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[ntrodiiceion

2008). También varias empresas privadas estan contemplando proyectos en Michoacan,
Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Yucatan y Veracruz, ademas existen iniciativas locales de
universidades en diversas partes dei | s para el cultivo de esta especie (Cifuentes-Jara y
Fail, 2009). Como es el caso del Estado de Yucatan, en donde se encuentran
establecidas varias empresas que h invertido en este cultivo para la produccién de
biocombustibles (Ancona, 2011; Kuo, 2010).

Sin embargo, un hecho importante  que al establecerse monocuitivos a gran escala de
J. curcas pa la obtencién de biodiesel, los problemas fitosanitarios de este cultivo han
aumentado (Nielsen, 2009) de tal manera, __e a nivel mundial se han reportado un gran
ndmero de insectos plaga y enfermedades, cuya importancia radica en que reducen la
produccién de los cultivares (Tewari, 2007; Fu et al. 2007; Aswatha et al., 2006; Benge,
2006). En particular, las enfermed: s causadas por los hongos constituyen una gran
amenaza en la produccién, debido a e provocan el aborto de flores y frutos, causan
dafios en las hojas (lo que ocasiona la re ccién de su desarrollo) y también afectan las
partes radiculares pudiendo ocasionar la muerte de las plantas (AEA, 2006).

Debido a que en Yucatan ya se encuentran establecidas plantaciones de esta especie,
que abarcan en su totalidad casi 5,000 ha, y a que no existe informacién de las
enfermedades fungosas asociac a este cultivo en fa regién, este trabajo de
inves!” acion se orientd a la identificacion y caracterizacion de los hongos patégenos gque
afectan a J. curcas, para en el futuro reco ndar  rategias de manejo que permitan
mantener a las plantas en buenas condiciones durante su cultivo y de esta forma propiciar
la obtencion de altos rendimientos con vista a la elaboracién de biodiesel.
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La regién del gen 5.8S, por otro lado, Gnicamente posee unos 160 pb y se encuentra
altamente conservada entre los principi s grupos de hongos. Debido a su pequefio
tamafio y su conservada naturale:  este gen no es apropiado para clarificar estudios
filogenéticos. No obstante, secuencia conservada ha sido utilizada como punto de
unién de iniciadores universales para amplificar las regiones espaciadoras flanqueantes,
ITS1y ITS2, que si son de gran utilidad para establecer relaciones filogenéticas (White et
al., 1990).

Las regiones ITS1 e ITS2 que flanquean el gen 5.8S muestran una gran variabilidad entre
los eucariotas. La longitud de las secuencias de cada una de estas dos regiones varia
desde mas de 1000 pb en las células humanas hasta menos de 300 pb en algunas
levaduras (Joseph et al.,, 1999; Gonzédlez  al., 1990). Estas regiones han sido utilizadas
en numeroso estudios como diana para la identificacién de especies flngicas (lwen et al.,
2002).

El gen 28S es el que posee un mayor niimero de pares de bases (alrededor de 3400) y
presenta tanto regiones conservadas como variables. Son estas regiones variables,
principaimente los denominados Dominios 1y 2 (D1 y D2), los que han permitido delimitar
especies (lwen et al., 2002) e incluso categorias taxondmicas superiores (Sampaio et al.,
2002).

ntre otras técnicas utilizadas, se encuentran los AP-PCR y los PCR-RFLPs. Los AP-PCR
utit __y iniciadores de 15 nucledtidos 1e amplifican el ADN de manera aleatoria, tienen la
ventaja de que para su utilizacién no se necesita tener conocimiento previo de la
secuencia del genoma o del ADN de interés y han sido utilizados para diferenciar entre
poblaciones de varias especies de Colletotrichum (Johnston y Jones, 1997). La técnica
PCI FLPs ha sido utilizada en la .. _renciaciéon de especies de hongos y combina la
amplificacién de una regiéon obj o con la posterior digestién enzimatica (Carter et al.,
2000). Los patrones producidos por las ¢ 1as de restriccion se obtienen de una sola
region genémica como por ejemplo el A ribosémico, el cual debe ser previamente
amplificado con iniciadores especificos y dependiendo del tamafo o nivel de la
variabilidad de la regién amplificada se puede diferenciar cepas a nivel interespecifico o
intraespecifico. En el caso de hongos 1 nentosos, se ha empleado para distinguir
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asociados a la patogenicidad. De este modo, la progenie puede adquirir caracteristicas
nuevas que le permitan evadir la resistencia del hospedero o el efecto de un fungicida
especifico sobre su metabolismo.

La mutacién consiste en cai  os abruptos y espontaneos en la secuencia de nucleétidos
del ADN de los hongos, los cuales n transmitidos por herencia a la progenie. Estas
mutaciones pueden deberse a la sus....cién de una base por otra, o por adicion o pérdida
(delecién) de uno o muchos pares de bases.

a comprension de la variacion y la diversidad en las poblaciones de patégenos fungosos
y los mecanismos que influ 1 en los cambios genotipicos en las mismas, es un paso
esencial en las estrategias de manejo _: las enfermedades. La informacion sobre la
variacion de! hongo es también util para la identificacién y caracterizacion del
germoplasma resistente del hospedero. Para la evaluacion de la resistencia se necesita
utilizar diversas cepas de la poblacién d patégeno obtenidas de distintos ecosistemas
del cultivo de interés que representen la diversidad y variaciéon en la agresividad de la
poblacién del patdgeno fungoso. Este cc  :imiento deviene en un componente integral
del mejoramiento para la resistencia a enfermedades fungosas y en el disefio de opciones
de resistencia acoplada con practicas de manejo adecuadas (Burgos et al., 2013; Ebadi et
al., 2013; Kempken 2002).
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HIPOTESIS

Las enfermedades fungosas de Jatropha curcas en Yucatan son producidas por especies
con alto nivel de variabilidad genética.

OBJETIVOS
Objetivo general

Identificar y caracterizar morfolégica y molecularmente los hongos patégenos que afectan
el cultivo de Jatropha curcas en la regién.

Objetivos especificos

e ldentificar a nivel de género los aislac  fungosos mediante claves morfométricas

y caracterizarlos morfolégicamente.

o \Verificarle atogenicidad de los aislados.

o l|dentificar y caracterizar mc ular nte los aislados encontrados.
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CAPITULO Il. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS HONGOS
ASQCIADOS A J. curcas

2.1 INTRODUCCION

La identificacion precisa de los hongos fitopatégenos es esencial para todos los aspectos
de la patologia de las plantas, desde la investigacion sobre su biologia hasta para el
control de las enfermedades que causan (Capote et al., 2012; McCartney et al., 2003),
ademas de que puede contribuir a generar medidas de control efectivas, a reducir los
efectos negativos en el ambiente, como el uso desmedido e incorrecto de compuestos
quimicos, y a la vez originar informacién respecto a la interaccion planta-patégeno (Flores,
1997).

En este sentido, los métodos convencicnales de identificaciéon de patégenos fungicos
implican el estudio de los sintomas de la enfermedad en la planta hospedera, el
aislamiento y cultivo de los hongos en medios adecuados, la determinacion de las
caracteristicas morfologicas, tanto de las esporas como de las colonias y la identificacién
de fas esporas con base a sus caracteristicas taxonomicas, asi como la identificacion por
pruebas bioquimicas (Narayanasamy, 2011). Las caracteristicas morfoldgicas y culturales
son consideradas como uno de los principales criterios taxondmicos en la clasificacion de
los hongos, esto se debe a las variaciones en las caracteristicas morfolégicas de los
hongos, las cuales permiten identificarlos a nivel de género y, en algunos casos hasta
nivel de especie (Narayanasamy, 2011), tal como es el caso de las especies de
Colletotrichum en donde ciertas caracteristicas como: morfologia, velocidad de
crecimiento de las colonias, forma de los conidios, presencia o ausencia de setas, forma y
tamafio de apresorios, temperatura optima de crecimiento micelial, la existencia del
estado teleomorfo, afiliacion con una especie hospedera especifica y sensibilidad a ciertos
fungicidas, son utiles para su diferenciacion a nivel de especie (Cai et al., 20089; Peres et
al., 2005; Freeman et al., 1998; Sutton, 1992).
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2.2.5. Caracterizacién morfoldgica
2.2.5.1 Caracteristicas de las colonias

Los aislados puros de aproximac_ ..ente 5 dias de edad fueron utilizados para la
caracte acion de las colonias. Por cada aislado se tomaron 5 discos de micelio de 8 mm
de diametro cerca del borde en crecimr , posteriormente estos fueron colocados
cuidadosamente con la ayuda de una agt  2stéril en cajas Petri que contenian PDA y se
mantuvieron bajo condiciones controladas de luz/oscuridad (12h/12h) y de temperatura
(28 °C £ 2).

Todas las placas fueron marcadas en el reverso con dos lineas perpendiculares para
medir el didmetro de las colonias cada 24 horas, ila medicion se realizd por
aproximadamente 7 dias o hasta que la | a cubriera toda la placa. Se realizaron 2
mediciones (sobre las lineas tre__J1 , por cada réplica y el promedio de estos datos fue
considerado para calcular la velocidad de  =cimiento de cada aislado.

Por otro lado, antes de qu las cepas brieran toda la placa, se describieron las
caracteristicas macroscépicas de los aislados, se tomd en consideracion, la forma, el
margen, el color de la colonia (anverso y reverso), asi como el color y la distribucién de
los mismos en la caja Petri.

2.2.5.2 Caracteristicas de las esporas

Una vez que se observé la esporulaci de las cepas crecidas en PDA (bajo las
condiciones antes mencionadas), se re | preparaciones semipermanentes para
cada uno ¢« los aislados. A 30 esporas seleccionadas al azar en la preparacion, se les
midié el largo y ancho de manera individual,  zando el microscopio a 100X y también se
observé forma, el color y el nimero de septos de las mismas.
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estéril de 10 mm de didn ro se realizé una herida de aproximadamente 2 mm de
profundidad en el tallo, se eliminé co zay se sustituyé con un disco de PDA con
micelio, y posteriormente el sitio de .. yculacién se cubrié con algodén hiimedo y parafiim.
Las plantas control fueron tratadas de la misma forma, pero en este caso se utilizaron
discos de PDA sin micelio para la oculacién. Todas las plantas se colocaron en las
charolas de | stico con agua y se cubrieron con bolsas de plastico (Sulaiman et al.,
2012; Fujinawa et al., 2012; Latha et al., 2009).

En ambos casos, las charolas se mant.  ‘on a 80% de humedad relativay 25 °‘C 2y
se realizaron observaciones cada tercer 1, a fin de encontrar sintomas caracteristicos
de la enfermedad. Los post 1dos de Koch se concluyeron al realizar la identificacion de
los re-aislados de los hongos en las lesiones que aparecieron en las plantas inoculadas.
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Otro género aislado fue Fusarium sp., el cual se encontré colonizando la mayoria de los
érganos de las plantas. La caract zacién morfolégica de los 14 aislados arrojo siete
morfotipos bien diferenciados. En cuanto a sus caracteristicas culturales estos fueron
semejantes en apariencia a lo rn ortado por Qi, et al., (2013) en Mangifera indica,
Sutthisa et al., (2010) en Morus alba L.), y también a lo descrito por Shahnazi et al.,
(2012) en Piper nigrum, El-Kazzaz et al., (2008) en diversos hospederos y Arruda et al.,
(2005) en Glycine max.

El morfotipo 7 de Fusarium sp, mostrd caracteristicas muy diferentes al resto de los
aislados, en cuanto al tamafio de los conidios y velocidad de crecimiento, lo cual coincide
con la morfologia reportada f  Qi, et al,, (2013) para F. decemcellulare en mango en
China. Esto apunta a la posibilidad de que la cepa JG67 representante del morfotipo 7 sea
esta especie.

a patogenicidad de estos aislados se corroboré con los postulados de Koch, en donde
una de las lesiones mas observadas fueron las manchas en las hojas, aungue también se
presenté la pudricién de los peciolos y el amarillamiento de las hojas. Este Gitimo sintoma,
ha sido reportado como uno de los sintomas que conducen a la pudricion de la raiz de
Jatropha curcas, la cual es causada por Fusarium solani en China 'y Fusarium moniliforme

la India (Wu et al., 2011; Sharma et al., 2001). En Nigeria, también se ha reportado que
este género es el agente causal de la pudricion del tallo, la muerte regresiva y el tizén de
las hojas de Jatropha (Zarafi y Abdulk ir, 2012 y Zarafi y Abdulkadir, 2013).

Los siete aislados de Alternaria sp. formar 4 grupos morfolégicos, los cuales coinciden
en numero por lo reportado por Pryory I 1ailides, (2002), pero no coinciden en cuanto a
las caracteristicas de las colonias. Debido a que no existen muchos trabajos con respecto
a la caracterizacion morfolégica de este género, el presente estudio constituye un aporte
importante para conocer la diversidad orfolégica de Alternaria sp. en la Peninsula de
Yucatan

La patogenicidad de Alternaria sp. para elc  vo de Jatropha curcas, ya ha sido reportada
por Kumar et al., 2009, quienes identificaron a Alternaria sp. como el agente causal de las
manchas foliares de esta planta en la India. La importancia de este patdogeno, radica en

que ader 3 se ha reportado causando la pudricién de los frutos en la India y el tizén de
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Extraccién del ADN genémico

La obtencién del ADN se realizé a partir de micelio de aproximadamente 6 dias de edad,
de acuerdo al protocolo reportado por Tapia-Tussell et al., (2006).

Se tomé 1 mg de micelio congelado de cada aislado fungoso y se deposité en un tubo
eppendorf de 2 ml. Se afiadieron 1000 pi de buffer de extraccién SDS, se incubaron a 65
°C durante 30 minutos con inver ot ional y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 600 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
los tubos se agitaron durante 10 minutos, se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 minutos y
el sobrenadante se transfiri a tubos limpios ' microcentrifuga de 1.7 ml. Se adicionaron
700 pl de isopropanol frio a cada tubo, se agitaron suavemente para mezclar las fases y
las muestras se incubaron a -20 °C por 10 minutos, luego se volvié a centrifugar a 13,000
rpm y se elimind el sobrenadante. Las pastillas se lavaron con 500 pl de etanol al 70% y
se centrifugaron por 5 minutos a 13,000 rpm, se elimin6 el sobrenadante y se sec6 a
temperatura ambiente. Finalmente el ADN se resuspendié en 50 pl de agua bidestilada
estéril.

Se cuantificé la cantidad de ADN de acuerdo al método descrito por Sambrook et al.,
(2000), este método se basa  la lectura que se obtiene a una longitud de onda de 260
nm, lo cual permite el calculo de la ( 2 1de acidos nucleicos en la muestra. La
concentraciéon y la pureza del ADN (A2s0/4 ) extraido se determinaron mediante un
biofotometro eppendorf.

Para det minar la calidad e integridad de ADN se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8% en buffer TBE (tris-borato-EDTA) a 90V por 30 minutos. Los geles se
tiferon  2viamente con bromuro de io (10mg/mL) y se visualizaron en un
transiluminador UV, se capturaron las imagenes y se analizaron.
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Los productos de amplificacion de la region ITS fueron enviados al laboratorio de
secuenciacion Macrogen Inc (Corea), en la cantidad especificada por el laboratorio.
Posteriormente las secuencias ob lidas fueron procesadas con el programa BioEdit
Sequence Alignment (Hall, 1999) y ¢ ot  ar6 con la base de datos del GenBank.

3.2.4 Caracterizacion molecular

3.2.4.1 PCR-RFLP

Los productos amplificados de la regién ITS1/ITS2 y el gen 5.8S de todos los aislados
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Alul, Haelll, Hindlll, Mspl, Rsal, y Taql. La
reaccion de digestion se llevd en un volumen de reaccion de 20 pyL que contuvo 10 pl del
ADN amplificado, 2 ul del buffer 10X de la enzima de restriccion, 0.2 yl de BSA al 0.1%,
0.2 yl de la enzima y 7.6 ul de agua destile  estéril. Las reacciones de digestion fueron
incubadas a 37 °C por 2 h para las enzim  Alul, Haelll, Hindlll, Msel, Mspl, Rsal, y a 70
°C por 2 h para la enzima Taql.

Los productos de digestién ¢ separaron en un gel de agarosa al 2%, se usé el buffer de
corrida TBE 1Xy se tifié con bromurc 3 etidio. Los patrones de digestion se visualizaron
bajo un transiluminador UV y las imagenes fueron tomadas con el programa Sistema
Biolmaging UVP.

3.2.4.2 AP-PCR

Para los andlisis de AP-PCR se utilizaron 6 iniciadores de 15 pares de bases: (GTG)s,
(GACAC)s, (CAG)s, (GAC)s, (TCC)s ¥y MR. (Torres-Calzada et al., 2012; Nguyen et al,,
2009). La reaccioén de PCR se realizé en  volumen final de 25 ul que contuvo 1X de
amortiguador (10X: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4) (Invitrogen), 0.25 mM de cada
dNTP, 2 mM de MgCl,, 0.8 umdei iadory 1U de Taqg polimerasa (Invitrogen).

La amplificacion consistié de un primer p ) de desnaturalizacién a 95 °C por 5 minutos,
seguido por 40 ciclos de: desnaturalizacién durante 40 segundos a 95 °C, alineamiento
durante 1 min a 42 °C para (GACAC); y (TCC)s, 0 50 °C para (GTG)s, (GAC)s y M13 0 60
°C para (CAG)s, extensién durante 1 min a 72 °C; y un paso de extension final de 5 min a

72 °C. Los productos de PCR amplificados se visualizaron mediante electroforesis en
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 ldentificacion

Los aislados previamente identificados por sus caracteristicas morfol6gicas como
Colletotrichum gloeosporioides, fueron amplificados con los iniciadores especificos
CgInt/ITS4. Como se puede observar en la figura 20, se obtuvo un producto de
amplificacién de aproximadamente 4 pb para todos los aislados, lo que indica que
todos ellos corresponden a C. gloeospor.  es, ya que este producto de amplificacion
coincide con lo reportado por Mills et al., (1992) para la especie en cuestion.

==450 bp

Figura 20. Productos de amplificacion con el par de iniciadores Cgint/ITS4 para identificar a
Colletotrichum gloeosporioides. MM: Marcador molecular 1 Kb pius.

En la figura 21 se muestra que el f ductc  amplificacién de la regién ITS de todas las
muestras restantes (Fusarium sp., Lasiodiplodia sp. y Alternaria sp.) fue de

aproximadamente 550 pb.
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Las relaciones que se ob: varon entre las distintas cepas de Alternaria alternata y
Lasiodiplodia theobromae estuvieron correlacionadas Unicamente con la localidad de
procedencia de las muestras. Las relaciones que existieron entre las cepas de Fusarium
fue de acuerdo a su especie, sin embargo, a nivel de Fusarium equiseti, se observé que
algunas muestras estan estrechamente re _ _ionadas con la localidad de procedencia y al
6rgano de la planta de donde se aisl6 la cepa. Finalmente las cepas de Colletotrichum
tuvieron correlacion con la locali |, lo cual coincide con lo reportado por Torres-Calzada
et al., 2012, quienes a partir de 22 aislados de Colletotrichum gloeosporioides obtenidos
de Carica papaya, observaron que se agrupaban por localidades. Dentro de esta especie
de hongo también pudimos notar que algunos agrupamientos tienen correlacién, incluso
con el grupo morfolégico al  : pertenec .
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La técnica AP-PCR revel6 polimorfismos intraespecificos y dependiendo de la cepa y del
iniciador utilizado, se obtuvieron diferentes perfiles. Los iniciadores que presentaron
mayor nivel de discriminacién entre cepas para Colletotrichum gloeosporioides, fueron
(CAG)s y MR, mientras que para Fusarium sp., fue (GACAC),. Para Alternaria alternata,
todos mostraron su utilidad para este fin a excepcién de MR y para Lasiodiplodia
theobromae el Unico resolutivo fue (CAG)s. Estos hallazgos coinciden con Torres-calzada
et al., 2012; y Brasileiro et al., 2004; donde esta técnica ha podido utilizarse para distinguir
entre individuos de una misma especie de hongo.

Al analizar los patrones generales de huellas genéticas, obtenidos mediante el estudio
polifasico realizado en este trabajo, podemos asumir que todas las cepas estudiadas son
individuos diferentes, lo que confirma la importancia de la combinacién de herramientas
moleculares para distinguir entre cepas de la misma especie y se corrobora que el empleo
de mas de una técnica de este tipo, puede revelar todas las diferencias existentes a nivel
intraespecifico De ahi que se sugiere la necesidad de combinar técnicas de huellas
genéticas mas que usarlas individualmente en los estudios de caracterizacién molecular
de hongos (Brasileiro et al., 2004; Pryor y Michailides 2002).

Aunque la mayoria de la literatura considera a J. curcas resistente a enfermedades,
(Anitha y Varaprasad 2012; Machado y Pereira 2012; Ginting y Maryono 2009) en este
trabajo de investigacion se da a conocer una diversidad de hongos patdégenos asociados
a esta planta.

La importancia de este trabajo radica en que la mayoria de estos hongos, con las
condiciones de clima adecuadas, pueden convertirse en un problema grave para los
agricultores de Yucatan, debido a que pueden causar severas epidemias en el cultivo de
J. curcas, y con ello reducir la produccién de las plantaciones.

Los hallazgos de este estudio, permitiran a los productores y especialistas fitosanitarios
relacionados con la produccién de J. curcas en el Estado, tener informacion real y actual
sobre los principales patégenos fungosos del cultivo en la regién, su gran variabilidad y en
consecuencia, posibilitard que se tomen decisiones de manejo de enfermedades
fundamentadas y que logren un adecuado control de las mismas.
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