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Resumen:

Antecedentes y Objetivos: Las especies de algas que conforman el género Cephaleuros inducen enfermedades en mas de 300 especies de plantas en
todo el mundo. En México se ha identificado que Cephaleuros virescens infecta hojas de aguacate, guayaba, limén y mango. En el cultivo de zarzamora
solo se ha reportado en los Estados Unidos de América. En este trabajo se planted identificar, en plantas de zarzamora (Rubus sp. cv. Tupy), al agente
causal de la enfermedad “mancha naranja” que afecta las plantas de ese fruto en dos areas del estado de Michoacan. Esta representa un problema
fitosanitario y ecoldgico por los agroquimicos utilizados para combatirla.

Métodos: Para identificar al agente causal, se examino el tejido de los tallos de zarzamora infectados caracterizando estructuras y comparando con los
datos de especies relacionadas: C. diffusus, C. parasiticus y C. virescens. Adicionalmente, se integraron datos moleculares al extraer el ADN de tejido
de manchas naranjas colectadas en campo en dos sitios de muestreo, se realizé la amplificacion de las regiones ITS y 18S del ADN y las secuencias
obtenidas, junto con secuencias de Cephaleuros de América, Sudafrica y Asia de GenBank, se integraron en una matriz de datos para la realizacion
de los analisis filogenéticos.

Resultados clave: Con analisis morfoldgicos y moleculares, se identificé a C. virescens sensu lato (s.l.) como el agente causal de las manchas que se
propagan a lo largo de los tallos de zarzamora, principalmente en plantas de tercer y cuarto afio. Hasta la fecha, C. virescens afectaba exclusivamente
al cultivo de zarzamora en el sureste de los Estados Unidos de América.

Conclusiones: El manchado naranja en los tallos de zarzamora es causado por el alga Cephaleuros virescens (s.l.). El presente estudio representa el
primer reporte de esta especie afectando zarzamora en México. Los analisis filogenéticos permiten concluir que se trata de la misma especie que
provoca la enfermedad en zarzamora en los Estados Unidos de América.

Palabras clave: berries, fitopatdgenos, infeccion, mancha naranja.

Abstract:

Background and Aims: The species of algae that integrate the genus Cephaleuros induce diseases in more than 300 plant species worldwide. In
Mexico, only Cephaleuros virescens has been identified infecting avocado, guava, lemon and mango leaves. In blackberry cultivation, only have been
reported in the United States of America. This work aimed to identify the causal agent of the disease “orange spot” that affects blackberry plants
(Rubus sp. cv. Tupy) in two areas of Michoacdn, which represents a phytosanitary and ecological problem due to the agrochemicals used to combat it.
Methods: To identify the causal agent, tissue from infected stems was examined for structures. Measurements were compared with data from re-
lated species: C. diffusus, C. parasiticus, and C. virescens. In addition, molecular data were integrated by extracting DNA from tissue of orange spots
collected in the field at two sampling sites, amplification of the ITS and 18S DNA regions was performed and the sequences obtained, together with
sequences of Cephaleuros from America, South Africa, and Asia from GenBank, were integrated into a data matrix for phylogenetic analyses.

Key results: Following morphological and molecular analyses, C. virescens sensu lato (s.l.) was identified as the causal agent of the spots spreading
along blackberry stems, mainly on third- and fourth-year plants. To date, C. virescens had only been reported on blackberry stems in the southeastern
United States of America.

Conclusions: Orange spotting on blackberry canes is caused by the alga Cephaleuros virescens (s.l.). This represents the first report of this species
affecting blackberry in Mexico. Following phylogenetic analyses, it has been concluded that this is the same species that causes the disease on black-
berries in the United States of America.

Key words: berries, infection, orange spot, phytopathogens.
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Introduccion

En el reino Plantae existen diversas relaciones interespecifi-
cas; entre ellas destacan las del tipo fitopatogénico debido
a que causan enfermedades en plantas, tanto en cultiva-
das como en ornamentales, con consecuencias econémi-
cas importantes. Se estima que alrededor de 2500 espe-
cies vegetales pueden infectar plantas vasculares (Agrios,
2005). Aunque los muérdagos son las plantas patégenas
mas conocidas (Agrios, 2005), existen otros organismos
relevantes debido al amplio rango de hospederos que
pueden afectar. Este es el caso de algunas algas verdes
del phylum Chlorophyta, cuyas especies pardsitas se en-
cuentran en los géneros Cephaleuros Kunze ex E.M. Fries,
Phyllosiphon Kiihn y Rhodochytrium Lagerheim (Joubert
y Rijkenberg, 1971; Agrios, 2005; Aboal y Werner, 2011).
De estos grupos taxondmicos, Cephaleuros contiene 18
especies reconocidas en AlgaeBase (Guiry y Guiry, 2023);
todas ellas fitopatdgenas: C. aucubae Suto & Ohtani, C.
biolophus Thompson & Wujek, C. diffusus Thompson &
Wujek, C. drouetii Thompson & Wujek, C. endophyticus
(F.E. Fritsch) Printz, C. expansus Thompson & Wujek, C.
henningsii Schmidle, C. japonicus Suto & Ohtani, C. karstenii
Schmidle, C. lagerheimii Schmidle, C. microcellularis Suto
& Ohtani, C. minimus Karsten, C. parasiticus Karsten, C.
pilosa Thompson & Wujek, C. pilosus Thompson & Wujek,
C. solutus Karsten, C. tumidae-setae Thompson & Wujek y
C. virescens Kunze ex E.M. Fries.

Cephaleuros virescens se ha reportado como un fito-
patégeno que afecta a casi 300 especies cultivadas, cau-
sando dafos en las hojas de diversos cultivos tales como
anacardo, arandano, baya coral, cacao, café, camelia, chiri-
moya, ciruela, coco, jazmin, magnolia, mamey, membrillo,
palma de aceite, panapén, pimienta, vainilla, yuca y zapote
(Malagi et al., 2011). Estos dafios se han registrado en Aus-
tralia, Brasil, Colombia, Costa Rica, China, Etiopia, Estados
Unidos de América, India, Japdn, Korea, Pakistan, Perud y
Taiwan (Wolf, 1930; Holcomb et al., 1998; Garrido y Pis-
fil Diez, 2007; Nelson, 2008; Han et al., 2011; Suto et al.,
2014; Browne et al., 2020; Patrice et al., 2021; Dechassa y
Merga, 2022; Shen et al., 2022). En México, se ha repor-
tado infectando limén en el estado de Colima (Orozco-
Santos et al., 2014), asi como guayaba, mango (Quezada-
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Gutiérrez et al., 2009) y aguacate en Michoacan (Téliz-Ortiz
y Mora-Aguilera, 2007).

Por otro lado, desde 2019 se ha observado de forma
persistente una enfermedad en zarzamora en dos dreas de
Michoacan, que se ha nombrado como “la mancha naran-
ja”. Se caracteriza por presentar manchas redondeadas, de
aspecto afelpado y de color naranja, que pueden observar-
se tanto en la parte superior de los tallos (también deno-
minados cafias) como en la base de la planta. Debido a la
presencia de sintomas con tonalidades naranjas, los pro-
ductores habian sospechado de alguin tipo de roya o alga
que afectaba los tallos de zarzamora de tercer o cuarto afio
de crecimiento (Comm. pers., 2019). La mancha naranja se
ha convertido en un problema significativo, pues los agro-
guimicos utilizados para combatir otros patégenos no han
logrado reducir su incidencia en la zarzamora.

Es importante destacar que la creciente demanda
internacional de frutillas o berries, entre los que se en-
cuentra la zarzamora, ha impulsado la produccién de este
fruto en México (SADER, 2021). El pais se situa en el primer
lugar a nivel mundial en la produccidn de esta frutilla, con
un total de 215,923 toneladas (SADER, 2021; SIAP, 2022).
En México, Michoacan es el principal estado productor de
zarzamora contribuyendo con 97% de la produccion a nivel
nacional en 2022, siendo los Estados Unidos de América el
principal cliente, que acapara 93.1% del total exportado
(SIAP, 2022).

Dado el significativo valor del cultivo en Michoacan,
se recolectaron muestras de tallos (cafas) de zarzamora
afectados por la mancha naranja con el propdsito de iden-
tificar el fitopatdgeno responsable de la enfermedad me-
diante andlisis morfoldgicos y moleculares.

Materiales y Métodos

Recolecciéon de muestras

Se recolectaron en las localidades de Taretan y Chupio, Mi-
choacan, México (Fig. 1) caias de Rubus sp. cv. Tupy afec-
tadas por mancha naranja. El clima en Taretan se clasifica
como subtropical himedo, caracterizado por lluvias duran-
te la temporada de verano, con una precipitacién pluvial
anual de 1560 mm y temperaturas entre 14.4 y 29.66 °C
(INAFED, 2020). Por otro lado, en Chupio el clima es calido
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Figura 1: Lugares de coleccién de tallos de zarzamora cv. Tupy afectados por mancha naranja en Taretan y Chupio, Michoacan, México. Realizado por
Jazmin Cortés Martinez en Google Earth Pro v. 7.3.6.9345 (Google Earth Pro, 2022).

subhumedo, con lluvias también en verano, una precipita-
cion pluvial entre 900 y 1300 mm y temperaturas entre 18
y 24 °C (INEGI, 2010).

Las muestras de Taretan (19.34° latitud, -101.92° lon-
gitud, 1170 m s.n.m.) se recolectaron en abril y septiembre
2019, y en enero y marzo 2020. Las muestras procedentes
de Chupio (19.18° latitud, -101.44° longitud, 1160 m s.n.m.)
se obtuvieron en marzo 2021.

Las cafias afectadas se cortaron en los fragmentos
gue presentaban infeccidn activa, con tijeras de poda pre-
viamente desinfectadas con alcohol al 96%. Estos fragmen-
tos se almacenaron individualmente en bolsas de papel
estraza debidamente etiquetadas. En total, se recopilaron
25 muestras (canas afectadas), cada una de diferentes in-
dividuos. Los fragmentos de tallo se transportaron en una
hielera a 4 °C y se mantuvieron refrigerados a la misma
temperatura en el laboratorio de Ecologia del Instituto de
Ecologia, A.C., Centro Regional del Bajio, en Patzcuaro, Mi-
choacdn, México.

Identificacion del organismo y analisis micro-
morfoldgicos

La identificacion del agente causal de la mancha naranja se
llevd a cabo en primer lugar mediante la caracterizacidn de
los sintomas de la planta y las estructuras del organismo.
Las lesiones en los tallos afectados se observaron utilizan-
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do un microscopio estereoscdpico Carl Zeiss, Stemi 305
(Gottingen, Alemania). Se tomaron fotografias con la ca-
mara fotografica AxioCam ERc 5s (Gottingen, Alemania) y
con el programa de computo Zeiss Zen Model 2012 (Jena,
Alemania) y se compararon los sintomas de las zarzamoras
con aquellos que se encontraban documentados en ima-
genes e informacion proveniente de articulos cientificos y
reportes técnicos (Thompson y Wujek, 1997; Suto y Ohtani,
2009; Suto et al., 2014; Pitaloka et al., 2015; Sunpapao et
al., 2016; Browne et al., 2020).

Para examinar las estructuras micromorfolégicas, se
obtuvieron muestras del tejido infectado extrayéndolo di-
rectamente de la zona afectada, con una aguja de diseccién
esterilizada. Las muestras se transfirieron a una solucién de
KOH al 3%, y posteriormente se distribuyeron en un por-
taobjetos que se cubrié con un cubreobjetos. Las laminillas
se examinaron bajo un microscopio dptico Carl Zeiss, Pri-
mostar 1 (Gottingen, Alemania) en las que se observaron
las estructuras, su color, tamafo y forma. Utilizando la regla
de medicion del microscopio dptico Leica, Serie Galen Il
(Buffalo, EUA), con las mismas preparaciones, se midio el
ancho y largo de 25 esporangiéforos, 20 vesiculas, y el dia-
metro de 27 zoosporangios y gametangios. Se calcularon
los promedios y se establecié el rango de dimensiones para
cada estructura con el fin de documentar la variabilidad en
los elementos morfoldgicos de la especie. La morfologia
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observada se compard con la descripcion taxondmica dis-
ponible en las fuentes consultadas mencionadas en el pa-
rrafo anterior.

Analisis moleculares

A partir de las manchas color naranja en buen estado en
los tallos de zarzamora, se seleccionaron tres muestras de
la localidad de Taretan y otras tres de Chupio, con el fin de
extraer el ADN gendmico. La extraccion se realizd con el Kit
Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega. Luego,
se procedid a amplificar la region 18S del ADN nuclear utili-
zando los iniciadores PNS1-F/NS41-R (Sunpapao y Pitaloka,
2015), asi como la regién ITS1-5.85-ITS2 del ADN ribosomal
con los primers ITS-9F (Nakayama et al., 1996) e ITS-7R (Ha-
yakawa et al., 2012).

Las amplificaciones se llevaron a cabo siguiendo los
protocolos descritos por Sunpapao y Pitaloka (2015) para
la region 18S y lo reportado por Fang et al. (2021) para la
regioén ITS. Los productos de PCR se remitieron a Macrogen
(Seul, Corea) para su purificacion y secuenciacién. Las se-
cuencias resultantes se ensamblaron y revisaron utilizando
el sofware Bioedit v. 7.2.5 (Hall, 1999) y se depositaron en
GenBank (2023a).

Analisis filogenéticos
Se incorporaron las secuencias de DNA de los fitopatoge-
nos de las seis muestras en una matriz de datos y se adi-
cionaron las depositadas en GenBank y relacionadas con
especies de Rubus L. como hospedero, ademas de algu-
nas secuencias documentadas en los articulos de Lépez-
Bautista et al. (2006) y Fang et al. (2021), que incluyen
secuencias de Asia, Africa y América. Se utilizaron dos se-
cuencias de Trentepohlia C. Martius como grupo externo.
Se crearon tres matrices: una para la regién del espacia-
dor interno transcrito 1-ARN ribosémico 5.8S-espaciador
interno transcrito 2 o ITS1-5, 85-ITS2 (con 27 secuencias),
una segunda para el ARN ribosémico de subunidad peque-
fia o0 18S (que incluia 32 secuencias), y una tercera matriz
de datos integrada por secuencias de ambos marcadores
concatenados.

Las secuencias de ITS o 18S se alinearon utilizando
el programa Mafft v. 7 (Katoh et al., 2019). Se determind el
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mejor modelo evolutivo para cada conjunto de datos utili-
zando el software MEGA v. 11.0.10 (Tamura et al., 2021).
La inferencia filogenética se realiz6 mediante el método
de maxima verosimilitud (MV) con 1000 réplicas bootstrap
en el programa MEGA y mediante inferencia Bayesiana
utilizando el programa MrBayes v. 3.2.7a (Ronquist et al.,
2012). El Cuadro 1 muestra las secuencias utilizadas en este
estudio.

Resultados

Presencia de la enfermedad de mancha naranja
en zarzamaora

Al revisar los tallos de plantas de zarzamora de las locali-
dades de Chupio y Taretan, se observd que los sintomas
de mancha naranja presentes en las muestras eran muy
semejantes macroscopicamente. La enfermedad en am-
bas localidades se manifiesta con sintomas distintivos: ini-
cialmente, se presentan manchas redondeadas, notorias
al superar 1 cm de ancho, con aspecto compacto y fina-
mente pubescente de color anaranjado en la superficie de
la cafia (Fig. 2A). Con el tiempo maduran, pueden unirse
con otras manchas y cambian gradualmente a un tono ver-
de grisaceo expandiéndose a lo largo del tallo (Fig. 2A).
Ademids de los sintomas visibles en los tallos, es posible
observar signos del patégeno, como esporangiéforos, en
el envés de las hojas. Sin embargo, esta infeccidn suele ser
poco profusay dispersa, que no llega a formar una mancha
completa. En el entorno natural, la infeccién comienza en
la parte superior de la cafia con manchas aisladas, pero a
medida que la enfermedad se desarrolla, se extiende for-
mando un patrdn salpicado que se propaga hacia la base
de la planta. Esto puede cubrir gran parte de la superficie
del tallo y en muchos casos provoca la decadencia o inclu-
so la muerte de la planta. La enfermedad puede afectar a
las zarzamoras de segundo corte, siendo las plantas de ter-
cery cuarto corte las mas vulnerables. Las plantas jovenes
no suelen ser afectadas por este patdgeno. La enfermedad
estd presente durante todo el afio, pero su desarrollo es
mas activo durante la temporada de lluvias, que suele ser
de junio a septiembre. En la época de sequia, el patdégeno
depende de las condensaciones de agua para completar
su ciclo de vida.




Cuadro 1: Secuencias y numeros de acceso de GenBank (2023a, b) de especies de algas del género Cephaleuros Kunze ex E.M. Fries utilizadas para los
analisis filogenéticos. Las secuencias de Trentepohlia C. Martius se usaron como grupo externo. Las muestras adicionadas en este estudio se sefalan

en negritas.
Especie de alga No. Pais de colecta Fuente de ITS 18S
identificacion colecta

Cephaleuros diffusus Thompson & Wujek YN517 China hojas MT507415 MT507314

C. diffusus Thompson & Wujek GD1924 China hojas MT507441 MT507342

C. drouetii Thompson & Wujek QXS29 China hojas MT507453 MT507357

C. expansus Thompson & Wujek GD1919 China hojas MT507472 -

C. cf. expansus GD1314 China hojas KX586806 KX586903

C. henningsii Schmidle GX1342 China hojas KX586827 KX586937

C. karstenii Schmidle Dz1312 China hojas KX586784 KX586875

C. karstenii Schmidle BN16-1 China hojas MT507397 MT507296

C. karstenii Schmidle YN1019 China hojas KX586843 KX586957

C. karstenii Schmidle YNE13 China no se especifica MT507408 MT507307

C. lagerheimii Schmidle GX1816 China corteza de betel MT507396 MT507292

C. parasiticus Karsten GD1927 China hojas MT507422 MT507322

C. parasiticus Karsten GD1952 China hojas MT507424 MT507324

C. parasiticus Karsten UTEX 2412 USA no se especifica - DQ399583

C. tumidae-setae Thompson & Wujek BN3 China hojas MT507459 MT507364

C. tumidae-setae Thompson & Wujek QXSs27 China hojas MT507454 MT507358

C. virescens Kunze ex E.M. Fries FJ1315 China hojas KX586798 KX586892

C. virescens Kunze ex E.M. Fries FJ1201 China hojas KX586792 KX586884

C. virescens Kunze ex E.M. Fries SY1301 China hojas KX586835 KX586948

C. virescens Kunze ex E.M. Fries DZ1904 China hojas MT507418 MT507318.1

C. virescens Kunze ex E.M. Fries GD1943 China hojas MT507452 MT507356

C. virescens Kunze ex E.M. Fries SAG 25.83 Sudéfrica no se especifica JX866795.1 KM020143.1

C. virescens Kunze ex E.M.Fries SAG 42.85 Taiwan no se especifica MW862262.1 KM020147.1

C. virescens Kunze ex E.M. Fries Cams4 Taiwan Camellia ON040862.1 -

sinensis
C. virescens Kunze ex E.M. Fries WH-OCB3 USA Cafas de Rubus - MN637833.1
fructicosus L.
C. virescens Kunze ex E.M. Fries WH-P USA Cafas de Rubus - MN637832
fructicosus L.

C. virescens Kunze ex E.M. Fries Sin ID USA Navaho - DQ399584

C. virescens s.| An2 México Cafas de Rubus OR587854 OR583174
sp.

C. virescens s.| An3 México Cafas de Rubus OR587855 OR583175
sp.

C. virescens s.| An5 México Cafas de Rubus - OR583176
sp.

C. virescens s.| An6 México Cafias de Rubus - OR583177
sp.

Trentepohlia abietina (Flotow ex Kiitzing) Hansgirg GD1352 China tronco KX586810.1 KX586907.1

Trentepohlia jolithus (Linnaeus) Wallroth YIG China roca KX586842.1 KX586956.1
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Figura 2: Sintomas y signos de la enfermedad de la mancha naranja en la planta de zarzamora. A. tallos con manchas redondas y aterciopeladas; B.
superficie del tallo en la que se proyectan esporangidéforos; C. multiples esporangiéforos maduros color naranja y esporangiéforos jovenes de color

traslucido. Escalas: A=1 cm, B=200 um, C=500 pm.

Caracteristicas micromorfoldgicas del alga fito-
patégena

Al revisar con el microscopio estereoscdpico a los organis-
mos que conforman las manchas naranjas en los tallos de
zarzamora cv. Tupy en Chupio y Taretan, se detectd la pre-
sencia de estructuras algales multicelulares filamentosas
anaranjadas que cubren toda la superficie (Fig. 2B) y que
constituyen los esporangidforos del fitopatdgeno (Fig. 2C),
coincidiendo con elementos que tienen algunas especies
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del género Cephaleuros (Brooks et al., 2015). Al microsco-
pio dptico, el talo o cuerpo del alga presenté una forma re-
dondeada y compacta, sin huecos visibles. De este talo se
proyectaron esporangiéforos (sp) alargados, que variaron
de color naranja a amarillento. Cada uno de estos esporan-
gioforos desarrollé una vesicula (HC) de la cual emergieron
1-3 células sulfutorias (SC). Cada una de estas células sos-
tiene un esporangio (S) también conocido como zoospo-
rangio (Fig. 3A,B). En los esporangios, las células sulfutorias
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(SC) presentaron un angulo pronunciado (Fig. 3B) Ademas Tres algas fitopatdgenas del género Cephaleuros pre-
de los esporangioforos, en el talo también se encontraron  sentan los elementos morfoldgicos observados (talo, espo-
setas (z) multicelulares con un extremo distal redondeado rangios, gametangios, células sulfutorias), aunque varian
(Fig. 3C). El zoosporangio es redondo a subgloboso al ma- en tamafio y forma. En el Cuadro 2, se comparan los datos
durar sostenido por el esporangiéforo (sp) (Fig. 3D). Dentro  reportados para tres especies relacionadas: C. diffusus, C.
de estos zoosporangios se desarrollan las zoosporas. parasiticus y C. virescens, junto con la especie en estudio.

b

Figura 3: Estructuras del alga Cephaleuros Kunze ex E.M. Fries, observacion al microscopio éptico. A. esporangioforo en formacion desarrollando
una vesicula (HC), célula sulfatoria (SC), esporangio (S); B. zoosporangio de forma redonda, acompafado de una célula sulfatoria (SC) alargada con
un angulo caracteristico de Cephaleuros virescens Kunze ex E.M. Fries; C. seta (z) con terminacién redondeada y esporangiéforos en proceso de
diferenciacién; D. zoosporangios (s) redondos sostenidos por multiples esporangiéforos (sp). Escalas: fotos A, By D=20 um, C=50 pum.
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Cuadro 2: Caracteristicas de las estructuras de tres especies de algas fitopatégenas del género Cephaleuros Kunze ex E.M. Fries comparadas con la
especie de estudio. Datos referidos en 'Thompson y Wujek, 1997; ?Suto y Ohtani, 2009; 3Suto et al., 2014; *Pitaloka et al., 2015; °Sunpapao y Pitaloka,

2015; ®Sunpapao et al., 2016.

Elemento

Mancha naranja en este
estudio

Cephaleuros diffusus
Thompson & Wujek **

Cephaleuros parasiticus
Karsten 3¢

Cephaleuros virescens
Kunze ex E.M. Fries **

Forma de talo

Setas

Esporangidforo (largo x ancho

um)

Vesicula (largo x ancho um)

Célula filamentosa o sulfutoria

Redonda, sin espacios

Filamento delgado,
cilindrico, con extremo
distal redondeado

De la base hasta la
vesicula, 98-168(129.7)

de largo

33.3-28 (33.3) x 25.2-30.8
(28.4)

Larga y cilindrica

Disco circular con
expansion radial

Filamento cilindrico

250-440(350.5) x 10-

12.5(10.5)

No se reporta

Corta, cilindrica e

irregular

No se reporta

Sin setas

232.5- 490(335.6) x 10-
22.5(12.7)

No se reporta

Irregular, dificil de medir,

Se desarrollan debajo de

la célula epidérmica

Disco irregular sin
huecos, o redonda
Filamento delgado
con punta globular a
eliptica, compuesto de
cinco células
Medida de la base hasta
las células de la vesicula
252-430 (320.4) x 10-
20 (17)

No se reporta

Corta o larga cilindrica

Esporangio (largo x ancho pum) 17-26(20) x 15-21(18) 12.5-27.5(15.5) x 10-20 20-30(25.08) x 15- 17-27 x 15-21
(15) 25(18.8)

Gametangio (largo x ancho um) 29- 58 x 20-42 12.5-32.5x12.5-22.5 No se reporta 29-58 x 18-43

Ndmero de esporangios 2a3 No se reporta 4a6 2a3

Trabajo molecular y analisis filogenético
Se obtuvieron seis secuencias de Cephaleuros. De estas,
cuatro son del marcador 185 ADNr (dos de Taretan y dos
de Chupio) y dos secuencias de la region ITS de Chupio; las
muestras de Taretan no amplificaron con este Ultimo marca-
dor. Las secuencias obtenidas se han registrado en GenBank
bajo los nimeros de acceso OR583174 - OR583177 para la
region 18S y OR587854 - OR587855 para el marcador ITS.
En el analisis filogenético, se incluyeron 58 secuencias
de Cephaleuros, incorporando las seis secuencias generadas
en esta investigacion. La matriz de datos correspondiente
al marcador 18S consistié en 31 secuencias, cada una con
la longitud de 953 pb. Por otro lado, en la base de datos
del marcador ITS1+5.85+ITS2 se integraron 27 secuencias,
con un alineamiento total de 691pb. Para los datos del 18S,
el modelo evolutivo que mejor se ajusta a los datos fue
TIM2+1+G, mientras que, para las secuencias de ITS, TIM3+G.
Los arboles filogenéticos basados en la secuencia
de ITS y 185 mostraron una mejor resolucién utilizando el
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método de maxima verosimilitud (MV), ya que generaron
pocas politomias, aunque los clados recuperados con la
misma topologia tuvieron mejor soporte con probabilidad
bayesiana (Fig. 4). Tanto en el enfoque de MV como en el
analisis Bayesiano, las secuencias de Cephaleuros que afec-
tan a las zarzamoras en Michoacdn se agruparon de mane-
ra consistente en la misma topologia. El andlisis reveld que
las muestras de Cephaleuros de Michoacdn (Fig. 4) forma-
ron un clado, junto con muestras de los Estados Unidos de
América que también afectan a Rubus sp., con una alta pro-
babilidad bayesiana (1). Es importante destacar que varias
secuencias identificadas en GenBank como C. virescensy C.
parasiticus se distribuyeron a lo largo de la filogenia, mien-
tras que las secuencias de Michoacdn y los Estados Unidos
de América se agruparon fuera de los nueve clados iden-
tificados por Fang et al. (2021). Estos autores, al analizar
secuencias de ITS ADNr de varias especies de Cephaleuros
provenientes de Asia y Africa, observaron que se agrupa-
ban en nueve clados distintos.
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0.01
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Figura 4: Filogenia de especies de Cephaleuros Kunze ex E.M. Fries inferida con secuencias de 18S, analizadas con maxima verosimilitud y 1000
repeticiones de Bootstrap. En los nodos se indican los valores de soporte de las probabilidades posteriores bayesianas (PP) y las de Bootstrap (BP).
Las secuencias de Trentepohlia C. Martius se usaron como grupo externo. Las nuevas secuencias generadas en este estudio se indican en negritas.

Discusioén

Nuestro estudio mostré que las caracteristicas del or-
ganismo causal de las manchas naranjas en las muestras
tomadas en las localidades de estudio (Chupio y Taretan)
corresponden al género de algas Cephaleuros. La presencia
de esporangiéforos pedicelados que sostienen esporangios
laterales, a través de células sulfutorias, concuerda con las
descripciones realizadas por Brooks et al. (2015). Es im-
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portante destacar que estas caracteristicas difieren de las
de otros dos géneros de algas fitopatégenas descritos por
Prochdzkova et al. (2016) para Phyllosiphon y por Atkinson
(1908) para Rhodochytrium.

En el continente americano se han reportado dos es-
pecies de Cephaleuros como patogénicas: C. virescens que
afecta los cultivos de aguacate, guayaba, limén, mango y
zarzamora (Téliz-Ortiz y Mora-Aguilera, 2007; Nelson, 2008;
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Quezada-Gutiérrez et al., 2009; Orozco-Santos et al., 2014;
Browne et al., 2020) y C. parasiticus que induce enferme-
dades en bromelias (Sanahuja et al.,, 2018) y guayabas
(Nelson, 2008). Los sintomas observados en la zarzamora
de Michoacdn coinciden con los causados por C. virescens:
inicialmente aparecen manchas amarillas redondas que
con el tiempo se tornan anaranjadas, a menudo con una
apariencia aterciopelada; luego, estas manchas cambian a
un tono verde grisaceo a medida que maduran (Marlatt y
Alfieri, 1981). Esto contrasta con los sintomas producidos
por C. parasiticus, que genera manchas anaranjadas en las
hojas, que son amarillas en el centro y afelpadas (Suto et
al., 2014). En bromelias estas manchas son de color verde
grisaceo y pueden evolucionar a manchas oxidadas (Ramya
et al., 2013).

La sintomatologia en los tallos de zarzamora en Mi-
choacan podria asemejarse a la inducida por C. diffusus,
gue también genera manchas anaranjadas y se oxidan con
el tiempo (Sunpapao y Pitaloka, 2015). Sin embargo, al con-
siderar la evidencia microscdpica, se descarta Cephaleuros
diffusus debido al tamafio de los esporangios, que en C.
diffusus son mas pequeiios (12.5-27.5(15.5) x 10-20(15)
pum) (Sunpapao et al., 2016), en comparacién con los de
C. parasiticus, que son mas grandes (20-30(25.08) x 15-
25(18.8) um). Por otro lado, los esporangios de C. virescens
(17-27 x 15-21 um) en muestras de Magnolia grandiflora L.
y Persea thunbergii (Siebold & Zucc.) Kosterm. reportados
por Suto y Ohtani (2009) en Japdn son similares en tamafio
a los observados en los tallos de zarzamora en Michoacdan
(17-26(20) x 15-21(18) um). El tamafio del gametangio de
C. diffusus (12.5-32.5 x 12.5-22.5 um) es menor al de las
muestras de zarzamora en Michoacdn (29-58 x 20-42 um),
gue se asemeja al de C. virescens (29-58 x 18-43 um) (Suto
y Ohtani, 2009; Pitaloka et al., 2015). Ademas, las muestras
en Michoacdn se diferencian de C. parasiticus en que este
ultimo tiene de 4 a 6 esporangios (Suto et al., 2014), mien-
tras que la especie en Michoacdn tiene de 2 a 3. La célula
sulfutoria del alga estudiada es inclinada hacia el centro y
acodada, en concordancia con los informes de C. virescens
(Browne et al., 2020), mientras que en C. diffusus esta cé-
lula es mas corta e irregular (Sunpapao y Pitaloka, 2015).
También difiere de la célula de C. parasiticus, que es irregu-
lar y dificil de medir (Suto et al., 2014).
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En los andlisis filogenéticos se integraron datos de
los genes 18S e ITS de las tres especies relacionadas: C.
diffusus, C. parasiticus y C. virescens de Asia, Africa y Amé-
rica. En este estudio no se encontraron secuencias del gé-
nero Cephaleuros provenientes de México en la base de
datos GenBank del National Center for Biotechnology In-
formation (GenBank, 2023b), pero si de los Estados Unidos
de América, incluso de zarzamora. Las secuencias de 18S
del ADNr del alga fitopatégena de zarzamora en Michoa-
can se agrupan con las WH-P y WH-OCB3 de C. virescens de
los Estados Unidos de América, cuyo hospedero es Rubus
fruticosus L. (Fig. 4). Al compararlas, se encontré un alto
porcentaje de similitud que oscila entre 96.7 y 100%. Es-
tos especimenes de Michoacan y de los Estados Unidos de
Ameérica se encuentran fuera de los agrupamientos consi-
derados por Fang et al. (2021), en los que se integraron se-
cuencias de Asia y Africa. Los representantes de los nueve
clados recuperados por ellos fueron incluidos en el analisis
de este articulo, y las muestras de Cephaleuros virescens
de zarzamora de México y Estados Unidos de América se
separan claramente de ellos. Por lo tanto, las secuencias de
C. virescens en el continente americano son distintas de las
encontradas en Asia y Africa.

La filogenia de ITS y 18S del ADNr revela una falta de
resolucion que dificulta la distincién entre C. virescens, C.
parasiticus e incluso C. diffusus. Esto se debe a la presencia
de varias secuencias identificadas como estas especies en
diferentes clados. Por lo tanto, la delimitacién de las espe-
cies de Cephaleuros requiere un enfoque taxondmico inte-
gral que involucre la inclusidon de ejemplares tipo de estas
especies y la recolecciéon de mas muestras de las dreas don-
de se recolectaron los tipos (Fang et al., 2021). Con base en
esta informaciony en la concordancia de nuestras muestras
con las caracteristicas morfoldgicas y dimensiones descri-
tas previamente para C. virescens por Suto y Ohtani (2009)
y Pitaloka et al. (2015), asi como en la afinidad filogenética
con las secuencias de Cephaleuros que infectan zarzamo-
ra de los Estados Unidos de América, hemos decidido de-
signar a los organismos que causan la mancha naranja de
zarzamora en las zonas colectadas de Michoacdn como C.
virescens sensu lato.

Las afectaciones en las zarzamoras causadas por
Cephaleuros virescens se habian registrado exclusivamen-
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te en los Estados Unidos de América. El primer informe de
esta enfermedad afectando los tallos se remonta a 1997 en
Arkansas y Luisiana (Holcomb et al., 1998). Con el tiempo,
la enfermedad se ha extendido a otras regiones de ese pais,
incluyendo Georgia y Florida, y en 2020 se encuentra en el
sureste de ese pais a lo largo de la costa del Golfo (Browne
et al., 2020). En los Estados Unidos de América la enferme-
dad suele aparecer a principios de otofio y se expande du-
rante el invierno y la primavera, con una mayor presencia
en junio (Browne et al., 2020).

Para México, en el caso de Chupio y Taretan, los pro-
ductores refieren que la enfermedad de la mancha naranja
esta presente durante todo el afio y afecta principalmente
a las plantas de tercer o cuarto afio de crecimiento. Su in-
cidencia es mas alta durante la temporada de lluvias (junio
a septiembre), ya que las peliculas de agua en la planta,
asi como las escorrentias, sirven como medio para la mo-
vilidad de las zoosporas y su reproduccion (Nelson, 2008).
El aire también actia como medio de propagacion, ya que
las zoosporas de las plantas afectadas se desplazan hacia
las nuevas primocafias al entrar en contacto unas con otras
(Suto y Ohtani, 2011).

En Taretan la produccién de zarzamora ha disminui-
do vy los costos de prevencién de la enfermedad han au-
mentado (Comm. pers., 2019). Esto se debe a que se re-
quiere incrementar la frecuencia de las fumigaciones: en
lugar de cada cuatro a cinco dias, cuando la enfermedad
esta en alta incidencia, se aumenta a una aplicacion pre-
ventiva cada ocho dias. Ademas, las plantas deben ser re-
emplazadas con mayor frecuencia (Comm. pers., 2019). Es
de suma importancia llevar a cabo estudios sobre el proce-
so de infeccion y los mecanismos de control de esta alga,
ya que provoca afectaciones secundarias en las plantas por
el ataque de fitopatégenos oportunistas que han tomado
relevancia, especialmente durante la temporada de lluvias
y debido a su potencial asociacion con la muerte de tallos y
plantas (Joubert y Rijkenberg, 1971; Aboal y Werner, 2011).

En conclusién, después de examinar las manchas
naranjas en los tallos de zarzamora cv. Tupy en dos locali-
dades ubicadas en la zona central de Michoacan, pudimos
confirmar la presencia de estructuras algales multicelulares
filamentosas. Estas estructuras presentaban esporangiofo-
ros pedicelados que sostenian varios esporangios laterales,
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los cuales a su vez eran sostenidos por una célula sulfuto-
ria. Tras analizar las caracteristicas, concluimos que el or-
ganismo causal de estas manchas corresponde al género
de algas Cephaleuros. Los resultados encontrados son de
importancia para el diagndstico, asi como para prever el de-
sarrollo de métodos de control de esta enfermedad.
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