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RESUMEN

La palma datilera (Phoenix dactylifera) es un cultivo representativo de regiones
aridas a nivel mundial, en México los principales productores son los estados
de Baja California, Baja California Sur y Sonora donde se cultivan las
variedades Medjool y Deglet Noor.

Debido al potencial de exportacion de los frutos de datil las areas dedicadas al
monocultivo de esta especie han aumentado, principalmente en el Valle de
Mexicali, Baja California, esto ha conllevado a un incremento en la incidencia
de plagas y enfermedades, lo cual pone en riesgo la produccion, exportaciéon
y al consumidor final. Adicionalmente debido a la cercania con regiones
productoras de datil en Arizona y California, se puede favorecer la propagacion
de plagas y enfermedades.

En el presente estudio se recolectaron frutos de datiles en cuatro zonas de
produccion en Mexicali, Baja California, y se observaron las principales
caracteristicas macroscoépicas (color, forma y tipo de colonia) y microscopicas
(forma de esporas, cabeza de conidio y conidiéforo) de cada uno de los
aislados. y se realizé la identificacion molecular. Los microorganismos
asociados a los frutos de Phoenix dactylifera pertenecian al género Aspergillus

seccion Nigri y al género Wallemia.



ABSTRACT

The date palm (Phoenix dactylifera) is a representative crop of arid regions
worldwide. In Mexico, the main producers are: Baja California, Baja California
Sur and Sonora, where the Medjool and Deglet Noor varieties are grown.

Due to the export potential of date fruits, the areas dedicated to the
monoculture of this species have increased, mainly in the Mexicali Valley, Baja
California, this has led to an increase in the incidence of pests and diseases,
which puts at risk production, export and to the final consumer. Additionally,
due to the proximity to date-producing regions in Arizona and California, the
spread of pests and diseases can be favored.

In the present study, date fruits were collected in four production areas in
Mexicali, Baja California, and the main macroscopic (color, shape and type of
colony) and microscopic (spore shape, conidium head and conidiophore)
characteristics of each of the isolates. and molecular identification was
performed. The microorganisms associated with the fruits of Phoenix
dactylifera belonged to the genus Aspergillus section Nigri and the genus

Wallemia.



1. INTRODUCCION

La palma datilera pertenece a la familia Araceae, al género Phoenix, a la
especie P. dactylifera, cominmente conocida como palma datilera. El cultivo
de P. dactylifera tiene su origen en paises arabes desde el Golfo Pérsico hasta
el Norte de Africa (Alotaibi et al., 2023; Zaid y Ouhabi, 2022). El principal
producto de la palma datilera es el fruto del datil, el cual es comercializado a
nivel mundial debido a su alto valor nutricional generando mil millones de
dolares en ganancias a nivel mundial (Al-Alawi et al., 2017; Ortiz-Uribe et al.,
2019).

La produccion de datiles a nivel mundial es de gran importancia agricola en
regiones con climas calidos y aridos, generando ganancias globales de mil
millones de dolares (Krueger et al., 2021; FAOSTAT, 2022). En México P.
dactylifera se produce en el Noroeste donde los estados de Baja California,
Baja California Sur y Sonora son los principales productores (SIAP, 2023). En
Baja California el area de siembra de P. dactylifera ha ido en aumento en los
ultimos afos (SIAP, 2023), producto de un incremento en la demanda local y

un alto potencial de exportacion.

Una limitante en el cultivo de P. dactylifera han sido las pérdidas asociadas a
plagas y enfermedades, estudios previos mencionan que la presencia de
hongos durante el almacenamiento, empaque y comercializacion (Rios y
Rethwisch, 2019; Aniji et al., 2015), las cuales pueden llegar hasta un 30% de
la produccién con la consecuente reduccion de la calidad y el riesgo a la salud
del consumidor final (Colman et al., 2012; De la Rosa et al., 2017; Goudarzi et
al., 2022; Palou et al., 2013; Palou et al., 2016). A pesar de que existen
tratamientos quimicos que reducen la incidencia de plagas y enfermedades,
estos pueden ser una barrera a para la exportacion debido a que existen
regulaciones sobre el tipo concentracibn de productos que pueden ser
utilizados (Sarraf et al., 2021), por lo que el uso de aditivos microbiologicos en

campo y almacenaje ha sido estudiada en diferentes especies vegetales



observandose efectos en crecimiento y resistencia ante fitopatdgenos
(Samaniego-Gamez et al., 2021; Sarraf et al., 2021). Sin embargo, para poder
implementar un programa eficiente del manejo de enfermedades es necesario
conocer a los diferentes agentes causales de la enfermedad, por lo anterior en
el presente estudio tiene por objetivo la caracterizacion molecular de diferentes

tipos de microorganismos aislados de frutos de datil (Phoenix dactylifera).



2. ANTECEDENTES

2.1 Botéanica del cultivo de Phoenix dactylifera L.

La palma datilera (Fig. 1) es una planta diploide (2n = 36), dioica, perenne y
monocotiledénea perteneciente a familia Palmaceae (Krueger et al., 2021;
Sancho y Andres, 2021; Othmani et al., 2017). Las inflorescencias de arboles
femeninos y masculinos difieren en morfologia, pero ambos estan encerrados
en una cubierta dura y fibrosa (espata) que protege a las flores del calor y la
luz durante la etapa inicial de desarrollo de la flor (Krueger, 2021; Sancho y
Andres, 2021; Al-Alawi et al., 2017).
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Figura 1. Descripcién botanica de palma datilera (Alotaibi et al., 2023).

Los datiles florecen cuando la temperatura de la sombra aumenta a mas de 18
°C y fructifican cuando la temperatura supera los 25 °C (Krueger. 2021). El
fruto normalmente se desarrolla después de la fertilizacién de uno de los tres
carpelos dentro de cada flor pistilada. La caida natural de la fruta ocurre de 25

a 35 dias después del agrietamiento de la espata, y algunos cultivares tienen



una segunda caida de la fruta alrededor de 100 dias después del agrietamiento
de la espata, denominada “Caida de Junio” (Krueger, 2021; Salomén-Torres
et al., 2021).

2.2 Desarrollo del fruto de palma datilera
La fruta del datil pasa por cuatro etapas distintas de maduracion (Fig. 2), las
cuales se denominan en términos derivados del arabe como “Kimri”, “Khalal”,

‘Rutab” y “Tamar” (Krueger et al., 2021; Sancho y Andrés, 2021 Salomén-

Torres et al., 2021).
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Figura 2. Etapas de desarrollo del fruto de datil (Al-Alawi et al., 2017).
Durante la etapa Kimri, la fruta aumenta de tamafio y peso rapidamente hasta
la etapa Khalal. El color de la fruta cambia de verde durante Kimri al color
amarillo caracteristico de la etapa Khalal (Krueger et al., 2021; Sancho y
Andrés, 2021.

En la etapa Khalal el fruto permanece turgente, astringente debido a la
cantidad sustancial de taninos hidrosolubles. En esta etapa la ganancia de
peso y el tamafio del fruto disminuye drasticamente alcanzando u tamafo

completo (Al-Alawi et al., 2017; Salomoén-Torres et al., 2021).

La etapa Rutab se caracteriza por un oscurecimiento de la piel a marron,

acompafado de ablandamiento, disminucion de la astringencia y aumento de



los taninos no hidrosolubles. Posteriormente, en la etapa Tamar, disminuye la
humedad (siendo menor al 40%) y aumenta la proporcién de azucar (llegando
a ser mayor al 30%) (Krueger et al., 2021; Sancho y Andrés, 2021; Salomén-
Torres et al., 2021).

2.3 Cultivo de palma datilera

La palma datilera promedio produce 40 kg de fruta al afio, con rendimientos
mayores a 100 kg en condiciones de manejo intensivo. Las palmas hembras
producen frutos a partir del cuatro afio y su produccion plena ocurre a los 15-
20 afios (Krueger, 2021; Ortiz-Uribe et al., 2019; Wakil et al., 2015).

2.4 Polinizacion

La polinizacion de P. dactylifera es llevada a cabo por el viento y dependiendo
del cultivar dependera el porcentaje de fructificacion. De forma comercial se
utiliza el polen de unas pocas palmas machos y se realiza la polinizacion
artificial. Cuando se logran eficiencias del 60-80% de polinizacion de flores
femeninas da como resultado un correcto cuajado, produciéndose un solo fruto

por ovulo fecundado (Krueger, 2021; Salomon-Torres et al., 2017).

2.5 Manejo del racimo
Posterior a la polinizacion los racimos se deben atar, ralear y embolsar
(Krueger, 2021; Ortiz-Uribe et al., 2019; Wakil et al., 2015).

1. Atado de racimo: se realiza para que los tallos soporten el peso del fruto.

2. Raleo de racimos: se utiliza para reducir la produccion alterna,
aumentar el tamafo del fruto, adelantar la maduracion y facilitar el
manejo de racimos. El raleo se puede realizar mediante la eliminacion
de racimos enteros, reduccién del niumero de hebras por racimo y
reduccion del namero de frutos por hebra.

3. Embolsado de racimos: los racimos de datiles se cubren con papel

marrén, bolsas de malla o de nylon. El embolsado puede proteger los



racimos de frutas de la humedad, lluvia, minimizar el dafio por

guemaduras solares y disminuir las pérdidas causadas por las aves.

2.6 Riego

La palma datilera es capaz de soportar largos periodos de sequia a altas
temperaturas, pero se requieren grandes cantidades de agua para un
crecimiento vigoroso y un rendimiento alto con frutos de alta calidad. Estudios
realizados en California y en otros paises mostraron que el consumo anual de
agua por P. dactylifera puede variar yendo de 15,000-55,000 m3/Ha, lo cual
dependera del sistema de riego (Bazrafshan et al., 2020; Minikaev et al., 2021;
Al-Naim et al., 2022; Alotiabi et al., 2023).

La aplicacion de un exceso de agua no incrementa la tasa de crecimiento y el
rendimiento de frutos en palmas datileras, mientras que la retencion de agua
en meses impacto en las caracteristicas de los frutos, al generarse frutos con
menor humedad (Mattar et al., 2021, Al-Naim et al., 2022).

2.7 Propagacion
Existen tres métodos para la propagacion de la palma datilera: propagacion

por hijuelos, propagacion por plantulas y propagacion in vitro.
Método 1: Propagacion por hijuelos

El método mas comun es la propagacion vegetativa de retofios, que asegura
la identidad genética de las variedades maternas. Los brotes se desarrollan a
partir de yemas axilares en el tronco cerca de la superficie del suelo durante
la etapa juvenil de la palmera datilera. Los retofios, después de 3 a 5 afios de
adherirse a la palma parental, producen raices y pueden ser removidos y
plantados. Esta es aproximadamente la edad en que los retofios comenzaran
a producir flores y, en lineas femeninas, frutos (Krueger, 2021; Ortiz-Uribe et
al., 2019).



Método 2: Propagacién por plantulas

El segundo método de propagacion es usar plantulas al azar de cruces
sexuales (Fig. 4). Las plantulas no son idénticas a los arboles maternos y no
son uniformes genéticamente, variando mucho en su produccién y calidad de
frutos (Alotibi et al., 2023; Cao et al., 2007; Kharzhevska, 2021). Alrededor del
50% de las plantulas son machos, aunque no se pueden identificar hasta que
los arboles comienzan a florecer después de 4 a 5 afios. La produccién y la
calidad de la fruta de las arboledas derivadas de plantulas se reducen
considerablemente en comparacion con las arboledas desarrolladas a partir

de retofios.
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Figura 3. Propagacion de P. dactylifera mediante plantula (Kharzhevska, 2021).
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Método 3: Propagacion in vitro

El cultivo de tejidos vegetales (CTV), son una serie de técnicas que permiten
la propagacion de material vegetal de forma estable, mediante el uso de medio
de cultivo artificiales en condiciones asépticas y controladas (George et al.,
2007). Este tipo de aplicacion biotecnoldgica es ampliamente utilizada debido
a que se producen plantas libres de patégenos (Almusawi et al., 2017; George
et al., 2007) con caracteristicas similares a las propagadas por hijuelos.
Durante el CTV se hace uso de diferentes tipos de tejidos (explantes) en
presencia de fitohormonas, donde la sinergia entre estas puede iniciar
diferentes tipos de respuesta como es la proliferacion de yemas, derivada de

tejido meristematico o mediante procesos de organogenesis (Fig. 4).
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Figura 4. Micropropagacion in vitro de P. dactylifera. (a) Espata floral. (b) Diferentes tipos de
explantes. (c) Formacién de yemas adventicias. (d) Multiplicacion de yemas. (e) Alargamiento.
() Enraizamiento. (g) Aclimatacion de las plantulas. (h) Plantulas en condiciones de
invernadero (Almusawi et al., 2017).

10



Cabe mencionar que existe una gran dependencia del genotipo difiriendo la
respuesta entre cultivares y dependiendo del tipo de protocolo de CTV existe

el riesgo de generar variantes somaclonales (Mirani et al., 2020).

2.8 Patogenos en déatil

La produccion de datiles a nivel mundial es de gran importancia agricola en
regiones con climas calidos y aridos, generando ganancias globales de mil
millones de dolares (FAOSTAT, 2022). En México representa una derrama
econémica de 715 millones de pesos (SIAP, 2020), donde los principales
estados productores son: Baja California, Sonora, Baja California Sur y
Coahuila, con una produccion al alza de 8,000 Ton en 2016, alcanzando
12,300 Ton en 2019. Datos de 2021, muestran que México es el quinto
productor a nivel mundial de frutos de datil de la variedad Medjool al superar
las 19,800 Ton de este cultivo (Olano, 2021).

La producciéon de este tipo de cultivos se ve mermada por la presencia de
diferentes organismos y microorganismos patdégenos que reducen la
productividad y la calidad de los frutos durante las labores de almacenamiento
y transporte. Asi mismo, debido a que el principal destino de la produccién de
datil es la exportacion, existen una serie de productos permitidos para el
control de patdgenos (Samaniego-Gamez et al., 2021; Sarrad et al., 2021;
Zadehdabagh et al., 2010).

La mayoria de las enfermedades reportadas en el cultivo del datil estan
asociadas principalmente con patégenos fungicos como son la enfermedad de
Bayoud causada por Fusarium oxysporum subsp. albedensis, la cual afecta el
sistema radical de la planta causando su marchitez siendo las variedades
Deglet Noor y Medjool altamente susceptibles a este patdgeno (Aniji et al.,
2025). Asi mismo otros miembros del género Fusarium como F. solani, F.
proliferatum, F. oxysporum y F. monliforme, las cuales son responsables de
marchitamientos en plantas y en el caso de F. solani puede afectar semillas

(Abdullah et al., 2010; Colman et al., 2012). Otro patégeno de importancia es
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Mauginiella scaettae, el agente causal de la pudricidn floral, este patdégeno
usualmente estd asociado con otros hongos fitopatbgenos como son:
Trichothecium roseum, Botrytis aclada, Thielaviopsis paradoxa, Acremonium
strcitum y Memmoniella sp (Abdullah et al., 2010).

Es importante mencionar que durante la fase de almacenamiento de P.
dactylifera, asi como en otras especies, se han observado diferencias en los
microorganismos presentes al compararse con los de almacenaje, donde
miembros de géneros como Aspergillus, Cladosporium, Penicillium y Wallemia
han sido reportados previamente (Espinoza et al., 2023; Goudarzi et al., 2022:
Medina et al., 2005; Nguyen et al., 2015; Palou et al., 2013, 2016; Quaglia et
al., 2020). La presencia de hongos en fases de almacenamiento es de
importancia debido a que diferentes tipos de hongos son capaces de producir
aflatoxinas, las cuales presentan un riesgo a la salud del consumidor (Medina
et al., 2005; Nguyen et al., 2015).

2.9 Métodos de Identificacion

2.9.1 Microbiologia clasica

Los estudios basados en aislamiento de microorganismos permiten obtener
una lista de especies, esto permite a los investigadores comparar datos entre
sitios, estudios y entre diferentes grupos taxonémicos o ecologicos. En lo
referente a hongos, estos pueden compararse mediante la interpretacion de
los factores bioldgicos y ambientales que influyen en la estructura de la
comunidad a gran escala mediante el uso de herramientas como es el

metaanalisis (Yuan et al., 2020; Varga et al., 2011).

Los métodos clasicos son los Unicos que se pueden utilizar para demostrar
gué los microorganismos son viables. Estos métodos se utilizan para
inventariar hongos afines a un é&rea, sustrato definido o una condicién
ambiental determinada, ademas de ser menos costosos que los métodos

moleculares (Yuan et al., 2020).
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La principal desventaja de este tipo de métodos como que algunos
microorganismos no pueden cultivarse, por lo que existird un sesgo en la
composicion de una comunidad microbiana. En comparacion con las técnicas
moleculares, los métodos de muestreo clasicos pueden llevar mucho mas
tiempo (Perini et al., 2019; Straatsma et al., 2001). Ademas, se requiere mas
experiencia taxonémica para los métodos clasicos que para los métodos
moleculares, ya que todas las especies deben identificarse en funcion de los

caracteres morfologicos lo cual alarga el tiempo de estudio.

2.9.2 Marcadores enziméticos

Este tipo de analisis se basa en la reaccion enzimatica, de un antigeno o
anticuerpo, para la detecciéon de un compuesto u organismo de interés. La
prueba mas utilizada es el ensayo enzimatico ligado a enzima (ELISA), las
pruebas ELISA son disefiadas para que un antigeno o anticuerpo sea capaz
de detectar y cuantificar a un determinado tipo de microorganismos (bacterias,
virus) que en condiciones de cultivo serian dificiles de detectar (Ramirez et al,
2022).

En esta prueba se utilizan antigenos que son proteinas extrafias para el
organismo que son capaces de estimular la produccion de anticuerpos, estos
estaran dirigidos a proteinas las cuales son elegidas para ser el objetivo de
deteccion de una prueba ELISA (Aydin, 2015; Ramirez et al, 2022). Este tipo

de interaccion ha hecho posible elaborar diferentes tipos de ensayos como son
(Fig. 5):

1. ELISA directo: en la superficie de una placa se recubre directamente
con la muestra y se incuba con un anticuerpo conjugado a una enzima.
La muestra se lava para eliminar el exceso de anticuerpo, para
finalmente agregar el sustrato al medio generando una sefal colorida
directamente proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra. La

correlacién se puede usar para extrapolar la concentracién de antigeno.

13



2. ELISA sandwich: en la superficie de una placa se afiade un anticuerpo
de captura especifico a un antigeno determinado. En una segunda fase
de incubacién se afiade un anticuerpo secundario al complejo formado
en el primer paso. El anticuerpo secundario puede estar directamente
conjugado a una enzima que solo requiera la adicion del sustrato o estar
unido a un marcador que requiera la adicion de un segundo compuesto
directamente con el sustrato. Cuando se agrega un sustrato
cromogénico al ensayo para desarrollar color, las muestras con una alta
concentracion de antigeno generan mas sefial que aquellas con una
baja concentracidn de antigeno, lo que produce una sefial directamente
proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra.

3. ELISA competitivo: la presencia y la cantidad de un antigeno particular
en una muestra se determina por su capacidad para competir con un
antigeno de referencia marcado para union a un anticuerpo fijo en una
placa. Una cantidad determinada de anticuerpo no marcado se fija a un
grupo de placas y una preparacion de estandar de referencia de un

antigeno marcado se une a ellas.
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Unas de las limitantes son baja sensibilidad en los primeros dias de

enfermedad. Requiere pruebas rigurosas de reactividad cruzada con otra

respuesta inmune y es necesario que se realice en el laboratorio con equipos

especializados. (Hernandez-Pérez et al., 2020).
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Figura 5. Esquema de los diferentes ensayos de tipo ELISA (Ramirez et al, 2022).
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2.9.3 Marcadores moleculares

Son aquellos fragmentos de ADN, ARN o proteinas cuyo tamafio (peso
molecular) es conocido y que sirve para monitorear cambios en un fenotipo
(Azofeifa-Delgado et al., 2006; Rallo et al., 2002). Este tipo de marcadores
supera las limitaciones de los métodos tradicionales, ya presentan una mayor
diversidad, son aplicables a diferentes tipos de tejido y pueden ser evaluados

desde fases iniciales de desarrollo.

Los marcadores moleculares basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) permiten la amplificacién exponencial de fragmentos, los
cuales son especificos y son los mas utilizados (Azofeifa-Delgado, 2006;
Medina et al., 2005). La amplificacion de fragmentos de PCR y su
secuenciacion han permitido la caracterizacion de cepas hasta nivel de
especie mediante el uso de regiones conservadas como es la region del ARN
ribosomal 16S (bacterias), Ciclooxigenasa mitocondrial (COX) en insectos y el
espaciador inter-transcritos (ITS) para hongos (Goudarzi et al., 2022; Nguyen
et al., 2015; Perini et al., 2019; Quaglia et al., 2020).

Técnicas moleculares mas recientes se basan en la amplificacion masiva de
las secuencias presentes las regiones antes mencionadas, en sistemas libres
de células pudiéndose obtener el perfil taxonémico de comunidades, identificar
géneros microbianos benéficos y patogénicos, asi como el potencial
metabdlico a nivel de una comunidad o tejido (Nikolchina y Rodrigues, 2021;
Piombo et al., 2020; Valle-Gough et al., 2019, 2022). Este tipo de estudios libre
de cultivo han permitido identificar una amplia variedad de géneros
microbianos que habitan diferentes tejidos (fruto, hojas, raiz) pudiendo dar
seguimiento a los microorganismos con potencial patogénico, aquellos con
potencial para el control biolégico y con potencial agroindustrial (Adbelfarrahet
al., 2016; Liu et al., 2013; Quaglia et al., 2020; Samsom et al., 2004; Varga et
al., 2011). Estudios realizados en P. dactylifera por Piombo et al., (2020)

observaron cambios en el microbioma fangico en diferentes capas del fruto,
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donde se observaron géneros potencialmente patdégenos (Alternaria vy
Aspergillus) asi como levaduras que son utilizadas en el control biologico

(Metschnikowia).
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3 JUSTIFICACION
La palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) ha sido durante mucho tiempo uno
de los cultivos frutales mas importantes en las regiones aridas en Oriente
medio y Africa del Norte. Durante los Ultimos afios, los datiles también se han
introducido en nuevas regiones de cultivo como: Australia, India, Pakistan,

México, Sudéfrica, Sudamérica y Estados Unidos.

Este cultivo en México ha tenido éxito por su adaptacion a las condiciones
agroclimaticas del noroeste, en especial en el Valle de Mexicali, Baja California
y en San Luis Rio Colorado, Sonora. Estos se caracterizan por veranos largos
y calurosos, sin lluvias (0 muy escasas) y un nivel de humedad relativa muy
bajo durante el periodo de maduracion lo cual favorece el desarrollo del fruto
de datil. Este fruto es la principal fuente de ingresos y un alimento basico para
los residentes de paises productores desempefiando un papel importante en
las economias, sociedades y entornos de estos paises. Sin embargo, la
presencia de microorganismos patdogenos presentes es un riesgo para el

consumo y exportacion de este cultivo.

Reportes previos sefialan que los frutos de P. dactylifera y la planta es
susceptible al ataque de hongos fitopatégeno y en algunos casos la presencia
de estos microorganismos conlleva riesgos a la salud humana, por lo que el
estudio y caracterizacion de estos agentes fitopatdgenos es de importancia
para poder llevar a cabo un manejo eficiente de las enfermedades del cultivo

y por ende disminuir las mermas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente los diferentes aislados presentes en frutos de
datil (Phoenix dactylifera L.) variedad Medjool en el valle de Mexicali, Baja

California.

4.2 Objetivos especificos
4.2.1. Realizar el cultivo de los microorganismos presentes en estadios de
maduracion Tamar en frutos de P. dactylifera en diferentes medios de

crecimiento.

4.2.2. Identificar molecularmente cada aislado de microorganismos mediante
la amplificacion de la region ITS y su comparacion en diferentes bases de
datos.

4.2.3. Realizar la reconstruccion filogenética molecular de los aislados

microbianos presentes en P. dactylifera.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia que siguié para cumplir los objetivos del presente proyecto se
muestra en la Figura 6.

Colecta de frutos de P. dactylifera var. Medjool
(Valle de Mexicali)

NS

Elaboraciénde cdmaras himedas

(Laboratoriode poscosecha)

NS

Aislamientoy purificacion en placas de cultivo
(PDA, MA)

NS

Aislamientode ADN fungico
(Al-Samarraiy Schmit, 2000)

NS

Amplificacion y secuenciacion de la region ITS

NS

Identificacion en bases de datos

N

Reconstruccion filogenética

Figura 6. Diagrama experimental para la identificacién molecular de hongos aislados en frutos

de P. dactylifera
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Coleccion de muestra de datiles en el Valle de Mexicali

Se recolectaron frutos de datiles de cuatro plantaciones diferentes de P.
dactylifera var. Medjool (32°33'45.14"N, 115°12'34.29"W; 32°36'35.75"N,
115°14'25.31"W; 32°32'35.71 "N, 115°31'20.18"W; 32°27'40.35"N,
115°11'27.02"W) en Mexicali, Baja California, México, durante agosto-
noviembre de 2022. Las muestras fueron georreferenciadas por GPS con el

Aplicacién GPS-Waypoints y sobrevoladas con un Drone Phantom 3.

Se recolectaron al azar un total de 320 frutos en etapa Tamar de palmas
datileras de cada plantacion, las cuales se colocaron en bolsas de papel
debidamente etiquetadas (Goudarzi et al 2022; Colman et al., 2012),
finalmente las muestras se introdujeron en una hielera con paquetes
refrigerantes para su posterior procesamiento en el Laboratorio de Fisiologia

y Manejo Poscosecha.

6.2 Aislamiento fungico, identificacion morfologica y molecular

Las frutas con sintomas de la enfermedad se incubaron en camaras humedas,
luego con una aguja de diseccion estéril, los crecimientos fungicos se
transfirieron a cajas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Los
cultivos se colocaron en incubadora (VWR, 51014995), 28 + 2°Cy 72 h, con
observaciones diarias hasta observar la presencia de colonias conforme a lo
establecido por Cervantes-Diaz y Samaniego-Gamez, (2012). Los discos se
resembraron en placas Petri con medio PDA. Una vez aislados, la
identificacion del microorganismo se realiz6 mediante claves taxondmicas
(Barnett y Hunter, 1998).

Los hongos de cultivos en placa de PDA se seccionaron con bisturi estéril y se
colocaron en caldo Extracto de Levadura-Peptona-Glucosa (YPG), 10d (25 °C
y 37 °C), se filtr6 el medio de cultivo y se almacenaron los tubos (-20 °C) hasta
su uso posterior. EI ADN se extrajo con el protocolo de Al-Sammarrai y Schmidt

(2000), la integridad del ADN se evalu6 en geles de agarosa (1% p/v).
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La amplificacion de la region ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) se realizé mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), como se describe en el Cuadro 1. Los tubos
se colocaron en termociclador (BioRad) con las siguientes condiciones: 95 °C
(20 min), 30 ciclos de 95 °C (1 min), 55 °C (1 min) y 72 °C (1.5 min) con una
extension final de 72 °C (10 min), y una longitud de amplicon de 420-825 pb.

Cuadro 1. Componentes de reaccion de PCR para la amplificacion de la region ITS.

Reactivo Cantidad Concentracion final
Amortiguador de PCR 10X 2 uL 1X

MgCl2 (25 mM) 2 uL 1.5 mM MgClz
dNTPS (10 mM) 0.5 pL 250 pM dNTPs
Cebador ITS1 (10 uM) luL 250 nM

Cebador ITS4 (10 uM) 1uL 250 nM
Tag-Polimerasa (100 U/uL) 0.4 uL 1.5 Unidades
Muestra de ADN 2 uL

Agua grado biologia molecular 11 pL

Volumen final 20 pL

Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa (1% p/v),
los fragmentos se purificaron con el gel Wizard SV PCR Clean-Up System
(Promega) con el protocolo sugerido por el fabricante. Los fragmentos

purificados se secuenciaron en Macrogen (Corea).

6.3 Pruebas de patogenicidad
Los aislamientos purificados se observaron  macroscopica Yy

microscopicamente y se verificaron los postulados de Koch. Los aislamientos
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con sintomas iniciales en el pericarpio, mesocarpio, endocarpio y semilla de
datil fueron re-inoculados en datiles asintométicos, mediante suspension de
esporas y con herida de aguja de diseccion estéril. Se reviso el desarrollo de
sintomas a los 3, 6, 9y 12 dias después de la inoculacion, en las fechas que
presentaron el sintoma inicial se realizaron re-aislamientos para ser

observados macroscoépica y microscopicamente (Cohen et al., 2021).

6.4 Secuenciacion de ADN y analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas se compararon en el GenBank con el algoritmo
BLASTNn en la Regidn Espaciadora Transcrita Interna (ITS) de tipo Fungi y
material de referencia con la opcion de busqueda Megablast. En el caso de los

organismos plaga se utilizé la base no redundante mediante Megablast.

Los resultados de la busqueda BLAST recuperados se introdujeron en el
software MEGA (v10.0) para el analisis filogenético. Las secuencias fungicas
se alinearon con el algoritmo ClustalW con la Matriz Clustal, la reconstruccion
filogenética se realizo utilizando Maxima Parsimonia (MP) con los siguientes
parametros: BootStrap (BS) = 1000 réplicas, Numero de arboles de Parsimonia

=10y Tree Bisection Reconnection.
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7. RESULTADOS

Los resultados del estudio mostraron que la enfermedad aislada tenia un
origen fungico, observandose crecimientos negros en el interior de los frutos
de datil (Fig. 7 B). Las pruebas de patogenicidad mostraron que en frutos
asintométicos no se observo el crecimiento de patdgenos de tipo fungico en
camaras humedas (Fig. 7 C), sin embargo, inoculaciones artificiales de
crecimientos en cdmaras mostro la proliferacion de colonias de color negro en
medio PDA (Fig. 7 D). Observaciones al microscopio revelaron la presencia de
conidiéforos marrones (Figura 7 E), vesiculas globosas de 80 pum de diametro
y conidios de 5 pum (Figura 7 F). Los hongos fueron identificados como

Aspergillus sp, de acuerdo a las claves taxonémicas.

Figura 7. Sintomas de la enfermedad del moho negro causado por Aspergillus en frutos de
palmera datilera (Phoenix dactylifera) del Valle de Mexicali. (a) Fruto sano en estado de Tamar;
(b) Sintomas de la enfermedad del moho negro en los détiles; (c) fruto asintomético en prueba
de patogenicidad; (d) Sintomas de moho negro en détiles usando inoculaciones artificiales con
aislamientos de Aspergillus sp obtenidos de cultivo; (e ) Hifas y conidiéforos de placas PDA
(40x); F) Cabeza conidial globosa marron-negra y conidios (100x).
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A nivel de especie varios aislamientos mostraron un alto porcentaje de
iIdentidad (99.5-99.9 %) con A. tubingensis (NR_131293.1), otros aislamientos
mostraron un alto porcentaje de identidad (99.1-99.8 %) con A. costaricensis
(NR_103604.1) y un aislado mostr6 un alto porcentaje de identidad con
Wallemia sebi (NR_131988.1) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de la bisqueda en el NCBI de las secuencias ITS de aislados fungicos
en frutos de P. dactylifera

Aislados Resultados de la Identidad Expectancia Numero de

busqueda acceso
q (%)
MH1-C1 Aspergillus 98.57 0.0 NR_131293.1
tubingensis
MH1-C3 region; from 99.11 0.0
TYPE material
MH1-C4 99.64 0.0
MH2-C2 99.65 0.0
MH2-C3 99.82 0.0
MH3-C1 99.29 0.0
MH4-C2 99.44 0.0
MHB-C4 91.49 0.0
MH2-C1 Aspergillus 99.12 0.0 NR_103604.1
costaricensis
MH2-C4 99.82 0.0
CBS 115574 ITS
MH3-C2 region; from 99.47 0.0
MH3-c3  TYPE material 99.63 0.0
MH3-C4 99.64 0.0
MH4-C1 99.63 0.0
MH4-C3 99.47 0.0
MH4-C4 99.45 0.0
MHB-C3 99.82 0.0
MHB-C1 Wallemia sebi 93.59 0.0 NR_131988.1
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CBS 818.96 ITS
region; from
TYPE material

El analisis filogenético realizado por MP mostrd la formacion de ocho clados
(Fig. 8 A), que incluyen a los grupos externos (A. flavus y A. aflatoxiformans),
los cuales se distribuyeron en varios clados de la seccion Nigri de Aspergillus.
En el grupo Tubingensis se observaron tres clados (A. tubingensis, A.
vadensis, A. costaricensis), el grupo Carbonarius con un clado (A. carboarius,
A. sclerotioniger), el grupo Niger con dos clados (A. niger, A. brasiliensis , A.
piperis, A. awamori, A. weltwitschiae, A. foetidus, A. luchuensis) y el grupo

Heteromorphus con un clado (A. heteromorphus, A. ellipticus).
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Figura 8. Andlisis filogenético de aislados fungicos en frutos de P. dactylifera var Medjool. A)
Filogenia de secuencias ITS de aislados del género Aspergillus seccién Nigri. B) Filogenia de
secuencias ITS de aislados del género Wallemia.

En lo referente al género Aspergillus, el andlisis molecular revel6 que la
seccion Nigri fue la que se desarrollé en frutos de datil, esta seccidn esta
compuesta por al menos 15 especies entre los que encontramos a A.

tubingensis, A. costaricensis, A. niger y A. brasiliensis, por mencionar algunas.
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8. DISCUSION

Observaciones similares han sido reportadas en otros estudios, que
mencionan a Aspergillus niger como plaga infectante poscosecha en datiles
(Aniji et al., 2015; Colman et al., 2012, Rios y Rethwisch, 2019). La busqueda
BLAST mostr6 la presencia del género Aspergillus en la mayoria de los

aislamientos (94,7 %) y la presencia del género Wallemia en un aislamiento.

La presencia de Wallemia sebi se puede deber a las condiciones baja
humedad en el valle de Mexicali, esta especie se ha reportado que es
xerotolerante y puede encontrarse en ambientes con altas concentraciones de
salinidad, este género se ha podido aislar de productos como son conservas,
jaleas o frutos secos, como es el caso del datil (Zalar et al., 2005; Nguyen et
al., 2015).

La seccion Nigri fue la que se desarrollo en frutos de datil, esta seccion esta
compuesta por al menos 15 especies entre los que encontramos a A.
tubingensis, A. costaricensis, A. niger y A. brasiliensis, por mencionar algunas
(Samson et al, 2004). Asi mismo, esta seccion ha sido dificil de caracterizar
morfologicamente debido a diferencias sutiles entre cada miembro (Samson et
al., 2004; Medina et al., 2005).

En el presente estudio se observo que los asilados secuenciados se agruparon
en diferentes clados, principalmente en las sub-divisiones sugeridas por
Samson et al., (2004), donde en la sub-division A. tubingensis se encontraron
a A. tubingensis y A. costaricensis, los cuales formaron la mayor parte de los
aislados del presente estudio y se agruparon en diferentes subdivisiones, las
cuales coinciden con las que han sido reportadas previamente (Samson et al.,
2004; Quaglia et al., 2020).

Los hongos pertenecientes a Aspergillus seccidn Nigri estan presentes a nivel
mundial siendo unos de los principales hongos responsables de la

degradacion de alimentos (Samson et al., 2004; Medina et al., 2005; Aloram
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et al., 2020; Nikolchina y Rodrigues, 2021). Asi mismo, estos hongos han sido
utilizados en procesos industriales de sacarificacidon como A. costaricensis (Lei
etal., 2022), es de mencionar que esta seccion esta considerada como hongos
GRAS (Generally Reagarded as Safe) por varias normativas, existen reportes
donde hay algunos miembros de esta seccion que son capaces de producir
aflatoxinas (Ochratoxina A), sin embargo, la produccion de este tipo de
compuestos puede estar influenciado por la calidad del fruto y la presencia de
aditivos que puedan retrasar el desarrollo del hongo (Samson et al., 2004;
Medina et al., 2005; Nikolchina y Rodrigues, 2021).
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9. CONCLUSIONES

Los patdgenos asociados a la palma datilera (Phoenix dactilyfera L.) en
produccién y poscosecha fueron Aspergillus costaricensis, Aspergillus
tubingensis y Wallemia sebi. Con los resultados de la identificacion de estas
plagas, es posible la elaboracién de un programa de manejo integrado de
enfermedades asociadas a la palmera datilera en el noroeste de México.
Estudios posteriores deberan estar dirigidos a establecer los aislados con el
potencial de generacién de aflatoxinas mediante estudios moleculares y

metabolicos de los aislados.
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