathogens among populations of D. stramonium. These
variations could be due to plant morphological characteristics and environmental factors
associated with populations. Because the diversity of fungi that attack D. stramonium among
the studied populations is not very large, this could be a good system for further studies of

coevolution.



1. Introduccion

Los microorganismos fitopatdgenos son un tipo de parasitos que causan enfermedades
a las plantas al afectar el metabolismo de las células por diversos mecanismos, entre
otros, por medio de enzimas, toxinas y reguladores del crecimiento (Agrios, 1997). Las
plantas reaccionan a la enfermedad, produciendo estructuras y sustancias quimicas
que interfieren con el avance o la existencia del patégeno. Por lo tanto, para que un
patdgeno infecte a una planta, debe ser capaz de entrar, obtener los nutrientes y
neutralizar las reacciones de defensa de la planta (Lindquist, 1975; Agrios, 1997;
Lenné, 2002).

Los hongos juegan un papel importante en las poblaciones y en las comunidades
naturales de plantas, ya que pueden afectar la competencia intra- e inter- especifica,
influir en la distribucién y en la estructura genética de las poblaciones, en la diversidad
de las comunidades y en la evolucién del sexo (Burdon, 1987). Varios estudios han
mostrado que la incidencia de enfermedades varia entre poblaciones naturales de
plantas (Burdon, 1987, 1993; Jarosz y Davelos, 1995; Garcia-Guzman et al, 1996;
Gilbert, 2002) y que los patdgenos pueden afectar el éxito reproductivo de sus plantas
hospederas (Burdon, 1987, 1993; Boyette y Turfitt, 1988; Jarosz y Davelos, 1995;
Gilbert, 2002).

Los consumidores herbivoros, patdgenos y parasitos son los responsables
también de la evolucién de los mecanismos de defensa en las plantas (Espinosa-
Garcia, 2001). Uno de los mecanismos de proteccion presente en las plantas es la
defensa quimica mediante la produccién de metabolitos secundarios (Espinosa-Garcia,
2001). Otro es la defensa fisica por medio de caracteristicas estructurales, como
tricomas o espinas, los cuales actian como barreras fisicas (Agrios, 1997). Ademas, la
presion constante por parte de los consumidores afecta la adecuacién de las plantas,
por lo tanto, se ha sugerido que la variacién individual en los mecanismos de defensa
favorece la evolucion de caracteristicas que disminuyen o atentan el dano (Nunez-
Farfan y Dirzo, 1994; Espinosa-Garcia, 2001; Valverde et al, 2001; 2003; Fornoni et
al., 2004). Por otra parte, en la teoria del “Mosaico Geografico de la Coevolucidon” se
sugiere que el éxito reproductivo de una especie depende de la distribucién de los
genotipos en otra especie, ademas, la interaccion se encuentra dentro de un mosaico

geografico por lo que habra variaciones en los genotipos, la interaccion y el ambiente,



mediante las cuales actuard la seleccion diferencialmente. Un sistema que permitiria
mostrar como la heterogeneidad ambiental afecta las respuestas y resultados de las

interacciones, es el que incluye las interacciones planta-patégeno (Thompson, 2005).

Algunos estudios han demostrado que la hierba anual Datura stramonium
(Solanaceae), es susceptible al ataque por hongos y sirve como hospedero alternativo
de muchos de ellos, funcionando asi como fuente de infeccidn para cultivos (Weaver y
Warwick, 1984; Nuafez Farfan, 1991). Uno de los hongos que la ataca, Alternaria
crassa, ha sido utilizado exitosamente como control bioldgico contra D. stramonium
(Boyette, 1986; Boyette y Turfitt, 1988; Boyette et al, 1991; Hoagland y Boyette,
1994). Sin embargo, estos estudios no se han enfocado en la interaccion planta-
patdgeno. Aunque se cuenta con mucha informacién sobre el papel de otro tipo de
consumidores, como los herbivoros en la dinamica poblacional de D. stramonium, es
importante conocer el efecto de los hongos patdgenos en esta especie. Por lo tanto el
presente estudio se centrara en identificar a los hongos patdgenos que afectan el
follaje de D. stramonium en varias poblaciones localizadas en el centro de México,
analizar su incidencia en las poblaciones y determinar si existe variacién
interpoblacional. Finalmente, se investigara si la incidencia de enfermedades en las

diferentes poblaciones es afectada por factores ambientales.

2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Determinar y cuantificar el dafio foliar causado por hongos patégenos en varias
poblaciones de D. stramonium localizadas en el centro de México.

2.2, Objetivos particulares

Analizar los niveles de dafio foliar causados por hongos patdgenos en las poblaciones.

Identificar los hongos patdgenos que atacan el follaje de D. stramonium y
determinar si existen diferentes especies de hongos patdgenos que atacan a las

poblaciones de esta planta.



Investigar el efecto de la temperatura y la precipitacion media anual en la

incidencia de enfermedades en D. stramonium.

3. Hipotesis

Las variaciones en las diferentes especies de hongos patdégenos que atacan a D.
stramonium y en los niveles de dafo foliar en las poblaciones se ven influenciadas por
los factores ambientales (temperatura y precipitacion media anual) caracteristicos de
cada sitio.

4. Antecedentes
4.1. Las enfermedades fiingicas en las plantas

Los microorganismos fitopatdgenos son aquellos que, frente a una planta susceptible y
en condiciones ambientales adecuadas, producen una enfermedad (Lindquist, 1975).
Una enfermedad se define como la alteracién de una o mas funciones fisioldgicas
esenciales de las plantas como resultado de una relacién dindamica y perjudicial con los
microorganismos que las parasitan (Burdon, 1987; Agrios, 1997; Lenné, 2002;
Windham y Windham, 2008). Los microorganismos tienen la capacidad de interferir
con las funciones celulares normales de las plantas al producir, entre otros, toxinas que
rompen o destruyen células, reguladores del crecimiento o enzimas que interfieren con
las funciones celulares normales, o pueden absorber agua o nutrientes necesarios para
las funciones celulares del hospedero (Pirofski y Casadevall, 2008; Windham vy
Windham, 2008). Los patégenos también pueden iniciar la enfermedad bloqueando el
sistema vascular de las plantas, por lo que el agua y los nutrientes no pueden moverse

normalmente dentro de ella (Windham y Windham, 2008).

Las enfermedades fungicas pueden tener diferentes efectos en la planta como el
deterioro parcial o la muerte (Lindquist, 1975; Agrios, 1997). Sin embargo, el efecto de
las enfermedades flngicas en las plantas depende de las condiciones fisioldgicas del
hospedero y del nivel del dafo causado por el patdgeno (Waller y Lenné, 2002). Al

principio, la afeccion se puede localizar en una o pocas células y es indetectable



(Lindquist, 1975). Posteriormente, la reaccion se extiende, y afecta partes de la planta
que desarrollan cambios visibles (Lindquist, 1975; Agrios, 1997). Todo esto se conjunta
en un proceso conocido como el ciclo de la enfermedad que se refiere a una serie de
eventos que permiten el desarrollo de la ésta y la perpetuacion del patdgeno. Dicho
proceso, incluye cambios fisioldgicos tanto en la planta como en el patégeno y la
aparicion de sintomas en las plantas (Agrios, 1997). Las etapas del ciclo de la
enfermedad fungica son: adhesion, penetracidn, infeccién, invasion, reproduccion y
diseminacion (Agrios, 1997; Windham y Windham, 2008). La infecciéon ocurre cuando
la unidad de agentes patdgenos infecciosos o propagulos se establece sobre o en la
proximidad cercana a la pared de las células del hospedero (Agrios, 1997; Arnold et al.,
2003; Windham y Windham, 2008). Posteriormente, el propagulo penetra la pared
celular. El propagulo que puede ser una espora, la cual germina y el tubo germinal
penetra directa o indirectamente a través de heridas o aberturas naturales (Dimond,
1975; Agrios, 1997; Windham y Windham, 2008). Una vez que el patdgeno penetra la
pared celular, se puede desarrollar una relacion alimenticia con el hospedero y es
entonces cuando la célula se considera infectada (Agrios, 1997; Waller y Cannon,
2002; Windham y Windham, 2008). Después de que la infeccidon tiene lugar, el
patdgeno puede crecer e invadir otras partes del hospedero y/o reproducirse (Agrios,
1997; Windham y Windham, 2008). Los nuevos propagulos pueden dispersarse o
diseminarse por distintos medios como el aire, la lluvia, dentro o sobre vectores,
semillas o sobre escombro o material contaminado (Dix y Webster, 1995; Carlile et al.,
2001; Windham y Windham, 2008).

4.2. Influencia de los factores abiodticos y bidticos en la incidencia de
enfermedades flingicas en sistemas naturales

La aparicion, expresion fenotipica, incidencia y severidad de las enfermedades flngicas
de las plantas son afectadas por factores climaticos, edaficos y bidticos (Burdon, 1987;
1993; Lenné et al, 1994; Shaw y Peters, 1994, Scheffer, 1997). En particular, el clima
determina la distribucién de muchas enfermedades de plantas (Scheffer, 1997) e
influye en el desarrollo de epidemias a través de sus efectos en varias fases en el
desarrollo de la planta hospedera (Campbell y Madden, 1990) o mediante efectos en la
hospedera antes de que ocurra la infeccién (predisposicion) y en la asociacion
hospedera-patdgeno una vez que la infeccion ha ocurrido (Burdon, 1987).

Particularmente, las condiciones ambientales pueden afectar las interacciones entre los



patdgenos y sus hospederas actuando directamente sobre los hongos en los periodos
en los que no estan intimamente ligados a ellas, mediante cambios que pueden reducir
la supervivencia o prevenir el establecimiento de nuevas relaciones parasiticas
(Burdon, 1987; 1993; Scheffer, 1997); induciendo cambios sustanciales en la
susceptibilidad relativa de una planta hospedera a la infeccidn; o una vez que la
relacion parasitica se establece, las variaciones en las condiciones ambientales pueden
cambiar la expresién de los sintomas de la enfermedad (Burdon, 1987; Scheffer,
1997). El ambiente también puede alterar la expresion fenotipica de la resistencia en la
planta y de la virulencia o falta de ella en el patdgeno (Burdon, 1987). Por lo tanto, los
cambios en aspectos bidticos y abidticos del ambiente, solos o en conjunto, afectan el
tamafio y variacién fenotipica de la poblacién de patdgenos (Burdon, 1987; 1993;
Shaw y Peters, 1994).

Por otra parte, los factores abidticos pueden restringir el efecto de los patdgenos
a localidades o estaciones en las cuales el ambiente es favorable para su crecimiento y
desarrollo (Lenné et a/., 1994). Los factores abidticos mas importantes que influyen en
la distribucidon geografica de los patdgenos son la temperatura y la humedad (Burdon,
1987; Manners, 1993; Scheffer, 1997; Fujita et al, 2006; Bowen, 2008).
Frecuentemente, la humedad determina el desarrollo de los hongos y por lo tanto,
también de las enfermedades que causan (Burdon, 1987; Campbell y Madden, 1990;
Paul, 1990; Harrison et a/., 1994). Una etapa particular del ciclo de vida del patdgeno
puede requerir una condicidén especifica de humedad antes de que pueda causar una
enfermedad o que ésta continte su desarrollo (Harrison et a/, 1994). Los principales
efectos de la humedad se reflejan en la formacion de esporas, la supervivencia, la
germinacion y la infeccion (Burdon, 1987; Harrison et al, 1994; Gould, 2008). En
general, la temperatura es el factor ambiental que mas afecta la resistencia de las
plantas a la enfermedad (Manners, 1993). Las variaciones en la intensidad luminica
también afectan el éxito de la germinacion de esporas y el establecimiento de la
enfermedad (Burdon, 1987). Otro factor ambiental que influye es el viento por ser el
medio por el cual el indculo se dispersa o se extiende en un area geografica (Bowen,
2008). Por ejemplo, en un estudio realizado con la planta Anemone nemorosa y las
royas Tranzchelia anemones y Ochropsora ariae, se encontré que la abundancia e
incidencia de 7. anemones en las poblaciones muestreadas parece estar relacionada
con factores abidticos. El efecto de las dos royas sobre el rendimiento de las plantas,

depende de las condiciones ambientales. Por ejemplo, en los sitios abiertos, los niveles



de enfermedad son significativamente mayores que en los sitios cerrados, esto se
debid a que en los sitios cerrados las plantas enfermas tienen un periodo de vida mas
corto y se reduce su crecimiento junto con su habilidad competitiva. Ademas se
observd que las dos royas ocasionalmente se encuentran juntas en la misma hoja y la
frecuencia de 7. anemones es mayor en poblaciones en donde se encuentra sola

(Garcia-Guzman y Wennstrém, 2001).

La regulacién de las poblaciones de patdgenos puede darse directamente a
través de las interacciones con las hospederas, por interacciones con otros organismos
que viven dentro o alrededor de las hospederas, por competidores o mutualistas, o por
depredacion o parasitismo (Shaw y Peters, 1994; Fournier et al, 2006). Las
hospederas pueden regular las poblaciones de patégenos que las atacan a través de
mecanismos de defensa. Por ejemplo, la planta Zea mays var. delprim, es parcialmente
resistente al hongo Setosphaeria turcica debido a que libera cantidades grandes de
compuestos volatiles inducidos por herbivoros por lo que la enfermedad no es tan
severa (Rostas et al, 2006). En otro estudio realizado con la planta Lycopersicon
esculentum, se demostrd que la defensa inducida por el compuesto quimico Actigard®
50 GS [benzo (1,2,3)tiadizol-7-acido carbotioico(S)-metil ester)] (BTH) proporciond a la
planta proteccion general contra el hongo Fulvia fulva y los insectos herbivoros
Liriomyza trifolii y Bemisia argentifolii (Inbar et al., 1998). Ademas, la infeccidén por
hongos puede hacer que la planta hospedera sea mas atractiva para otros
consumidores. Por ejemplo, cuando a la planta Cucumis sativus se le infecta con el
hongo Colletotrichum orbiculare, la infeccidn la hace mas atractiva para los insectos
herbivoros Diabrotica undecimpunctata howardi'y Aphis gossypii y le confiere cierta
resistencia a la infeccion por otros hongos como Cladosporium cucumerinum (Moran,
1998). Otro ejemplo en el que las plantas hospederas infectadas son preferidas por los
herbivoros, se puede observar al infectar a la planta Arachis hypogaea con el hongo
Sclerotium rolfsfi, ya que las plantas infectadas son preferidas por el insecto herbivoro
Spodoptera exigua (Cardoza et al., 2002). Es comUn encontrar que una sola especie de
planta hospedera esté infectada por varias especies de hongos (Burdon, 1987; Shaw y
Peters, 1994). Por ejemplo, en un estudio, se utilizaron 53 especies de hongos
necrétrofos aislados de diversas plantas, utilizando 45 especies de arboles de bosque
tropical de Panama para evaluar el rango de hospederos de estos hongos. Se encontrd
que la mayoria de los hongos tienen un niumero moderado de especies hospederas

potenciales; sdlo dos de las especies de hongos se restringieron a una sola especie de



hospedero y muy pocos hongos son ampliamente generalistas. Se concluyé que en el
bosque tropical la mayoria de los hongos tienen un gran nimero de hospederos que se
encuentran localmente disponibles, pero casi todas las especies de plantas locales son
resistentes (Gilbert y Webb, 2007).

Los factores bidticos son capaces de regular o desestabilizar a las poblaciones
patdgenas, y sus efectos varian de acuerdo al tamafio de las poblaciones (Shaw y
Peters, 1994). Dentro de los factores bidticos se encuentran el tamafio de los
individuos y sus vecinos, diferencias en el grado de sombra de cada hoja, la nutricién
mineral de las plantas y la edad ontogénica de las diferentes partes de la planta, asi
como la presencia o ausencia de otros organismos patdgenos o no, que pueden en
conjunto afectar la incidencia y expresion de la enfermedad (Burdon, 1987). Por
ejemplo, se ha visto que la cantidad de hojarasca del arbol Nectandra ambigens afecta
las interacciones bidticas, ya que puede favorecer la aparicion de enfermedades
fungicas en el follaje de plantulas cuando se a éstas se les agregan hojas que pudieran
estar infectadas por hongos. Este es el primer trabajo que revela a la hojarasca como
una posible fuente de infeccidon del follaje por hongos en un sistema tropical natural.
Ademas, en este estudio se encontrd una relacion positiva entre el daifo por patégenos
y los niveles de herbivoria (Garcia-Guzman y Benitez-Malvido, 2003). Los insectos
herbivoros pueden ser vectores especificos 0 no que propagan a los patdgenos entre
organos dentro de una misma planta, de una planta a otra, o entre plantas de un sitio
a otro. La transmisidn de las esporas puede realizarse de tres formas: la primera
ocurre cuando los insectos se alimentan o caminan sobre el area de la planta infectada
que tiene en su superficie las esporas de hongos, las esporas se adhieren a los
insectos y son transportadas a otras plantas o partes de la misma planta donde inicia
una nueva infeccion; la segunda, sucede cuando los insectos se alimentan de tejidos
infectados de la planta por lo que llevan al patdgeno en su aparato bucal y lo
depositan cuando se alimentan de otras plantas u otras partes de la planta; la tercera,
es ingiriendo al patdgeno junto con la savia de la que se alimentan, éste circula por el
cuerpo del insecto y llega a las glandulas salivales y al aparato bucal del insecto a
través del cual es inyectado en la siguiente planta en la que el insecto se alimente. Los
insectos pueden facilitar la entrada de un patégeno a su hospedero debido a que
rompen la epidermis y otros tejidos protectores de las plantas al alimentarse o
depositar sus huevos (Agrios, 2008). Por ejemplo, en el trabajo realizado con los

insectos herbivoros Cassida rubiginosa, Uroleucon cirsii 'y Aphis fabae ssp.



Cirsifacanthoidis, asi como con el hongo Puccinia punctiformis en la planta hospedera
Cirsium arvense, se encontré que los insectos herbivoros son vectores del hongo al
transportar las esporas en sus patas y en su cuerpo. También se observd que la
interaccién entre el patdgeno con cada insecto herbivoro dentro de la planta fue
diferente con cada especie: por ejemplo, con C. rubiginosa fue antagonista, con U.
cirsii fue mutualista, mientras que no hubo ninguna interaccion con A. fabae ssp.
cirsiiacanthoidis. Ademas, el trabajo mostrd que hubo competencia entre el hongo y los
insectos herbivoros, ya que la presencia de éstos redujo la infeccién del hongo
mediante inoculaciones manuales en las plantas. Finalmente, se encontré que la
infeccién local tiende a retrasar el desarrollo y reducir el peso de los adultos del insecto
C. rubiginosa (Kluth et al., 2002).

4.3. Importancia de las enfermedades fiingicas en las plantas

Las enfermedades causadas por hongos son las que se encuentran mas cominmente
en las plantas (Scheffer, 1997), pueden causar mortalidad y reduccién de su éxito
reproductivo (Burdon, 1987; Manners, 1993; Gilbert, 2002; Shaw, 2006; Alexander,
2010); reducir el crecimiento y el vigor general (Burdon, 1987; Alexander, 2010)
afectar las relaciones competitivas (Burdon, 1987), alterar su metabolismo, ya que
reducen el area foliar y estructuras asociadas con la actividad fotosintética (Gilbert,
2002; Robert et al, 2004). Ademas hacen propensos a las hospederas afectados a
sufrir un déficit de agua (Burdon, 1987; Manners, 1993). Sin embargo, el efecto de las
enfermedades flngicas esta ligado a la etapa del ciclo de vida de la hospedera en la
cual ocurre la enfermedad, por lo que la severidad y la reproducciéon de la hospedera

no tienen una relaciéon simple (Burdon, 1987).

Para conocer la importancia que tienen las enfermedades fungicas en las plantas
es necesario considerar los ciclos de vida de los organismos que estan interactuando.
Los hongos patdgenos pueden ser bidtrofos o necrotrofos. Los hongos bidtrofos son
aquellos organismos completamente dependientes de otro organismo vivo como una
fuente de nutrientes. Mientras que los necrétrofos son hongos que matan los tejidos a
medida que crecen a través de ellos, de tal manera que siempre colonizan sustrato
muerto (Holliday, 1992). Los patdgenos pueden atacar a la hospedera en diferentes

etapas del ciclo de vida y tienen efectos diferentes en la longevidad y fecundidad de



las plantas hospederas (Burdon, 1987). Ademas, las plantas hospederas pueden ser
susceptibles en algunas etapas del ciclo de vida y resistentes en otras (Manners,
1993). Se ha observado que en los tejidos mejor defendidos de la hospedera, los
patdgenos crecen mas lentamente (Shaw y Peters, 1994). Por lo que la importancia
que tiene cada patdgeno varia en funciéon de la etapa del ciclo de vida en el que es

atacada la planta hospedera (Burdon, 1987).

En cada etapa del ciclo de vida de la planta hospedera también se pueden
encontrar diferencias entre la susceptibilidad y la resistencia de cada uno de sus
organos (Manners, 1993). Estas diferencias junto con el tamafio, la estructura, la
complejidad arquitectdnica, el genotipo de la hospedera y del patdgeno (Burdon, 1987;
Campbell y Madden, 1990), la edad del tejido o de la planta hospedera (Bowen, 2008),
el ambiente (Campbell y Madden, 1990), la capacidad de dispersion del patdgeno
dentro y entre parches de poblaciones de plantas, el nimero promedio de
generaciones de patdgenos y asociaciones de poblaciones de patdgenos anteriores
(Burdon, 1987; Bowen, 2008) contribuyen a que las plantas sean hospederas de un
amplio rango de patdgenos. Aunque el rango de patdgenos es amplio, cada etapa del
ciclo de vida de las plantas hospederas es afectado por un grupo limitado y similar de

patdgenos (Burdon, 1987).

4.4. Efectos de las enfermedades fiingicas en poblaciones y
comunidades de plantas

Los hongos influyen en las poblaciones y en las comunidades naturales de plantas al
reducir la supervivencia y reproduccion de sus hospederos (Roy et al, 2004),
afectando el resultado de la competencia intra e inter-especifica (Burdon, 1987;
Gilbert, 2002), la distribucidon y la estructura genética de las poblaciones (Burdon,
1987; 1997; Gilbert, 2002; Fournier et al, 2006), la diversidad de las comunidades
(Burdon, 1997; Gilbert, 2002; Fournier et al., 2006; Alexander, 2010) y en la evolucion
del sexo (Burdon, 1987). Las enfermedades fungicas también pueden facilitar el
proceso sucesional (Gilbert, 2002; Alexander, 2010) y tener efectos dependientes de la
frecuencia en el dano por herbivoros (Gilbert, 2002; Fournier et al, 2006). Por
ejemplo, en un estudio se probaron los efectos que tenian el insecto herbivoro
Calacarus flagelliseta y el hongo Oidium caricae en la planta Carica papaya. En este

estudio se observd que el herbivoro tuvo un efecto negativo sobre el patdgeno, es



decir, que en presencia del herbivoro, las poblaciones de patdgenos fueron pocas y
pequefas. Sin embargo, el patdgeno no tuvo efecto sobre las poblaciones de
herbivoros. También se redujo el desempeno de la planta cuando fue atacada por cada
consumidor tanto por separado como en conjunto (Fournier et al, 2006). Varios
estudios han mostrado que los patdgenos pueden afectar el éxito reproductivo de sus
plantas hospederas (Burdon, 1987; Boyette y Turfitt, 1988; Burdon, 1993; Jarosz y
Davelos, 1995; Gilbert, 2002) y que la incidencia de enfermedades varia entre
poblaciones de plantas (Burdon, 1987; 1993; Jarosz y Davelos, 1995; Garcia-Guzman
et al., 1996; Gilbert, 2002).

Las poblaciones naturales de plantas son genéticamente diversas y estan
conformadas por plantas de diferentes edades y etapas del desarrollo (Alexander,
2010), se distribuyen en forma agrupada (Burdon, 1987; 1997; Burdon et al., 1990;
Alexander, 2010) y se encuentran dentro de arreglos espaciales complejos con muchas
otras especies (Alexander, 2010). Dentro de las especies que coexisten con las
poblaciones de plantas se encuentran los patdgenos. Los patdgenos pueden contribuir
a la regulacién denso dependiente de las poblaciones naturales de plantas (Burdon,
1987; May, 1990; Gilbert, 2002) al reducir el tamafio poblacional y producir cambios en
la distribucion espacial (Gilbert, 2002; Alexander, 2010) con lo que se modifica la
distancia entre hospederos susceptibles y la probabilidad de transmisién de los
propagulos de los patdgenos entre plantas (Gilbert, 2002). Por ejemplo en un estudio
realizado con plantulas del arbol neotropical Sebastiana longicuspis, se hicieron
tratamientos con y sin fungicida, y en una densidad alta y baja de plantas para conocer
el efecto de los oomycetos Phytophtora'y Pythium y determinar si su incidencia era
denso-dependiente. Se encontré que las plantulas sin fungicida tuvieron una
mortalidad ocho veces mayor que aquellas a las que se les aplicd fungicida. Ademas,
durante la primera semana de observacion hubo una relacidn negativa entre la
densidad de plantas y la infeccidon por patdgenos, es decir que mientras mas densidad
de plantas habia, la infeccidn por patdgenos fue menor (Bell et a/, 2006). En otro
ejemplo, se determind el efecto de la densidad de plantas de maiz en la susceptibilidad
al hongo Fusarium. Se encontré que las parcelas con mayor densidad de plantas
presentaron valores significativamente mayores de enfermedad y de severidad por
Fusarium. Sin embargo, este trabajo se realizd en poblaciones cultivadas de plantas
(Blandino et al, 2008). Otros estudios han mostrado que las especies de plantas

filogenéticamente relacionadas tienen mas probabilidad de ser susceptibles a los
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mismos patdgenos (Webb et a/, 2006; Gilbert y Webb, 2007) debido a que un
patdgeno que infecta a una especie puede facilmente adaptarse a especies
relacionadas filogenéticamente (Webb et a/, 2006). Aunque también es probable que
las poblaciones de patégenos varien con respecto a la virulencia y que respondan a las

presiones selectivas ejercidas por los hospederos (Burdon, 1987; 1997).

En las comunidades naturales, las poblaciones de plantas se encuentran
distribuidas en parches de tamafio variable (Burdon, 1987; 1997; Alexander, 2010). En
cada parche se encuentran presentes los patdgenos, aunque sus efectos pueden estar
restringidos por el ambiente (Burdon, 1987; Gilbert, 2002). Como se menciona
anteriormente, el principal efecto de las enfermedades flngicas en las comunidades es
el incremento o disminucién de la diversidad de plantas (Burdon, 1997; Gilbert, 2002;
Fournier et al, 2006; Alexander, 2010). Por un lado, si la enfermedad solo afecta a la
especie dominante, puede favorecer un incremento en la abundancia de otras
especies. Por otro lado, si la enfermedad solo afecta a especies raras puede reducir la
diversidad (Alexander, 2010). Por lo tanto, los patdgenos mantienen de la diversidad
de niveles taxondmicos superiores (Webb et al., 2006; Gilbert y Webb, 2007).

4.5. Consecuencias evolutivas de la interaccion planta-patoégeno

Las relaciones que ocurren entre las poblaciones de hospederos y patégenos ha dado
lugar a que se desarrolle una especie de “carrera armamentista” entre el patégeno y el
hospedero: el hospedero evoluciona hacia la resistencia y el patdgeno a la virulencia
(Shaw, 2006). Como resultado de mutaciones y recombinaciones genéticas, las plantas
hospederas expresan genes en respuesta a los patdgenos y a sus vectores, a los
cambios en los vectores y a cambios en los patdgenos (Trevathan, 2004). Los sistemas
reproductivos de los patdgenos son diferentes de los de sus hospederos. Muchos no
poseen procesos sexuales efectivos, por lo que la hibridacion somatica y la mutacion
son los mecanismos mas comunes para generar variacion en las poblaciones de lineas
esencialmente clonales (Burdon et al, 1990). Las fluctuaciones y los cambios en la
estructura de las poblaciones individuales de los patégenos son consecuencia de la
accion combinada de la deriva génica, la extincion y recolonizacién, la limitada

migracién entre poblaciones y la seleccion local (Burdon, 1997).
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La hipdtesis de coevolucidon gen a gen (Flor, 1942; 1955) se refiere a un proceso
de adaptacion reciproco entre especies concretas y en el que un cambio en un gen de
resistencia en la especie hospedera sera fijado y provocara un cambio en un gen de
virulencia en la especie patégena (Leonard, 1987; Thompson, 1990). Por ejemplo, en
una poblacion de hospederos que se distribuye en parches no muy separados, donde
cualquier parche tiene la misma probabilidad de ser dominado por un solo patdgeno
aislado y existen variaciones tanto en intensidad como en direccién de las presiones
selectivas ejercidas por los hospederos sobre los patdgenos y por los patdgenos sobre
los hospederos de un parche a otro. Es posible que ocurra una asociacion coevolutiva a
largo plazo entre hospedero y patdgeno mediante la suma de todos los parches
(Burdon et al, 1990). Una asociacién coevolutiva entre el hospedero y el patdgeno
puede tener grandes efectos sobre otros patdgenos y llevar a la reduccidon en el

numero total de patdgenos que coexisten en un solo hospedero (Shaw y Peters, 1994).

Las poblaciones de patdgenos deben tener variacién genética sobre la cual pueda
actuar la seleccion ejercida por las especies hospederas, mientras que para la seleccién
de plantas hospederas por parte de los patdgenos se requiere variacion de la virulencia
en la poblacién del patdgeno dentro del hospedero (Leonard, 1987). Los genes de
resistencia y virulencia requieren la presencia de unos y otros dentro de la poblacion
para ser mantenidos por seleccion natural (Thompson, 1990). Si la resistencia del
hospedero se reintroduce o se introduce dentro de una nueva area, es probable que la
poblacién del patdgeno que lleva el alelo de la virulencia correspondiente se vuelva
comun (Shaw, 2006). Muchos alelos de la virulencia tienen desventajas selectivas en
ausencia de la resistencia correspondiente pero pueden persistir en frecuencias
moderadas por mucho tiempo (Thompson, 1990; Shaw, 2006). Sin embargo, en
poblaciones pequefias donde la diversidad genética del hospedero es altamente
restringida, el ciclo de vida es corto y la mayoria de los patdgenos tienen una alta
fecundidad, una sola raza virulenta puede dominar rapidamente como resultado de la

deriva génica y la seleccion direccional (Burdon et a/., 1990).

Cuando un patdgeno virulento alcanza un area con hospederos susceptibles, la
enfermedad tiende a ser severa (Burdon, 1997; Scheffer, 1997). Con el tiempo, la
poblacién hospedera se vuelve tolerante y el patdégeno tiende a ser menos virulento. La
resistencia en una poblacion que no se expone por mucho tiempo al patdgeno tiende a

desaparecer, mientras que en una poblacidn constantemente expuesta se mantiene
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(Scheffer, 1997). El nimero de patdgenos presentes en las poblaciones de hospederos
aumenta mediante el incremento en la virulencia y en los cambios en la patogenicidad
(Burdon, 1997; Scheffer, 1997). Por el contrario, cuando los hospederos adquieren
nuevos genes para la resistencia disminuyen las poblaciones de los patdgenos
(Scheffer, 1997).

5. Sistema biolégico

Datura stramonium L. (Solanaceae)

Se conoce con el nombre comun de Toloache. Es una hierba anual erecta que alcanza
hasta 2 m de altura (Figura 1). Su propagacion es sélo por semillas. Se ramifica
dicotdmicamente, tiene hojas grandes de bordes irregularmente dentados, color verde
oscuro y con peciolos muy grandes. Las hojas al frotarse despiden un olor
desagradable. Las flores son tubulares, de color violaceo o blanco. El fruto es una
capsula espinosa dehiscente (en cuatro valvas) y con muchas semillas oscuras,
reniformes (Weaver y Warwick, 1984; Nuiez Farfan, 1991). Es originaria de las
regiones tropicales de América Central y del Sur aunque también se reportan
ejemplares en el este de Norte América (Weaver y Warwick, 1984). Tiene una amplia
distribucién geografica, principalmente en México y Estados Unidos (Weaver vy
Warwick, 1984; Nufez Farfan, 1991). Su habitat se caracteriza por presentar
perturbacion humana, particularmente en lugares donde la vegetacion es removida,
como basureros, terrenos baldios, a orillas de los caminos y en campos de cultivo
abandonados (Weaver y Warwick, 1984; Nufez-Farfan 1991). Dentro de los herbivoros
que la atacan se encuentran: Lema trilineata, Trichobaris soror, Sphenarium
purpuracens, Epitrix parvula'y un lepiddptero no identificado (NUfiez-Farfan, 1991). En
algunos estudios se indica que el dafo foliar producido por insectos herbivoros varia
entre poblaciones y reduce la adecuacion de las plantas (Nunez-Farfan y Dirzo, 1994;
Valverde et al., 2001; 2003; Fornoni et al., 2004), también se ha encontrado variacion
en los niveles de resistencia (NUnez-Farfan y Dirzo, 1994; Valverde et al., 2001). Los
hongos patdgenos que le causan enfermedades en Norte América son: Alternaria
crassa, Alternaria solani, Cercospora daturicola, Dijplodia atro-caerulea, Phyllosticta

hortorum'y Septoria lycopersici (Weaver y Warwick, 1984).
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Figura 1. Datura stramonium L.

6. Métodos
6.1. Area de estudio

El presente estudio se realizd en 10 poblaciones de D. stramonium localizadas en los
estados de Guerrero, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. De las 10 poblaciones, dos se
ubicaron en Guerrero: Xochipala y Rancho de Colores; cuatro en Hidalgo: San Agustin
Tlaxiaca, Francisco Villa, Patria Nueva y Pefa Dos; dos en Tlaxcala: Magdalena de
Tlaltelulco y Panzacola; y finalmente dos en Puebla: Atlixco y Valsequillo (Figura 2). La
ubicacidon geogréfica y las caracteristicas ambientales de cada uno de los sitios se

muestran en la Tabla 1 (Anexo).
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Figura 2. Localizacion de las poblaciones de estudio en los estados de Guerrero,
Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. Los sitios numerados son 1-Xochipala, 2-Rancho de
Colores, 3-San Agustin Tlaxiaca, 4-Francisco Villa, 5-Patria Nueva, 6-Peiia Dos, 7-
Magdalena de Tlaltelulco, 8-Panzacola, 9-Atlixco y 10-Valsequillo.

6.2. Analisis de los niveles de daiio causado por hongos patégenos a
D. stramonium

Se analizaron 40 individuos en cada poblacion con el fin de determinar los niveles de
dafno causados por hongos en hojas. Para cada individuo se obtuvieron los siguientes
parametros: altura, nimero de hojas, niUmero de hojas con dafio por hongos, nimero
de hojas con dafio por herbivoros y nimero de frutos. Las hojas de los individuos que
mostraron evidencia de ataque se colectaron con el fin de evaluar el nivel de dafio
foliar usando un sistema de andlisis de imagenes WinFOLIA (Regent Instruments
Canada INC.). El andlisis del dafio foliar incluyd los parametros: area foliar total, area
foliar danada por hongos y por insectos herbivoros. Las hojas se analizaron en fresco
con el fin de describir los sintomas causados por hongos y la posible asociacién entre
el dafo por hongos y por insectos herbivoros. Ademas, se tomd una muestra de hojas
con evidencia de ataque por hongos con el fin de aislar e identificar a los agentes

causales del dano.
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6.3. Medicion de los factores ambientales de cada sitio

Los sitios seleccionados se encontraban en terrenos baldios, tiraderos de basura y
escombro, por lo que no fue posible colocar HOBOS para cuantificar la temperatura y
la precipitacion. Por lo tanto, se tomo la ubicacién de cada poblaciéon con un GPS
(Global Positioning System - Sistema de Posicionamiento Global). La ubicacién de los
sitios se encontraba en coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator — Universal
Transversal de Mercator), las cudles se transformaron a coordenadas geograficas para
localizarlas en el mapa. Una vez localizados los puntos se consultd un mapa del clima
para extrapolar los datos de la temperatura y la precipitacion media anual de cada sitio

(Tabla 1). Debido a que eran sitios abiertos no se cuantificd la intensidad luminica.

6.4. Aislamiento de los hongos patogenos que atacan a D. stramonium

Para el aislamiento de los agentes causales de dafio, se cortaron secciones de la hoja a
nivel del limite de la lesion. Estos fragmentos se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 min y se enjuagaron con agua desionizada
estéril. Después se colocaron sobre papel filtro estéril para eliminar el exceso de agua.
A continuacion se sembraron en medio de papa-dextrosa-agar (PDA) (Garcia-Guzman,
1986; 1990). Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente hasta observar el
desarrollo y la esporulacion del hongo (Ulloa y Hanlin, 1978). Posteriormente, se
purificaron los aislados para identificarlos con base en la morfologia microscépica de
los conidios y poder realizar pruebas de patogenicidad siguiendo los postulados de
Koch (Agrios, 1997). La identificaciéon a nivel de género se hizo comparando la
morfologia colonial con las imagenes del manual ilustrado de géneros de hongos
imperfectos de Barnett y Hunter (1972).

Debido a que no fue posible la identificacién a nivel de especie con base en la
morfologia microscopica de los conidios, se realizd un analisis mediante la extraccion
de ADN de cada aislado. Para la extraccién de ADN, se realizaron cultivos puros a
partir de una sola espora de cada cepa. Los cultivos monosporicos se realizaron en el
laboratorio de Micologia Basica de la Dra. Concepcidon Toriello Najera, del

departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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La extraccion, amplificacion, purificacion y secuenciacion se llevd a cabo en el
laboratorio del Dr. Javier Plasencia de la Parra, del departamento de Bioquimica de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

6.4.1. Obtencion de cultivos monosporicos

Para la obtencion de cultivos puros a partir de una sola espora, primero se prepard una
suspension de conidios en Tween 80 al 0.5 %. Estos se cuantificaron en una cdmara
de Neubauer para realizar diluciones hasta obtener una suspensiéon de 1 x 10°
conidios/mL. Después se prepard un portaobjetos estéril con 3 mL de agarosa al 0.8 %
estéril sobre un triangulo de vidrio, dentro de una caja de Petri. Se depositaron 50 UL
de la suspension de conidios previamente diluida sobre la agarosa solidificada y se
esparcieron los conidios con una varilla de vidrio estéril. Se dejaron pasar 15 min para
que la agarosa absorbiera el liquido. La suspensién de conidios también puede hacerse
utilizando cajas de Petri con medio de agarosa, gelatina y dextrosa (AGD) (Mier et al.,
2002). El medio translicido permitié localizar con facilidad los conidios al realizar las
observaciones en el microscopio dptico. En el reverso de la caja de Petri se trazd un
cuadriculado con cuadrantes de 1 cm? (Ayala-Zermefio, 2006). Posteriormente se
reviso el portaobjeto o la caja de Petri con el objetivo de 10 X del microscopio para
localizar un conidio y se verificd con el objetivo de 40 X. Una vez que se verificd, se
regreso al objetivo de 10 X y se ubicd el conidio en el centro del campo visual. Se bajo
el revolver del microscopio con el tornillo macrométrico, se cerrd el diafragma hasta
que solamente se observd un pequefio haz de luz sobre la region donde se localizd el
conidio. Se realizaron pequefios cortes con un bisturi en forma de un cuadrado en
torno a la circunferencia del haz de luz. Se tomé la fraccién de agarosa con el conidio
Unico y se coloco en una caja de Petri con PDA y se incubd a 28 °C. La caja se reviso
diariamente hasta obtener el aislado monospodrico. Una vez obtenido, se conservo

resembrandolo en una nueva caja con PDA (Agar Papa—Dextrosa) (Mier et al., 2002).

6.4.2. Extraccion de ADN

A los cultivos monospdricos se les agregaron 10 mL de Tween 80 al 0.5 % para

preparar una suspension de conidios. Posteriormente se tomaron 10 mL de la
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suspension y se agregaron al medio liquido de Sabouraud-Dextrosa adicionado de
extracto de levadura al 1 %. Los cultivos se incubaron en agitacién a 26 °C por tres
dias. La extraccion de ADN gendmico se hizo con DNAzol (GIBCO-BRL). Primero se
tomaron 5 mL de cada cultivo monospérico liquido y se calentaron a 80 °C por 10 min,
luego se enfriaron con nitrégeno liquido y se centrifugaron durante 5 min a 12,000
rpm. Se le agregé 1 mL de DNAzol a cada muestra, y se homogeneizaron agitando los
tubos por inversion 10 veces. No es recomendable hacerlo muy fuerte ya que se puede
romper el ADN. Cada tubo se dejo durante 3 min a temperatura ambiente. Después se
centrifugaron 10 min a 10,000 rpm a temperatura ambiente para eliminar los restos de
tejido. Se pasaron los sobrenadantes a tubos limpios usando puntas de pipeta de 1 mL
ensanchadas de la boca. A cada tubo con el sobrenadante se le agregd 0.5 mL de
isopropanol a -20 °C y se mezclaron por inversion. Los tubos se incubaron a
temperatura ambiente por 3 min, posteriormente se centrifugaron durante 10 min a
10,000 rpm a 4 °C y se elimind el sobrenadante por decantacion. Se dejé secar el
precipitado dejando los tubos abiertos por 15 min y se le agregd a cada tubo 40 UL de

agua estéril.

6.4.3. Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) del ADN genémico

Para realizar la amplificacion del ADN gendmico extraido se utilizd el método de PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa) empleando los oligonucledtidos ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") y ITS2 (5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3"). Las
condiciones de la PCR se realizaron de acuerdo con lo reportado por Kang et a/. (2010)
en un volumen final de reaccion de 20 L. Se emplearon 4 uL de buffer 5X, MgCl, a 2.5
mM, 0.4 uL de dNTP’s a 200 uM (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA), 0.4
ML de oligo Fw a 0.4 uM, 0.4 pL de oligo Rv a 0.4 uM, 1 pL de ADN, 0.5 pL de Taq
polimerasa a 0.25 pL (Applied Biosystems) y 13.3 pL de agua estéril. Se utilizé un tubo
por cada muestra de ADN. La amplificacion se realizd en el termociclador Gene Amp
PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) con la siguiente programacion: 3 minutos a
94 9C, 34 ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 56 °C y 40 segundos a 72 °C,
y finalmente 7 minutos a 72 °C. Una vez que termind la amplificacién se guardaron las
muestras a 4 °C. Después se analizaron las muestras mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1 % con SyBR-Safe (50 pg/mL), en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base a 45
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mM, acido bdrico a 45 mM, EDTA a 1 mM). Cuando se verificdé que se realizd la
amplificacion de las muestras de ADN, se volvid a aplicar el método de PCR utilizando
cuatro tubos por cada muestra con las mismas condiciones y cantidades de buffer,
dNTP s, Oligos, ADN, Taq polimerasa y agua estéril. Las muestras se volvieron a correr

mediante electroforesis en gel del agarosa al 1 % para la purificacion del ADN.

6.4.4. Purificacion y secuenciacion del fragmento de ADN
producido en la PCR

La purificacién consistid6 en colocar el volumen de la mezcla de reaccién
(aproximadamente 20 L) de cada tubo junto con amortiguador de carga, en un gel de
agarosa al 1% con SyBR-Safe. La electroforesis se llevd a cabo a 100 V, en
amortiguador TBE 0.5X, durante un tiempo aproximado de 90 min. Una vez concluida,
se observod el gel a través de un transiluminador de luz UV. Previamente se pesaron
tubos Eppendorf de 1.5 mL y se anotd el peso. Las bandas del gel de agarosa de cada
muestra se cortaron eliminando el exceso y se depositaron en los tubos Eppendorf y se
volvieron a pesar. La diferencia del peso final con el peso inicial fue el volumen total de
la muestra en el gel. La purificacion se realizd con el kit QIAquick Gel Extraction kit
(Qiagen GMBH, Hilden, Alemania), de acuerdo con las instrucciones descritas por el
fabricante. A cada tubo se le agregaron 3 volimenes de Buffer QG por cada 1 de
muestra en el gel. Los tubos se dejaron incubar a 50 °C por 10 min. Después de que el
gel se disolviera por completo, se observd que el color de la mezcla fuese amarillo ya
que la adsorcion de ADN a la membrana QIAquick es eficiente sélo a pH 7.5 (el color
amarillo es un indicador del pH adecuado en la mezcla). Una vez disuelto el gel los
tubos se agitaron y se agregaron 100 pL de isopropanol. Se colocoé la columna
QIAquick spin en un tubo colector de 2 mL, para unir el DNA, se agregaron 800 pL de
cada muestra en la columna QIAquick y se centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm. Se
descarto el sobrenadante y se volvid a centrifugar durante 1 min hasta que se termind
la muestra. Posteriormente se adicionaron 500 pL de Buffer QG a la columna QIAquick
(para la remocién de posibles restos de agarosa) y se centrifugd por 1 min a 13,000
rpm. Se descartd el sobrenadante. Después, para lavar la muestra, se agregaron 750
uL de Buffer PE del kit a la columna y se centrifugd por 1 min a 13,000 rpm. Se
descarto el sobrenadante y fue centrifugado nuevamente durante 1 min a 13,000 rpm
para remover por completo el isopropanol residual del Buffer PE. Cada columna

QIAquick se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril para eluir el ADN, se
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agregaron 20 uL de agua MilliQ y se mantuvo la columna por 2 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugd por 1 min a 13,000 rpm, obteniéndose asi el
ADN purificado de la amplificacion previa. Para la cuantificacion de ADN se utilizd un
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Al espectrofotdmetro se le
agrego 1 pL de muestra de cada tubo en una celda y se cuantificd en nanogramos por
microlitro. Para cuantificar una nueva muestra fue necesario agregar agua destilada
hasta que la celda quedo libre de residuos de ADN de la muestra anterior. Una vez que
se obtuvieron los niveles de ADN en cada muestra purificada, se volvié a realizar una
electroforesis con gel de agarosa al 1 % agregando 2 pL de muestra. El gel se observo
con una lampara de UV y se fotografié. La fotografia del gel junto con los tubos con la
muestra purificada y la concentracion de ADN presente en cada uno se mandaron a
secuenciar en un secuenciador ABI (Applied Biosystems, Perkin-Elmer, CA, EU), en el
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Para el alineamiento, una vez que se obtuvieron
los resultados de la secuenciacion de las regiones ITS 1y 2, se consultd la pagina del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el algoritmo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) 2.2.23 (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) (Altschul et al,
1997). Se compararon con las secuencias de nucledtidos pertenecientes a los hongos
depositados en el GenBank (http://ncbi.nim.nih.gov) hasta ese momento. Como
criterio se considero la busqueda de secuencias de la coleccidon de nucledtidos (nr/nt),
optimizada para secuencias altamente similares (megablast) con el fin de determinar la

identidad maxima con alguna especie que tuviera la misma secuencia.

6.5. Pruebas de patogenicidad en plantas de D. stramonium

Se obtuvieron semillas al final de la época de lluvias de 2010 del sitio Rancho de
Colores. Estas semillas se germinaron en el invernadero del Instituto de Ecologia de la
UNAM, en macetas pequefias, con suelo comercial y se mantuvieron hasta obtener
plantulas. Una vez que las plantulas se desarrollaron se transplantaron a macetas
grandes. Las pruebas de patogenicidad se efectuaron para comprobar si los hongos

identificados eran los responsables de las lesiones de las que fueron aislados.
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6.5.1. Infeccion de las plantas de D. stramonium

Las hojas de las plantas que crecieron en el invernadero se desinfectaron con alcohol
al 70 %. Previamente se prepard una suspension de conidios de los hongos aislados.
La suspensidon de conidios de cada hongo por separado, se inoculdé de acuerdo a tres
métodos: aspersion, herida y contacto (Garcia-Guzman, 1986; 1990). El método de
aspersion consistid en asperjar la suspension de conidios en los sitios elegidos para la
prueba (Garcia-Guzman, 1990). En el método por herida se realiz una ligera incisiéon o
un raspado superficial en la ldamina de la hoja y se inoculd directamente mediante una
aguja de diseccion una pequefia cantidad de la colonia en estudio. Finalmente en el
método por contacto se colocaron trocitos de algodén humedecidos en la suspension
de conidios sobre la hoja elegida para la prueba (Garcia-Guzman, 1986; 1990). Una
vez inoculadas las hojas, se cubrieron con una bolsa de plastico por 24 h con el fin de
incrementar la humedad y favorecer la germinacién de las esporas y la penetracion del
patdgeno en el tejido del hospedero (Garcia-Guzman, 1990). Los individuos se
revisaron cada 24 h hasta observar la manifestaciéon de sintomas. Al final del
experimento se colectaron las hojas para aislar e identificar al agente causal y
corroborar que corresponde al inicialmente inoculado mediante el método previamente
citado (Garcia-Guzman, 1986; 1990).

6.5.2. Efecto del hongo en el desempeiio y en el éxito
reproductivo en plantas de D. stramonium

Después de las inoculaciones con cada hongo por separado se determind cual fue el
hongo mas exitoso basandose en la rapidez con que se desarrollaron los sintomas de
la enfermedad que causa. Una vez que se obtuvo al patégeno mas exitoso se iniciaron
los experimentos utilizando solo ese hongo para determinar su efecto en el desempeio
y éxito reproductivo de las plantas de Datura. Los tratamientos utilizados para este
experimento fueron la inoculacién, por medio de una herida, de la suspensidon de
conidios del hongo seleccionado en 25, 50, 75 y 100 % de las hojas de cada planta.
Para las plantas testigo se emplearon los mismos tratamientos pero usando agua
estéril en lugar de la suspensidon de conidios. Se realizaron cinco repeticiones por
tratamiento. Ademas, se dejaron cinco plantas sin ningin tratamiento como testigo
absoluto. A cada planta se le midié la altura, el didmetro, el nimero de hojas, el

numero de flores y el nimero de frutos, antes de iniciar los tratamientos y durante
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cada semana hasta que concluyd el experimento (22 semanas). Durante el

experimento, se cuantificaron las semillas de las plantas que tuvieron frutos maduros.

6.6. Analisis estadistico

Para buscar diferencias entre sitios de los valores del porcentaje de hojas dafiadas por
hongos por planta, de los porcentajes de area foliar dafiada por hongos por planta, del
numero de frutos, la altura y del porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria se
aplicaron pruebas de Wilcoxon / Kruskal-Wallis. Para poder agrupar los sitios se
empled una prueba de Tukey / Kramer. Los valores del niUmero de frutos, la altura y
del porcentaje de hojas dafadas por herbivoria se transformaron en logaritmos debido
a que el valor de la varianza fue mayor al valor de las medias (Zar, 1984). Ademas, se
llevaron a cabo correlaciones simples entre los valores por sitio de los siguientes
factores ambientales: temperatura media anual, precipitacion media anual, porcentaje
de hojas dafiadas por herbivoria, nimero de frutos y altura, con el porcentaje de hojas
danadas por hongos y el porcentaje de area foliar danada por hongos. Asimismo, se
correlacionaron entre si los porcentajes de hojas danadas por hongos y del area foliar
dafada por éstos. Ademads, se hicieron correlaciones simples con los valores por
individuo por sitio de los factores: porcentaje de hojas danadas por herbivoria, nUmero
de frutos y altura, con el porcentaje de hojas dafiadas por hongos y el porcentaje de
area foliar danada por éstos. Todas las correlaciones se hicieron con los valores
transformados en logaritmos, excepto la de los porcentajes de hojas danadas por
hongos y del area foliar dafnada por éstos. En los experimentos de invernadero se
hicieron pruebas de X* para ver si habia diferencias entre tratamientos. Para agrupar
los tratamientos se empled una prueba de Tukey / Kramer. También se realizaron
correlaciones simples entre los valores por tratamiento de los factores: nimero de
hojas producidas, nimero de flores, nimero de frutos, nimero de semillas producidas
por fruto, altura, didmetro y el area foliar danada. Todos los andlisis se realizaron con
el programa JMP (SAS Institute Inc.).
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7. Resultados

El porcentaje de hojas atacadas por hongos patégenos por planta en cada poblacién se
muestra en la Figura 3. El porcentaje de hojas danadas por hongos patdgenos por

planta vari6 de 0.15 a 4.48 % y se encontraron diferencias estadisticamente

7.1. Niveles de daiio foliar causado por hongos patégenos a D.
stramonium

significativas (X* = 29.73; gl = 9; P = 0.0005) entre cada poblacién. La poblacién que

mostrd un mayor porcentaje de hojas dafiadas por hongos fue San Agustin Tlaxiaca,

mientras que la poblacidon con menos hojas danadas fue Pena Dos (Figura 3).

% de hojas dafiadas por planta

Iliiiiiii;

San Atlixco  Rancho de Magdalena Francisco Panzacola Valseguill  Patria Xochipals Pefia Dos

J Agustin Colores de Yila Mueva

Tlaxiaca Tlatelulzo

Poblacion

Figura 3. Porcentaje de hojas daiadas por hongos por planta en 10 poblaciones de
Datura stramonium localizadas en el centro de México. Letras diferentes indican

diferencias entre poblaciones.

El porcentaje de area foliar danada por hongos por planta en cada poblacion se

muestra en la Figura 4. En este caso, los porcentajes de area foliar danada por hongos

por planta en cada poblacion variaron de 0.13 a 7.81 % y se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (X* = 57.33; gl = 9; P = <0.0001) entre cada poblacion.

Las poblaciones de Rancho de Colores, Magdalena de Tlaltelulco, Atlixco, Valsequillo y
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Panzacola mostraron un mayor porcentaje de area foliar danada por hongos por planta

y la poblacién de Pefia Dos fue la que presentd el menor porcentaje (ver Figura 4).

AB  AB

% de area foliar daiada p or planta

AB g
B B

D T T T T T T T - T ’—L‘ T ’L 1

Rancho de Magdalena  Aflico “alsequilo Panzacola  San Francisco  Xochipala F‘aLria F‘eﬁiDus

Colores de Agustin illa Mueva
-2 - Tlakellco Tlaxiaca

Poblacion
Figura 4. Porcentaje de area foliar dafiada por hongos por planta en 10 poblaciones
de Datura stramonium localizadas en el centro de México. Letras diferentes indican
diferencias entre poblaciones.

7.2. Relacion de los factores ambientales con los niveles de daio foliar
de D. stramonium

Los valores promedio de cada factor ambiental por poblacién se muestran en la Tabla
2 (Anexo). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre sitios para
los factores altura, nimero de frutos, porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria y
porcentaje de area foliar dafada por herbivoria (Tabla 3). Los resultados de las
correlaciones entre los valores de los factores por sitio junto con el valor de la
probabilidad se muestran en la Tabla 4 (Anexo). Los resultados de las correlaciones
con los valores de los factores por individuo por sitio junto con el valor de la
probabilidad se muestran en la Tabla 5 (Anexo).

Sélo se encontraron dos correlaciones estadisticamente significativas en los

valores de los factores por sitio. La primera fue entre el porcentaje de hojas dafadas
por hongos con el porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria (R* = 0.625; P = 0.007)
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(Figura 5). Los andlisis entre los valores por sitio, indican que el porcentaje de hojas
dafadas por hongos por planta se relacioné negativamente con el dafio por herbivoros,
es decir, que las hojas que tuvieron menos dano por hongos presentaron mas dafio
por herbivoros. Sin embargo, como se observa en la Figura 5, solo una de las
poblaciones se encuentra en la parte superior izquierda y las nueve restantes se
localizan en la parte inferior derecha por lo que se elimind la poblacion separada y se
realizd de nuevo el analisis de correlacién. Al realizar nuevamente el analisis de

correlacién ya no fue significativo (R*> = 0.0003; P = 0.966).

4.5
. Hojas daihadas = 30.690406
-0.3033614*Herbivoria

3.5 4
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T T T T T T

86 88 90 92 94 96 98 100

%4 de hojas dafiadas por herbivoria por planta

04 de hojas dafnadas por hongos por planta

Figura 5. Relacién entre el porcentaje de hojas dafadas por hongos y el porcentaje
de hojas dafiadas por herbivoria en poblaciones de Datura stramonium localizadas
en el centro de México (R? = 0.625; P = 0.007).

La segunda correlacion fue entre el area foliar dafada por hongos con la
precipitacién media anual (R* = 0.800; P = 0.0005) (Figura 6). En este caso, el
porcentaje de area foliar dafiada por hongos se relaciond positivamente con la
precipitacion media anual, es decir, que las hojas con una mayor area foliar dafiada se
encontraban en sitios con mayor precipitacion media anual. Por lo tanto, la relacién
estadisticamente significativa entre el porcentaje de area foliar dafiada por hongos
sugiere que los niveles diferenciales de precipitacion media anual en cada poblacién,
estan actuando para que se presenten variaciones en la incidencia de hongos. La

temperatura media anual no influyd en las variaciones encontradas en las poblaciones.
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Figura 6. Relacién entre el porcentaje de area foliar daiiada por hongos y la
precipitacion media anual en poblaciones de Datura stramonium localizadas en el
centro de México (R? = 0.800; P = 0.0005).

Se encontraron seis correlaciones estadisticamente significativas en los valores de
los factores por individuo por sitio. Las primeras tres fueron entre el logaritmo del
nimero de hojas dafiadas por hongos con el logaritmo de la altura (R*> = 0.227; P =
<0.0001) (Figura 7), con el logaritmo del nimero de frutos (R?> = 0.258; P = <0.0001)
(Figura 8) y con el logaritmo del porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria (R* =
0.077; P = 0.0086) (Figura 9). En los andlisis de los valores por individuo por sitio, se
observo que las correlaciones entre el logaritmo del porcentaje de hojas danadas por
hongos con el logaritmo de la altura, con el logaritmo del nimero de frutos y con el
logaritmo del porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria fueron negativas. En el
primer caso se encontré que las plantas que presentaron un menor porcentaje de

hojas dafiadas por hongos tenian una altura mayor (Figura 7).
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Figura 7. Relacion entre el porcentaje de hojas daiadas por hongos y la altura en
poblaciones de Datura stramonium localizadas en el centro de México (R? = 0.227; P
= <0.0001).

En el segundo caso, se observd que las plantas que presentaron un mayor
porcentaje de hojas dafiadas por hongos producen un menor nimero de frutos en
promedio (Figura 8). Por lo tanto, las relaciones estadisticamente significativas entre
los primeros dos casos (Figuras 7 y 8), sugieren que la altura y el niUmero de frutos
son factores que estan disminuyendo el porcentaje de hojas dafnadas por hongos.
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Figura 8. Relacion entre el porcentaje de hojas dafiadas por hongos y el nimero de
frutos en poblaciones de Datura stramonium localizadas en el centro de México (R?
= 0.258; P = <0.0001).
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En el tercer caso, se encontrd que el porcentaje de hojas danadas por hongos es

mayor cuando el porcentaje de hojas danadas por herbivoria se mantienen en valores

bajos (Figura 9).
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Figura 9. Relacién entre el porcentaje de hojas dafadas por hongos y el porcentaje
de hojas dafadas por herbivoria en poblaciones de Datura stramonium localizadas
en el centro de México (R? = 0.077; P = 0.0086).

La cuarta fue entre el nimero de hojas dafiadas por hongos con el area foliar

dafiada por hongos (R* = 0.175; P = <0.0001). La correlacidn entre el porcentaje de

hojas dafiadas por hongos con el area foliar dafiada por hongos fue positiva, es decir,

que cuando el porcentaje de hojas dafadas por hongos tuvo valores bajos, el

porcentaje de area foliar dafada por hongos también (Figura 10).
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Figura 10. Relacion entre el porcentaje de hojas dafiadas por hongos y el porcentaje
de area foliar dafiada por hongos en poblaciones de Datura stramonium localizadas
en el centro de México (R? = 0.175; P = <0.0001).

La quinta y la sexta fue entre el logaritmo del area foliar dafiada por hongos con

el logaritmo de la altura (R* = 0.045; P = 0.045) (Figura 11) y con el logaritmo del

porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria (R*> = 0.055; P = 0.027) (Figura 12). Las

correlaciones entre el logaritmo del porcentaje de area foliar danada por hongos con el

logaritmo de la altura y con el logaritmo del porcentaje de hojas dafiadas por

herbivoria fueron positivas. Se encontréd que el porcentaje de area foliar dafiada por

hongos es mayor en plantas con mayor altura (Figura 11).
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Figura 11. Relacion entre el porcentaje de area foliar dafiada por hongos y la altura
en poblaciones de Datura stramonium localizadas en el centro de México (R? =
0.045; P = 0.045).

Finalmente, se encontrd que las plantas que presentaron un mayor porcentaje de
hojas dafnadas por hongos también tuvieron un alto porcentaje de hojas dafiadas por

herbivoria (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre el porcentaje de area foliar dafiada por hongos y el
porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria en poblaciones de Datura stramonium
localizadas en el centro de México (R? = 0.055; P = 0.027).
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Sin embargo, en el caso de las correlaciones entre el porcentaje de hojas
dafadas por hongos y el porcentaje de area foliar dafada por hongos con el
porcentaje de hojas dafiadas por herbivoria se observa que sdlo tres de los individuos
se encuentran en la parte superior izquierda y el resto se concentra en la parte
derecha (Figuras 9 y 12), por lo que se eliminaron también las tres poblaciones y se
realizd nuevamente el analisis de correlacidon entre estos valores con el porcentaje de
hojas danadas por hongos y con el porcentaje de area foliar dafiada por hongos. El
segundo andlisis de correlacidn con el porcentaje de hojas dafiadas por hongos (R =
0.0314; P = 0.103) no fue significativo, mientras que con el porcentaje de area foliar
dafiada por hongos (R* = 0.0769; P = 0.0097) si fue significativa (Figura 13). La
correlacion entre el porcentaje de area foliar dafnada por hongos con el porcentaje de
hojas dafiadas por herbivoria fue positiva por lo que se observo que las plantas con un
mayor porcentaje de area foliar dafiada por hongos también presentaron un porcentaje
de hojas danadas por herbivoria alto. La relacion estadisticamente significativa entre el
porcentaje de area foliar dafada por hongos con la altura y con el porcentaje de hojas
dafadas por herbivoria son factores que favorecen la incidencia de hongos en las

plantas de D. stramonium.
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Figura 13. Relacion entre el porcentaje de area foliar dafada por hongos y el
porcentaje de hojas daifiadas por herbivoria en poblaciones de Datura stramonium
localizadas en el centro de México (R?> = 0.077; P = 0.0097).
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7.3. Identificacion de los hongos patégenos que atacan a D.
stramonium

A partir de los dafos observados en todas las poblaciones y de las comparaciones
hechas con un manual ilustrado de géneros de hongos imperfectos (Barnett y Hunter,
1972), se identificaron tres géneros de hongos: Alternaria sp., Epicoccum sp. 'y Phoma
sp. En D. stramonium, Alternaria sp. causa manchas irregulares de color café claro con
un halo necrético delgado; Epicoccum sp. produce manchas necrdticas irregulares color
café rojizo; y Phoma sp. fue aislada de manchas irregulares de color café oscuro con
un halo necrético grueso. Los tres géneros pertenecen al Phyllum Ascomycota, Clase
Dothideomycetes, Orden Pleosporales, Familia Pleosporaceae (Hibbett et a/, 2007;
McLaughlin et al., 2009). No se pudo llegar a nivel de especie en ningun caso, debido a
que las muestras de Alternaria sp. y Epicoccum sp. se contaminaron durante la
secuenciacion. En el caso de Phoma una de las secuencias obtenidas del fragmento de
ADN producido en la PCR (Figura 14) tuvo un 100 % de identidad maxima con dos
especies (P. tropicay P. macrostoma) (Figura 15) por lo que es necesario amplificar y
secuenciar otros genes que permitan definir a las especies dentro del género Phoma.
En el caso de Alternaria sp. y Epicoccum sp. es necesario volver a realizar los analisis

de PCR. La descripcion de los tres géneros se muestra en la Figura 16.
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Género

Descripcion

Alternaria
Nees.

Epicoccum
Link.

Phoma
Desm.

Conidiéforos negros, la mayoria simples, cortos o alargados, tipicamente forman cadenas simples
o ramificadas de conidios; conidios (poroesporas) negros, tipicamente con septos tanto
transversales como longitudinales; de forma variable, de elipticos a ovoides, frecuentemente
nacen acropétalamente en largas cadenas, en algunos casos nacen individualmente y tienen un
apéndice apical simple o ramificado; parasitos o saprobios en material vegetal (Barnett y Hunter,
1972).

Esporodoquios negros, mas o menos con forma de cojin, variables en tamafo; conidiéforos
compactos o sueltos, negros, mas bien cortos; conidios negros, de una célula (dictioesporas),
globosas; la mayoria saprobios (Barnett y Hunter, 1972).

Picnidios negros, ostiolados, lenticulares o globosos, inmersos en el tejido del hospedero, con una
punta corta que perfora la epidermis; conidiéforos cortos; conidios pequefios, de una célula,
hialinos ovoides o alargados; parasitos, producen manchas, principalmente en las hojas;
parasitos, en varias partes de la planta (Barnett y Hunter, 1972).

Figura 16. Descripcion de los tres géneros de hongos aislados de las poblaciones de Datura stramonium.
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7.4. Pruebas de patogenicidad y efecto de los hongos patogenos en el
desempeiio y en el éxito reproductivo en plantas de D. stramonium

Se realizaron pruebas de patogenicidad en tres plantas de semillas obtenidas de la
poblacién Rancho de Colores. Las pruebas se hicieron utilizando los tres hongos
aislados de las poblaciones de D. stramonium. Se probaron las tres técnicas de
inoculacién descritas previamente. El hongo que causé los sintomas mas rapidamente
fue Alternaria sp., en cuatro dias, y produjo manchas necroéticas irregulares de color
café claro. Por lo tanto, los experimentos para determinar el efecto del patdgeno en el

desempefio y el éxito reproductivo de D. stramonium se realizaron con este hongo.

En general, el porcentaje en promedio de area foliar dafiada de las plantas
infectadas con Alternaria sp. durante las pruebas de patogenicidad fue de 4.5 % + 2.5
EE. Los tratamientos con los diferentes porcentajes de hojas inoculadas con Alternaria
sp. en el invernadero asi como el sintoma desarrollado por las plantas se muestran en
la Figura 17 (Anexo). Los valores promedio por tratamiento del nimero de hojas,
flores, y frutos por planta, de la altura, el diametro y el area foliar dafada de las
plantas tratadas se muestran en la Figura 18 (Anexo).

El nimero de hojas producidas en promedio por planta por tratamiento varié de
40 a 44 (Figura 18). El tratamiento en el que las plantas produjeron un mayor nimero
de hojas (44) fue el del 0 % de hojas inoculadas, mientras que en el tratamiento con
el 100 % de hojas inoculadas se produjeron menos hojas (40). Sin embargo, entre los
tratamientos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (X* = 1.21;
gl = 4; P = >0.05). La produccion de flores en promedio por planta por tratamiento
vario6 de 7 a 9 (Figura 18). En este caso, el tratamiento en el que las plantas
produjeron un mayor nimero de flores (9) fue el del 100 % de hojas inoculadas y en
el tratamiento con el 75 % de hojas inoculadas se produjo el menor nimero de flores
(7). En este caso tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (X* = 1.96; gl = 4; P = >0.05). La produccién de frutos en
promedio por planta por tratamiento varié de 4 a 6 (Figura 18). El tratamiento en el
cual las plantas produjeron un mayor niumero de frutos (6) fue en el del 50 % de hojas
inoculadas y el tratamiento en el que se produjeron menos frutos (4) fue en el del 0 %
de hojas inoculadas. Las diferencias entre tratamientos no fueron estadisticamente
significativas (X*> = 2.28; gl = 4; P = >0.05). El nimero de semillas producidas en

promedio por fruto por planta por tratamiento varié de 275 a 326 (Figura 19). En este

34



caso, el tratamiento en el que los frutos de las plantas que produjeron un mayor
numero de semillas (326) fue el del 0 % de hojas inoculadas, mientras que en el
tratamiento con el 75 % de hojas inoculadas fue en el que se produjeron menos
semillas por frutos por plantas (275). En este caso si hubo diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (X* = 24.71; gl = 4; P = <0.01). La altura promedio
de las plantas por tratamiento varié de 32 a 36 cm (Figura 18). El tratamiento en el
que las plantas presentaron una altura mayor (36) fue en el del 75 % de hojas
inoculadas y el tratamiento en donde las plantas presentaron una altura menor (32)
fue en el del 25 % de hojas inoculadas. Las diferencias entre tratamientos no fueron
estadisticamente significativas (X*> = 1.54; gl = 4; P = >0.05). Finalmente, con
respecto al diametro promedio de las plantas por tratamiento varié de 1.3 a 1.4 cm
(Figura 18). En el tratamiento en el que las plantas presentaron un diametro mayor
(1.4) fue en el del 75 % de hojas inoculadas, mientras que en el tratamiento del 25 %
de hojas inoculadas fue en el que las plantas tuvieron un didmetro menor (1.3). En
este caso, las diferencias entre tratamientos tampoco fueron diferencias

estadisticamente significativas (X* = 0.01; gl = 4; P = >0.05).
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Figura 19. Niumero de semillas producidas en promedio por fruto por planta en cada
uno de los tratamientos. Letras diferentes indican diferencias entre poblaciones.
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Aungue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre todos
los tratamientos, cada uno de ellos tuvo valores particulares de los caracteres medidos.
Por ejemplo, en el tratamiento con el 0 % de hojas inoculadas se observo, con
respecto a los otros tratamientos, que las plantas produjeron el mayor nimero de
hojas, un gran nimero de flores y, al contrario, el nimero mas bajo de frutos aunque
éstos presentaron el nUmero mas alto de semillas por fruto, mientras que la altura y el
didametro se mantuvieron en valores medios (Figuras 18 y 19). En el tratamiento con el
25 % de hojas inoculadas, las plantas produjeron un valor alto de hojas, un valor
medio en el nimero de flores, uno bajo en el nimero de frutos y un valor medio en el
nimero de semillas por fruto, y, la altura y el diametro presentaron los valores mas
bajos (Figuras 18 y 19). En el caso del tratamiento con el 50 % de hojas inoculadas, se
encontrd que el nimero de hojas se mantuvo en un valor medio, el nimero de flores
en un valor bajo, en cambio el nimero de frutos fue el mas alto, aunque la produccién
de semillas por fruto fue baja y la altura se mantuvo en un valor alto mientras que el
diametro en un valor bajo (Figuras 18 y 19). Con respecto al tratamiento con el 75 %
de hojas inoculadas, se observd que el nimero de hojas tuvo un valor bajo, la
produccién de flores fue la mas baja, la produccién de frutos se mantuvo en un valor
medio mientras que la producciéon de semillas por fruto fue la mas baja y la altura y el
diametro tuvieron los valores mas altos (Figuras 18 y 19). Finalmente, el tratamiento
con el 100 % de hojas inoculadas mostrd la menor produccién de hojas, el numero
mas alto de flores, un nimero alto tanto en produccidn de frutos como en produccion

de semillas por fruto, una altura baja y un didmetro con valor alto (Figuras 18 y 19).

En el tratamiento con el 0 % de hojas inoculadas se encontraron tres
correlaciones estadisticamente significativas (Tabla 6). La primera fue entre el nimero
de hojas producidas con el nimero de semillas producidas por fruto (R*> = 0.775; P =
0.0488). La relacion entre el nimero de hojas producidas con el nimero de semillas
producidas por fruto fue positiva, es decir que las plantas que produjeron mas hojas
durante el experimento también produjeron una mayor cantidad de semillas (Figura
20).
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Figura 20. Relacion entre el nimero de hojas producidas y nimero de semillas
producidas por fruto (R> = 0.775; P = 0.0488).

La segunda correlacion fue entre el nimero de semillas producidas por fruto con
el didmetro (R* = 0.787; P = 0.0446), la cual resultd positiva, en este caso las plantas
que produjeron mas semillas fueron las que presentaron un didmetro mayor (Figura
21).
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Figura 21. Relacion entre el nimero de semillas producidas por fruto y el diametro
(R? = 0.787; P = 0.0446).
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La tercera correlacidn fue entre la altura y el didmetro (R* = 0.810; P = 0.0373),

la cual también resultd positiva, es decir que las plantas con mayor altura también eran

las del diametro mayor (Figura 22).
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Figura 22. Relacién entre la altura y el diametro (R?> = 0.810; P = 0.0373).
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En el tratamiento con el 25 % de hojas inoculadas con la suspension de micelio-

esporas, solo se encontrd una correlacion estadisticamente significativa (Tabla 7), la

cual fue entre el nimero de frutos con el nimero de semillas producidas por fruto (R

= 0.879; P = 0.0186). Esta correlacion fue negativa, en las plantas que produjeron

mas frutos la cantidad de semillas fue menor (Figura 23).
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Figura 23. Relacion entre el nimero de frutos y el nimero de semillas producidas

por fruto (R*> = 0.879; P = 0.0186).

Con respecto al tratamiento con el 50 % de hojas inoculadas con la suspension

de micelio-esporas se encontraron cinco correlaciones estadisticamente significativas

(Tabla 8), la primera y la segunda fue entre el nUmero de hojas producidas con el
ndmero flores (R?> = 0.787; P = 0.0446) (Figura 24) y con el nimero de frutos (R? =
0.817; P = 0.0352) (Figura 25). Ambas resultaron positivas, las plantas que produjeron

un mayor numero de hojas también produjeron un mayor nimero de flores y de frutos
(Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Relacion entre el nimero de hojas producidas y el nimero de flores (R? =

0.787; P = 0.0446).
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Figura 25. Relacion entre el nimero de hojas producidas y el nimero de frutos (R? =
0.817; P = 0.0352).

La tercera correlacion fue entre el ndimero de flores con el nimero frutos (R? =
0.972; P = 0.0021), ésta resultd positiva, las plantas que produjeron mas flores

también produjeron mas frutos (Figura 26).
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Figura 26. Relacion entre el nimero de flores y el nimero de frutos (R> = 0.972; P =
0.0021).
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La cuarta y la quinta correlacion fue entre el area foliar danada con el nimero de
hojas producidas (R*> = 0.843; P = 0.0278) (Figura 27) y con el nimero de semillas
producidas por fruto (R?> = 0.900; P = 0.0139) (Figura 28). Ambas resultaron positivas,
las plantas que tuvieron un mayor porcentaje de area foliar danada produjeron mas

hojas y mas semillas por fruto (Figuras 27 y 28).
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Figura 27. Relacion entre el porcentaje de area foliar dafiada y el nimero de hojas
producidas (R?> = 0.843; P = 0.0278).
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semillas producidas por fruto (R? = 0.900; P = 0.0139).
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En cuatro de las correlaciones se observa que tres de los individuos se mantienen
en valores intermedios y los otros dos individuos se localizaron en los valores maximo y
minimo respectivamente (Figuras 24 a 27). En la quinta correlaciéon se observa que
uno de los individuos se mantuvo en el valor mas bajo, otros dos se localizaron en

valores medios y los otros dos en los valores mas altos (Figura 28).

En los tratamientos con el 75% y 100% de hojas inoculadas con la suspension
de micelio-esporas no se encontrd ninguna correlacion estadisticamente significativa
(Tablas 9 y 10).

8. Discusion

8.1. Niveles de dafo foliar causado por hongos patdogenos a D.
stramonium

En este trabajo se encontraron variaciones en los niveles de dafio causado por hongos
tanto en el porcentaje de hojas dafiadas como en el porcentaje de area foliar dafada.
En algunos casos, el primero fue menor que el segundo. Es decir que aunque entre las
poblaciones se presentaron pocas hojas dafadas (de 4.48 a 0.15 %), el porcentaje de
dafio en cada hoja tuvo un valor mas alto (de 7.81 a 0.13 %), lo cual nos indica que
las poblaciones de Datura stramonium presentan diferencias en la incidencia de
enfermedades causadas por hongos. Estas diferencias pueden estar influenciadas por
los factores ambientales particulares de cada poblacion asi como por la presencia de
otros organismos dentro de la misma planta, por ejemplo, insectos herbivoros y
hongos patdgenos o enddfitos, y por las caracteristicas de la planta, por ejemplo,
tamano de los individuos y sus vecinos, diferencias en la dureza, la forma, la presencia
de estructuras defensivas, asi como el grado de sombra de cada hoja, la nutricién
mineral de las plantas y la edad ontogénica de las diferentes partes de la planta
(Burdon, 1987; 1993; Lenné et al, 1994; Shaw y Peters, 1994, Scheffer, 1997).
Ademas se mostré que los hongos tienen un papel importante como enemigos

naturales de D. stramonium ya que causan un dafo significativo en las hojas.
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8.2. Relacion de los factores ambientales con los niveles de daiio foliar
de D. stramonium

Este estudio mostré que existen diferencias en los niveles de precipitacion y
temperatura media anual asi como en el porcentaje de hojas dafiadas y de area foliar
dafiada tanto por insectos herbivoros como por hongos entre las poblaciones
muestreadas. De acuerdo a los resultados, el porcentaje de area foliar dafiada por
hongos fue afectado por la precipitacion media anual a nivel poblacional. Uno de los
factores ambientales que se reporta dentro de los mas importantes por su influencia en
las enfermedades fungicas es la humedad (Burdon, 1987; Campbell y Madden, 1990;
Paul, 1990; Harrison et al, 1994). Esto se debe a que la humedad favorece la
formacion y germinacién de esporas, la supervivencia de los hongos asi como los
procesos de infeccién (Burdon, 1987; Harrison et a/., 1994; Gould, 2008). Por lo tanto,
al haber mayor precipitacién media anual en ciertas poblaciones de D. stramonium, es
mas probable que los hongos formen esporas y una vez formadas éstas puedan
sobrevivir e infectar mas hojas de plantas hospederas disponibles. Por ejemplo, en un
experimento realizado con 18 especies de tréboles para evaluar el efecto de las
caracteristicas de las hojas que afectan la humedad foliar y la susceptibilidad a la
infeccidon por el hongo Stemphylium sp., se encontrdé que la duracion del tiempo en el
que el agua es retenida sobre la superficie de las hojas es un buen indicador de las
tasas de infeccion después de la inoculacion. Los tréboles que retienen el agua por
mas tiempo presentaron una gran proporcion de hojas infectadas. Ademas, mientras
mayor sea el tiempo de permanencia del agua sobre la superficie de la hoja, la
probabilidad de que una espora llegue a germinar y sea capaz de infectar a la planta
hospedera se incrementa. Aqui se demostrd que la presencia de agua es critica para la
germinacion de las esporas, por lo que periodos cortos de sequia reducen en gran
medida las tasas de germinacion (Bradley et al., 2003).

Sin embargo, para analizar los agentes que estan influyendo en el desarrollo de
las enfermedades de las plantas es necesario considerar no solo a las caracteristicas
ambientales, sino también a los factores bidticos; algunos de éstos son, el tamano de
los individuos y la presencia de otros organismos patégenos o no (Burdon, 1987). Por
ejemplo, en un estudio realizado con el hongo Itersonilia perplexans, patégeno de la
planta Arctium lappa L., se evalud el efecto de la densidad de indculo, la edad de la

hoja, la temperatura y la duracion de la humedad en la hoja de la planta con el
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desarrollo de la enfermedad flngica. Se encontrd una relacién positiva entre la
densidad del indculo y la incidencia de la enfermedad. La edad de la hoja no presentd
una relacién estadisticamente significativa, pero se encontré que en las hojas se
incrementa la resistencia al hongo con la edad. Con respecto a la temperatura, se
encontréd que la enfermedad ocurre a temperaturas de 10, 15 y 20 °C, y que el
desarrollo de la enfermedad se incrementa a los 20 °C. Finalmente, la duracion de los
niveles de humedad también es importante ya que altos niveles de humedad facilitan
que la infeccidn sea alta. Ademas se encontrd que la humedad relativa incrementa la

produccién de esporas sobre tejidos infectados (Horita et a/., 2005).

En el presente trabajo, la presencia de insectos herbivoros influyd positivamente
haciendo que las hojas que presentaban niveles muy altos de herbivoria también
mostraran niveles altos de area foliar dafada por hongos, esto sugiere que los
herbivoros de D. stramonium podrian estar actuando como vectores de los hongos que
la atacan o reduciendo las defensas de la planta, lo que la hace mas susceptible a las
enfermedades (Agrios, 2008). Ademas, las pruebas de patogenicidad apoyaron esta
observacion ya que se utilizo el tratamiento por herida para facilitar la infeccion por los
tres géneros de hongos. Por ejemplo, en el estudio realizado con la planta Girsium
arvense se observé que los herbivoros Cassida rubiginosa, Uroleucon cirsii y Aphis
fabae ssp. cirsfiacanthoidis son vectores del hongo Puccinia punctiformis (Kluth et al.,
2002). Aunque los hongos también podrian estar produciendo sustancias quimicas que
hagan mas atractivas las hojas de D. stramonium para los insectos herbivoros. Por
ejemplo en un estudio realizado con plantas de Arachis hypogaea se encontrd que las
hojas infectadas con el hongo Sclerotium rolfsii son preferidas por el herbivoro

Spodoptera exigua (Cardoza et al., 2002).

8.3. Identificacion de los hongos patdogenos que atacan a D.
stramonium

En todas las poblaciones solo se identificaron tres hongos patdgenos. Dos se
encontraron en las diez poblaciones (Alternaria sp. y Phoma sp.) y solo uno se
encontrd6 en ocho de las poblaciones (Epicoccum sp.). Como se menciond
anteriormente, es comin encontrar que una sola especie de planta hospedera esté
infectada por varias especies de patdgenos (Burdon, 1987; Shaw y Peters, 1994). En

este trabajo, Epicoccum no se encontrd en las poblaciones de Xochipala y Rancho de
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Colores en Guerrero. Estas dos poblaciones son las que presentaron una mayor
temperatura media anual en comparacién con las otras poblaciones donde se
colectaron las hojas de la planta, por lo que es posible que la incidencia de Epicoccum
sp. se vea afectada por este factor. Al cultivar los hongos en medio PDA, Epicoccum
sp. tardé mas en crecer que Alternaria sp. y Phoma sp. y cuando se pusieron en una
incubadora a 27 °C Epicoccum sp. no crecid hasta que se dejaron las cajas de Petri a
temperatura ambiente. Es interesante observar que D. stramonium es una maleza que
también comparte la caracteristica de ser atacada por pocas especies de hongos
patdgenos y que, ademas, dentro de las especies del género Epicoccum la mayoria son
saprobios y no se reporta que sean parasitos. Monteiro et a/, (2003) aislaron dos
hongos: Curvularia lunata'y Phyllachora sp., de la maleza Hymenachne amplexicaulis.
Se ha demostrado que C. /unata tiene un rango limitado de hospederos mientras que

Phyllachora sp., es bidtrofo y raramente es parasito.

8.4. Efectos de Alternaria sp. en el desempeiio y en el éxito
reproductivo en plantas de D. stramonium

Dentro de cada poblacion las plantas muestreadas presentaron diferencias tanto en la
altura como en el nimero de frutos. En las poblaciones naturales de D. stramonium se
encontrd, a nivel de individuo por poblacién, que los factores relacionados
negativamente con el porcentaje de hojas dafiadas por hongos fueron la altura y el
numero de frutos. El porcentaje de area foliar dafiada por patdgenos se relaciond
positivamente con la altura de la planta. Otros estudios en sistemas naturales han
reportado que las enfermedades causadas por hongos foliares pueden reducir el
desempefio y el éxito reproductivo de las plantas (Burdon, 1987; Manners, 1993;
Gilbert, 2002; Shaw, 2006). Sin embargo para que se observe un efecto significativo
de las enfermedades foliares en el éxito reproductivo y el desempefio de las plantas, el
area foliar atacada por los hongos debe ser muy alta. Por ejemplo en el estudio
realizado con el hongo Melampsora lini y su planta hospedera Linum marginale para
conocer como era la interaccion hospedero-patégeno, se encontré que el principal
efecto de la enfermedad es reducir la sobrevivencia de las plantas hospederas. Sin
embargo, el efecto dependid de los niveles de enfermedad, ya que las plantas que
fueron mas fuertemente atacadas tuvieron una mayor reduccioén en la sobrevivencia

que las plantas ligeramente infectadas. En este estudio se observd que el momento en
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el que ocurre la enfermedad, la severidad y los niveles de la enfermedad determinaron

el efecto de la infeccion de M. /inisobre L. marginale (Jarosz y Burdon, 1992).

En el presente trabajo, debido a los resultados en el campo y a las correlaciones
entre factores ambientales y parametros bioldgicos medidos, fue necesario hacer
experimentos para determinar si los hongos tienen un efecto sobre el desempefio y el
éxito reproductivo de Datura stramonium. Por lo tanto, se realizd un experimento en el
invernadero, el cual mostré que en condiciones experimentales el porcentaje de area
foliar dafiada promedio de las plantas infectadas con Alternaria sp., fue menor que el
observado en el campo (4.5 % + 2.8). También se observd que las plantas produjeron
menos ramas, hojas y frutos, y su altura fue menor a las plantas que crecen de
manera silvestre. Estos resultados podrian deberse a que las condiciones ambientales
que prevalecen en el invernadero no son las mas adecuadas para el desarrollo de las
plantas y del hongo, ya que la humedad relativa en el invernadero no presenta las
fluctuaciones que se presentan de manera natural en el campo; y la humedad es

importante en los procesos de infeccion (Bradley et al., 2003).

Aunque Alternaria sp. produce lesiones foliares discretas que individualmente
podrian tener efectos pocos notables sobre las plantas hospederas (Burdon, 1993), los
resultados de este trabajo mostraron que este hongo causa una reduccién tanto en el
éxito reproductivo como el desempefio de D. stramonium. Las plantas sanas
produjeron mas semillas por fruto, tuvieron un mayor nimero de hojas y tallos de
mayor diametro que las inoculadas con el hongo. Ademas, las plantas con mayor
diametro también fueron las de mayor altura. Es decir, que las plantas sanas tuvieron
un mejor desempefio y éxito reproductivo en comparacién con las plantas inoculadas
con la suspensidon de micelio-esporas. Estos resultados concuerdan con lo descrito en
otros trabajos que indican que los hongos foliares reducen el éxito reproductivo vy el
desempefio de sus plantas hospederas (Burdon, 1987; Boyette y Turfitt, 1988;
Manners, 1993; Jarosz y Davelos, 1995; Gilbert, 2002; Shaw, 2006).

Los efectos de Alternaria sp. sobre las plantas de D. stramonium dependieron del
porcentaje de area foliar danada. Por ejemplo, las plantas que tuvieron una mayor
area foliar dafiada produjeron un mayor nimero de hojas y de semillas. Sin embargo,
aungue se encontrd una correlacidon positiva entre los niveles de dafio foliar con la

produccién de hojas y de semillas, se observé que las plantas sanas tuvieron un mejor
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desempefio y éxito reproductivo que las plantas inoculadas con Alternaria sp. Se ha
reportado que los patdgenos, al infectar las hojas, pueden afectar tanto la cantidad
como la calidad de las semillas producidas debido a que causan una reduccidon o un
cambio en la distribucién de la energia dentro de las plantas infectadas (Burdon,
1987). Por lo tanto, en este caso la infeccion estaria influyendo en la cantidad de
semillas y de hojas. Asimismo, es posible que las plantas de D. stramonium sean
resistentes a la infeccién causada por Alternaria sp. y que se necesite un experimento
por un periodo mas largo para conocer los efectos acumulativos de la enfermedad
causada por este hongo patdgeno foliar sobre las plantas hospederas. Por ejemplo, en
un experimento de 5 aflos con la roya 7rphragmium ulmariae para conocer el dafio
que causa sobre las plantulas de Filjpendula ulmaria, se encontrd que el patdgeno
tiene un efecto importante en la sobrevivencia de las plantulas. Durante el primer afo
no se registraron muertes de las plantas hospederas, posteriormente se registré un 89
% de muertes. Ademas se observd que el 11 % de las plantulas que sobrevivieron
durante el periodo de estudio mostraron bajos niveles de severidad de la enfermedad,
lo que indica que estas plantas eran resistentes a la enfermedad (Ericson et a/,, 2002).
En otro estudio realizado con el hongo Alternaria brassicicola para ver los efectos de la
enfermedad sobre el éxito reproductivo de las plantas Cakile maritima y Cakile
edentula, se observd que la enfermedad fue mas severa en C. maritima que en C
edentula. También se encontrd que la severidad de la enfermedad incrementa con el
tiempo. La enfermedad redujo el crecimiento, ya que se observd que las plantulas
inoculadas a una edad temprana fueron mas pequefias. Ademas, también redujo el
éxito reproductivo de las plantas debido a que las plantas produjeron menos vainas y
éstas tuvieron menos peso que las de las plantas testigo. Finalmente, en este estudio
se demostrd que no sélo la severidad sino también el momento en el cual ocurre la
enfermedad asi como la duracidon de la misma son factores importantes a considerar
para conocer las consecuencias en el éxito reproductivo de las plantas en condiciones
naturales (Bock, 2008). Tanto en esta investigacidon como en el presente trabajo, se
encontrd que las plantas sanas tuvieron un mejor desempefio y éxito reproductivo que
las plantas inoculadas con Alternaria sp. De manera general, encontramos que la
infeccién con Alternaria sp., causa la reduccidon en el éxito reproductivo y en menor

grado en el desempefio de las plantas hospederas.
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9. Conclusiones

En el presente trabajo se encontré variacion en la incidencia de enfermedades

causadas por hongos en las 10 poblaciones de Datura stramonium.

Se determind que existen diferentes especies de hongos que atacan a las
poblaciones de estudio. Alternaria sp., Epicoccum sp. y Phoma sp. se identificaron
como los hongos patdgenos que atacan el follaje de D. stramonium. AlUn es necesario

concluir la identificacion a nivel de especie de estos hongos.

La variacion en la incidencia de enfermedades en D. stramonium se vio afectada
tanto por factores abidticos (precipitacién media anual) como por factores bidticos (la

presencia de insectos herbivoros).

Finalmente, los experimentos en invernadero con Alternaria sp., mostraron que
éste causa la reduccion en el éxito reproductivo y en menor grado en el desempefio de

las plantas hospederas de D. stramonium. Aunque los efectos fueron poco notables.
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11. Anexo

Tabla 1. Ubicacion geografica, altitud, precipitacion media anual, temperatura media anual, tipos de vegetacion y clima presente en las
poblaciones de estudio.

Precipitacion

Temperatura

Sitio Latitud  Longitud Altitud media anual media anual Tipo d?, Clima
(w) (N) (m.s.n.m.) (mm) (°C) Vegetacion
Xochipala -99,63 17,80 1097 710 23.7 BTC Aw
Rancho de Colores -99,60 18,52 1450 1192 22.6 BTC Aw
San Agustin Tlaxiaca -98,89 20,12 2359 507 14.8 MX BS
Francisco Villa -99,02 20,32 1951 460 16.5 MX BS
Patria Nueva -99,05 20,38 1916 460 16.6 MX BS
Pefia Dos -99,18 20,45 1757 382 17.9 MX BS
Magdalena de Tlaltelulco  -98,20 19,30 2307 852 15.2 BCQ Cb
Panzacola -98,23 19,15 2193 813 16.3 BCQ Cb
Atlixco -98,45 18,90 1856 885 19.4 MX BS
Valsequillo -98,14 18,95 2165 831 17.0 MX BS

BTC (Bosque Tropical Caducifolio), MX (Matorral Xerofilo), BCQ (Bosque de confieras y de Quercus) (Rzedowski, 1994). Aw (caliente subhiimedo con lluvias
en verano), BS (seco estepario) y Cb (templado himedo con verano fresco) (Garcia, 1989).
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Tabla 2. Valores promedio por poblacion de los factores ambientales: temperatura media anual, precipitacion media anual, porcentaje de
hojas dafadas por herbivoria, porcentaje de area foliar dafiada por herbivoria, nimero de frutos y altura.

Temperatura

Precipitacion

Hojas dafnadas

Area foliar dafiada

Sitio media anual media anual por herbivoria + EE por herbivoria + EE Frutos + EE Itt:;r; + EE
(°C) (mm) (%) (%)

Xochipala 23.7 710 97.42 11.5 1.96 7.4 5.55 3.7 42.53 11.2
Rancho de Colores 22.6 1192 99.19 5.1 5.71 8.5 10.70 7.9 81.73 17.3
San Agustin Tlaxiaca 14.8 507 87.61 18.8 5.38 8.6 2.70 2.8 29.78 19.6
Francisco Villa 16.5 460 97.96 5.8 2.81 6.6 4.95 34 39.60 16.1
Patria Nueva 16.6 460 99.40 3.3 1.30 5.5 4.10 50  43.90 20.3
Pefia Dos 17.9 382 95.90 5.3 0.54 2.4 9.05 4.4 79.15 25.2
Magdalena de Tlaltelulco 15.2 852 98.61 4.5 3.90 8.4 6.18 11.0 56.58 32.2
Panzacola 16.3 813 97.84 8.3 4.58 13.0 3.13 29  59.28 19.9
Atlixco 19.4 885 96.82 12.9 1.63 3.3 7.75 8.8 51.68 18.8
Valsequillo 16.9 831 99.54 1.2 5.23 13.3 12.70 13.4  62.55 16.7
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Tabla 3. Valores de las X? obtenidas de la prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis
aplicadas para cada factor.

Factor X2 gl P
A 166.10 9 <0.0001*
F 75.10 9 <0.0001*
Hdh 72.00 9 <0.0001*
Afdh 21.80 9 0.0095%*

Altura (A), numero de frutos (F), porcentaje de hojas dafadas por herbivoria (Hdh) y
porcentaje de area foliar dafiada por herbivoria (Afdh).

Tabla 4. Correlaciones por sitio entre los factores bioticos y abidticos con los niveles
de daiio foliar causado por hongos.

Correlacion R? P
HdxT 0.057 0.507
Hd x P 0.010 0.788
Hd x A 0.154 0.262
Hd x F 0.070 0.460

Hd x Hdh 0.625 0.007*
Hd x Afdh 0.193 0.204

Hd x Afd 0.054 0.518
Afdx T 0.009 0.795
Afd x P 0.800 0.0005*
Afd x A 0.171 0.235
Afd x F 0.165 0.244

Afd x Hdh 0.095 0.386
Afd x Afdh 0.322 0.087

Hojas dafnadas por hongos (Hd), temperatura media anual (T), precipitacion media anual (P),
altura (A), nimero de frutos (F), hojas danadas por herbivoria (Hdh), area foliar dafiada por
herbivoria (Afdh) y area foliar dafiada por hongos (Afd).

Tabla 5. Correlaciones por individuo por sitio entre los factores bioticos con los
niveles de daiio foliar.

Correlacion R? P
Hd x A 0.227 <0.0001*
Hd xF 0.258 <0.0001*
Hd x Hdh 0.077 0.0086*
Hd x Afdh 0.016 0.231
Hd x Afd 0.175 <0.0001*
Afd x A 0.045 0.045%*
Afd x F 0.005 0.517
Afd x Hdh 0.055 0.027*
Afd x Afdh 0.011 0.334

Hojas dafiadas por hongos (Hd), altura (A), nimero de frutos (F), porcentaje de hojas danadas
por herbivoria (Hdh), porcentaje de area foliar danada por herbivoria (Afdh) y area foliar
danada por hongos (Afd).

56



SECUENCIA
SECUENCIA
SECUENCIA

ITS1
5.8S
1TS2

ACCNNGAGTTGTAGGCTTTGNCTGCNATCTCTTACCCATGTCTTTTANGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGG
TCCNCCCGCCAATTGGACAATTTAAACCATTTGCAGTTGCAATCANCGTCNGAAAAAACTTAATANTTAC
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGCAGA
CTCGCCTCAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCAG
AACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCNGAACTTA
AGCATATCAT

Figura 14. Secuencias obtenidas del fragmento de ADN producido en la PCR.
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Length=541
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Strand=Plu
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Query 61
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CAGAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
LEERRREEERR e et e e e e e e e e el
CAGAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGC 185

i1l
CCCGC 497

partial
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
partial

60

372
120

432
180

492

1] Phoma macrostoma strain IMI 336761 18S ribosomal RNA gene,
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CAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACT
CAGAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
LEERRREEERR e et e e e e e e e e el
CAGAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGC 185

il
CCCGC 514

60

389
120

449
180

509

Figura 15. Resultados de la alineacion con el programa BLAST de la secuencia ITS2.
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Figura 17. Plantas inoculadas con Alternaria sp. en invernadero. Tratamientos con 0
% (A), 25 % (B), 50 % (C), 75 % (D), 100 % (E) de hojas inoculadas. Sintoma
desarrollado por las plantas (F).
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Figura 18. Valores promedio por planta por tratamiento del niimero de hojas producidas (A), flores (B),
frutos(C), altura (D), diametro (E) y area foliar dafiada (F).
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Tabla 6. Correlaciones del tratamiento con el 0% de hojas inoculadas con la
suspension de micelio-esporas entre los caracteres medidos.

Correlacion R? P
H x FI 0.045 0.7312
Hx Fr 0.048 0.7237
H x S/Fr 0.775 0.0488*
HxA 0.039 0.7490
HxD 0.362 0.2831
Fl x Fr 0.281 0.3579
Fl x S/Fr 0.102 0.6012
Fl x A 0.009 0.8774
FI x D 0.014 0.8503
Fr x S/Fr 0.193 0.4592
Frx A 0.447 0.2176
Frx D 0.444 0.2191
S/Frx A 0.389 0.2609
S/FrxD 0.787 0.0446%*
AxD 0.810 0.0373%*

Numero de hojas (H), nimero de flores (Fl), nimero de frutos (Fr), nimero de semillas
producidas por fruto (S/Fr), altura (A) y diametro (D).

Tabla 7. Correlaciones del tratamiento con el 25% de hojas inoculadas con la
suspension de micelio-esporas entre los caracteres medidos.

Correlacion R? P

H x FI 0.639 0.1044

H x Fr 0.278 0.3614
H x S/Fr 0.058 0.6953
HxA 0.100 0.6036
HxD 0.538 0.1585
Fl x Fr 0.253 0.3882
Fl x S/Fr 0.032 0.7733
Fl x A 0.276 0.3628
FIx D 0.568 0.1411

FrxS/Fr 0.879 0.0186%*

Fr x A 0.681 0.0854
Frx D 0.063 0.6850
S/Frx A 0.595 0.1268
S/Frx D 9.059e-5 0.9879
AxD 0.215 0.4310
Afd x H 0.753 0.0566
Afd x Fl 0.567 0.1419
Afd x Fr 0.036 0.7613
Afd x S/Fr 0.017 0.8334
Afd x A 0.005 0.9077
Afd x D 0.278 0.3610

NUmero de hojas (H), numero de flores (Fl), nimero de frutos (Fr), nimero de semillas
producidas por fruto (S/Fr), altura (A) , didametro (D) y Area foliar danada (Afd).



Tabla 8. Correlaciones del tratamiento con el 50% de hojas inoculadas con la
suspension de micelio-esporas entre los caracteres medidos.

Correlacion R? P
H x Fl 0.787 0.0446%*
H x Fr 0.817 0.0352%*
H x S/Fr 0.649 0.0999
HxA 0.502 0.1802
HxD 0.010 0.8750
Fl x Fr 0.972 0.0021%*
Fl x S/Fr 0.354 0.2898
Fl x A 0.410 0.2442
FI x D 0 1.0000
Fr x S/Fr 0.322 0.3182
Frx A 0.335 0.3070
Frx D 0.005 0.9103
S/Frx A 0.279 0.3604
S/Frx D 0.127 0.5566
AxD 0.143 0.5302
Afd x H 0.843 0.0278%*
Afd x Fl 0.640 0.1044
Afd x Fr 0.625 0.1117
Afd x S/Fr 0.900 0.0139%*
Afd x A 0.292 0.3475
Afd x D 0.083 0.6375

Numero de hojas (H), nimero de flores (Fl), nimero de frutos (Fr), nimero de semillas
producidas por fruto (S/Fr), altura (A), diametro (D) y Area foliar danada (Afd).

Tabla 9. Correlaciones del tratamiento con el 75% de hojas inoculadas con la
suspension de micelio-esporas entre los caracteres medidos.

Correlacion R? P

H x FI 0.444 0.2194
Hx Fr 0.099 0.6065
H x S/Fr 0.457 0.2103
HxA 0.264 0.3757
HxD 0.475 0.1981
Fl x Fr 0.006 0.9030
Fl x S/Fr 0.579 0.1355
Fl x A 0.071 0.6640
FI x D 0.402 0.2507
Fr x S/Fr 0.308 0.3319
Frx A 0.152 0.5172
Frx D 0.571 0.1393
S/Frx A 0.022 0.8127
S/Frx D 0.524 0.1667
AxD 0.022 0.8134
Afd x H 0.192 0.4606
Afd x Fl 0.017 0.8369
Afd x Fr 0.169 0.4912
Afd x S/Fr 0.018 0.8297
Afd x A 0.288 0.3508
Afd x D 0.229 0.4152

Numero de hojas (H), nimero de flores (Fl), nimero de frutos (Fr), nimero de semillas
producidas por fruto (S/Fr), altura (A), didmetro (D) y Area foliar danada (Afd).



Tabla 10. Correlaciones del tratamiento con el 100% de hojas inoculadas con la
suspension de micelio-esporas entre los caracteres medidos.

Correlacion R? P

H x FI 0.751 0.0574
H x Fr 0.365 0.2803
H x S/Fr 0.094 0.6153
HxA 0.236 0.4068
HxD 0.132 0.5473
Fl x Fr 0.352 0.2920
Fl x S/Fr 0.025 0.7985
Fl x A 0.0002 0.9806
FI x D 0.008 0.8867
Fr x S/Fr 0.017 0.8366
Frx A 0.040 0.7483
Frx D 0.207 0.4412
S/Frx A 0.126 0.5572
S/Frx D 0.0004 0.9737
AxD 0.292 0.3470
Afd x H 0.025 0.7981
Afd x Fl 0.186 0.4680
Afd x Fr 0.003 0.9366
Afd x S/Fr 0.419 0.2376
Afd x A 0.181 0.4758
Afd x D 0.068 0.6714

Numero de hojas (H), nimero de flores (Fl), nimero de frutos (Fr), nimero de semillas
producidas por fruto (S/Fr), altura (A), diametro (D) y Area foliar danada (Afd).
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