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RESUMEN

Con relacion al cultivo comercial del chile habanero (Capsicun chinense Jacq.), solo en
alguna partes de México se han hecho pruebas moleculares para determinar la incidencia
de los patdgenos causantes del “Marchitamiento por Phytophthora” o la “Pudricion de la
Raiz”. La mayoria de los estudios se restringen al aislamiento e identificacion fisiolégica y
bioquimica de cepas a partir de tejido enfermo. Reportes basados en este ultimo tipo de
estudios sugieren que el “Marchitamiento por Phytophthora” o la “Pudricion de la Raiz”
causadas por el oomiceto Phytophthora capsici no se encuentran presentes en la
Peninsula de Yucatan. Con base en lo anterior, en el presente trabajo se emplearon
técnicas moleculares para conseguir una deteccidbn mas precisa de la incidencia de P.
capsici en las plantas con sintomatologia del “Marchitamiento por Phytophthora” o la
“Pudricion de la Raiz”, que se presentan en la Peninsula. Para ello, se amplific6 mediante
PCR un fragmento del gen Yptl, el cual es un marcador molecular especifico para
identificar a la especie P. capsici. El estudio comprendi6 la colecta de tejidos infectados
en los cultivos de chile habanero de sitios representativos de los Estados de Campeche,
Yucatan y Quintana Roo. Los tejidos fueron colectados durante la temporada de lluvia
cuando se presenta la mayor incidencia de enfermedades de este tipo. También se evalué
molecularmente la incidencia de los géneros Fusarium spp. y Alternaria spp., amplificando
un fragmento del gen TEF1, el cual es un marcador molecular para la identificacion de
estos dos géneros. Como resultado se encontr6 que a pesar de la percepcion
generalizada, basada en las condiciones agrocliméticas adversas para su proliferacion, P.
capsici si se encuentra presente en tejidos enfermos en plantas cultivadas en dos estados
de la Peninsula, ya sea de manera aislada o formando consorcios con Fusarium spp. y
Alternaria spp. Los resultados sugieren que la presencia del patégeno P. capsici puede
ser el resultado de actividades humanas, pues se encontrd en invernaderos que producen
plantulas para el trasplante. La composicion de los consorcios causantes de la “Pudricion
de la Raiz” fue variable, pues ademas de las combinaciones de dos o0 mas patégenos, en
algunas solo se encontré ya sea a Fusarium spp. 0 a Phytophthora spp., Alternaria spp.
no se encontré de manera Unica en ninguna planta colectada del campo, lo que se puede
predecir que este hongo se encuentra de manera oportunista en los consorcios de la

“Pudricion de la Raiz”, aunque esto debera ser validado experimentalmente.
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ABSTRACT

Regarding the commercial production of Habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.),
molecular tests intended to determine the incidence of the Phytophthora blight's causing
agents have been applied only in some places of Mexico. Most of the studies are restricted
to the isolation and the physiological and biochemical identification of strains present
diseased tissues. Several reports based in those studies suggest that one of the most
devastating diseases of peppers, “Pepper Root Rot” or "Phytophthora Wilt ", caused by the
oomycete Phytophthora capsici, is not present in the Yucatan Peninsula. Based on the
above antecedents, in the present we applied molecular techniques to get a more accurate
detection of P. capsici in plants cultivated in the Yucatan Peninsula with “Phytophthora
Wilt” or “Pepper Root Rot” symptoms. To doing so, a gene fragment of Yptl, a molecular
marker to identify the P. capsici species, was amplified by PCR. The study comprised
infected tissues from Habanero pepper cultures collected from representative localities of
the states of Campeche, Yucatan and Quintana Roo. Collection of tissues was performed
in the rain season, when the highest incidence of such diseases is normally found.
Because the presence of other fungal pathogens, like Fusarium spp. and Alternaria spp.
has been already demonstrated in this disease, we also evaluated their incidence by the
amplification of a TEF1 gene fragment, which is a molecular marker for the simultaneous
identification of both genera. Despite the general perception based upon the adverse
agroclimatical conditions of the Yucatan peninsula, P. capsici was successfully identified in
diseased tissues of plants cultivated in two states of the study, either alone or within
consortiums with Fusarium spp. and Alternaria spp. Results suggest that presence of P.
capsici could be the result of human activities, because it was found in greenhouses that
produce seedling for transplantation. Composition of consortiums causing “Pepper Root
Rot” was variable, as apart from combinations of two or three pathogens, Fusarium spp.
and P. capsici were exclusively found in some plants. Interestingly, Alternaria spp. was not
present alone in any plant, which may suggests that this pathogen displays an
opportunistic behavior only in the “Pepper Root Rot” consortiums in association with

Fusarium spp. and P. capsici, yet this must be validated experimentally.






CAPITULO |

CAPITULO |

ANTECEDENTES GENERALES
1. INTRODUCCION

La produccion de chile en México es seriamente afectada por patégenos que causan

deficiencias en la calidad y en la produccién; (SIAP, 2010).

Entre las enfermedades ocasionadas por los microorganismos fitopatégenos, la Marchitez
del Chile ocasionada por P. capsici reduce el rendimiento en este cultivo, especialmente
en el centro de México, aunque su detecciébn no ha sido posible en la peninsula de
Yucatan.

P. capsici es un habitante del suelo y se propaga por propagulos que permanecen en el
suelo, pueden a llegar a durar periodos largos, ocasionando que las infecciones
comiencen por las raices, luego avanzan a la base del tallo y las hojas inferiores,
causando la pudricion de estos érganos (Hausbeck y Lamour, 2004). Los propagulos
producidos por P. capsici contribuyen al desarrollo de la enfermedad, mientras que el
micelio produce esporangios y en estos zoosporas para la reproducciéon asexual. Tanto
los esporangios como las zoosporas, pueden tener un papel importante en la
diseminaciéon del patdgeno y el inicio de la infeccion, y el crecimiento del micelio es
esencial en todos los procesos infecciosos del patégeno (Ristaino y Johnston, 1999,
Hausbeck y Lamour 2004).

En la region central del pais, que incluye sélo regiones templadas id6neas para el
desarrollo de P. capsici, se ha utilizado la PCR para la deteccion molecular de este
patdgeno, mediante la deteccion de genes como la cutinasa y las regiones ITS del
genoma (Rico et al., 2003). No obstante, en la region de la Peninsula de Yucatéan, que es
una zona calida tropical, no se han realizado estudios de la presencia de este patégeno

empleando estas técnicas moleculares.
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1.1 El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)
1.1.1 Origen y distribucién del chile habanero.

Los chiles son plantas originarias de las regiones de Mesoamérica, Centroamérica y
Sudameérica, pertenecen al género Capsicum, el cual estd comprendido dentro de la
familia de las Solanaceas (Moguel et al., 2006). La especie C. chinense se considera

originaria de la cuenca amazonica (Andrews, 1999).

1.1.2 Importancia econémica

De acuerdo con cifras del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de
2014, la produccion de chile habanero a nivel nacional presento las estadisticas que se
muestran en la Cuadro 1.1.

Cuadro 1.1 Estadisticas de Produccién de Chile Habanero a nivel nacional en el afo

2014.
Sup. sembrada  Sup. cosechada Produccion  Rendimiento PMR Valor Produccion
(ha) (ha) (ton) (ton.ha™) ($/Ton) (Miles de Pesos)
749.09 731.59 8,632.30 11.80 16,313.76 140,825.25

Cabe mencionar que en este ultimo afio el cultivo en invernadero y en casa-sombra esta
produciendo mejores rendimientos (48 Ton-ha® en Q. Roo y 50 Ton-ha® en Yucatan)
(Cuadro 1.2). Esto contrasta con la productividad en cielo abierto donde se puede
apreciar que las tecnologias de produccion pueden afectar significativamente a los
productores, pues en el estado de mayor produccién en cielo abierto (Yucatan con

2,615.25 ton) se obtuvo en 2014 un rendimiento muy bajo: 11.3 Ton-ha™ (Cuadro 1.2).
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Cuadro 1.2 Estadisticas de Produccién de Chile Habanero en la Region Sureste del
Pais en el afio 2014 (Fuente: SIAP 2014).

Modalidad  Sup. sembrada Sup. cosechada  Produccién Rendimiento PMR Valor Produccion
(ha) (ha) (Ton)* (Ton-ha™)* ($/Ton) (Miles de Pesos)
CAMPECHE
Suelo 65 62 708.95 11.44 23,623.39 16,747.80
CHIAPAS
Suelo 24.5 24.5 441.6 18.02 14,198.37 6,270.00

QUINTANA ROO

Suelo 53.17 52.17 549.45 10.53 16,545.27 9,090.80
Invernadero 16.31 16.31 774.27 47.47 21,490.98 16,639.82
Total 493 68.48 1,323.72 29.00 19,018.13 25,730.62
TABASCO
Suelo 288 276 2,006.80 7.27 14,185.84 28,468.15
YUCATAN
Suelo 231.99 230.69 2,615.25 11.34 10,892.68 28,487.07
Invernadero 7.95 7.65 168.14 21.98 18,998.05 3,194.33
Casa-sombra 4.4 4.4 125.5 28.52 14,673.31 1,841.50
Total 240.98 242.74 2,908.89 20.61 14,854.68 33,522.90
TOTAL
691.32 673.72 7,389.96 21.33 17,203.15 110,739.47

* EI TOTAL de esta columna se refiere al valor promedio de rendimiento por hectarea (Ton-ha'l)
** E| TOTAL de esta columna se refiere al valor promedio del precio por hectarea ($/ha)

Puede observarse que para el afio 2014, Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y
Yucatan sumaron 749 ha sembradas de este cultivo, siendo Tabasco el de mayor
extension con 288 ha sembradas, aunque con el menor rendimiento (7.27 Ton-ha™)

(SIAP, 2014).

El fruto de chile es ampliamente utilizado en la gastronomia y en menor medida en las
industrias farmacéutica, cosmética, avicola y de pinturas. El uso mas ampliamente
generalizado de los chiles a nivel industrial es la produccion de capsaicina, un
capsaicinoide presente en altas concentraciones en los frutos, que constituye el

componente principal de los atomizadores para la autodefensa (Moguel et al., 2006).

De las especies de chile que son cultivadas en las diferentes regiones de México, el chile

3
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habanero es altamente apreciado debido a sus caracteristicas organolépticas; es decir, a
su aroma y sabor agradables, y a su alto nivel de pungencia (Moguel et al., 2006).

1.1.3 Caracteristicas y clasificacién taxonémica del Chile Habanero

Las plantas germinan entre 8 y 14 dias después de sembrada la semilla, crecen 60 cm en
promedio y dan fruto a los 85 dias, en cultivos trazados como pequefios surcos con
densidad de hasta 500 plantas m®!. En la planta, los frutos maduros toman color
dependiendo de los pigmentos; es sensible a temperaturas bajas, prefiere entre 21 y 24
°C y suelos areno-arcillosos, ademas de un valor neutral de pH (SIAP, 2010).

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum L., 1753

Especie: Capsicum chinense Jacqg., 1776

(The Integrated Taxonomic Information System, 2011)
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1.1.4 Principales enfermedades del chile habanero
1.1.4.1 Enfermedades de origen viral

Hay una diversidad muy amplia de virus que atacan al chile habanero con sintomas
parecidos a zonas cloréticas amarillas y hojas arrugadas, aunque el patron puede variar
dependiendo el virus, para mencionar algunos: Virus mosaico del pepino (CMV) y el Virus
mosaico del tabaco (TMV), Pepper Huasteco Virus (PHV) (Garzén-Tiznado et al.1993),
pepper Virus-Tamaulipas (TPV-T), Tobacco Etch Virus (TEV) y Virus del mosaico clorético
del chile dulce (VMCCD) (Bayer, 2011).

1.1.4.2 Enfermedades de origen fangico

El problema fitosanitario mas frecuentemente causado por hongos en chiles es la
marchitez (Pineda et al., 2003), enfermedad que puede presentarse en cualquier edad del
cultivo y causar pérdidas en la cosecha de hasta un 100% (Pérez et al., 2002). Los
hongos Fusarium sp., Rhizoctonia sp, asi como el oomiceto Phytophthora capsici L. han
sido asociados con la marchitez en chiles en otros paises (Johnston, 1999; Pérez et al.,
2002; Romero et al., 2003).

Rhizoctonia solani es parte del complejo de hongos que provocan el “Damping off”, como
consecuencia del estrangulamiento y necrosis del tallo a nivel de cuello, en plantas recién
emergidas. En plantas adultas los sintomas caracteristicos son manchas secas bien
delimitadas en raices y lesiones hundidas de color pardo en el cuello (Mohammad et al.,
2012).

Las especies de Fusarium son econémicamente importantes como patdégenas en cultivos
agricolas, horticolas y forestales cultivados en el mundo. Las plantas infectadas por
Fusarium sp. presentan marchitez, clorosis y necrosis foliar, producto de la invasiéon del
sistema vascular por el patégeno . Los sintomas son mas visibles en las hojas basales y
se presentan como una amarillez unilateral, la que posteriormente se extiende por toda la

planta.
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1.1.4.3 Otras enfermedades

Entre los nematodos que pueden causar problemas de amarillamiento y afectar el
desarrollo vegetativo en chile habanero se ha sefialado a Meloidogyne incognita como

uno de los mas importantes (Resende, 1997)

1.1.5 Los oomicetos
1.1.5.1 Generalidades de los oomicetos

Los oomicetos tienen un micelio alargado que carece de septas y producen oosporas
(esporas de reposo) y zoosporangios 0 zoosporas (esporas asexuales). Pertenecen al
orden Peronosporales, dentro del cual el género Aphamomyces, tiene también gran
importancia como organismo fitopatdégeno, ya que causa la pudricion de la raiz de muchas
plantas anuales, en particular del chicharo y la remolacha (Agrios, 2005). El orden de los
Peronosporales incluye a la familia Pythiaceae, que agrupa algunos de los oomicetos
fitopatbgenos mas importantes gque se conocen; dentro de este orden se encuentran los

siguientes géneros:

e Pythium, causa la pudricion de las semillas, el ahogamiento de las plantulas y la

pudricion de la raiz de la mayoria de las plantas.

e Phytophthora, causa el tizon tardio de la papa y pudriciones de la raiz de muchas

otras plantas.

e Peronospora, Plasmopara, Pseudoperonospora Yy Sclerospora, ocasionan
enfermedades muy destructivas conocidas como mildius. El género Albugo ocasiona

la roya blanca de las cruciferas (Agrios, 2005).

Las especies del género Phytophthora causan varias enfermedades en muchos tipos
distintos de plantas, desde plantas anuales (hortalizas y de ornato) hasta arboles
forestales y frutales completamente desarrollados. La mayoria de estas especies

ocasionan pudriciones de la raiz, estrangulamiento de plantulas, pudriciones de
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tubérculos, cormos, base del tallo y otros 6rganos, enfermedades que son bastante
semejantes a las que produce Pythium spp.

Otras especies de este género ocasionan pudriciones de yemas o de frutos y algunas de
ellas producen tizones que atacan al follaje, ramas inmaduras y frutos. Algunas especies
son especificas de un hospedante, es decir, s6lo atacan a una o dos especies de plantas,
pero otras tienen una amplia gama de hospedantes y pueden causar sintomas similares o

distintos en muchos tipos de plantas hospedantes.

Una de las especies mas importantes, por las enfermedades que produce, es P.
cactorum, que causa la pudricion del tronco o collar del manzano, la pudricién del pie y
tallo del lirio, el tizon de la peonia, la muerte descendente de la azalea, la pudricion del
tallo y el marchitamiento del antirrino o boca de drag6n, la pudricion de la raiz del trébol

dulce y el tizén de la inflorescencia del tulipan.

P. capsici genera la pudricién de la raiz del chile, la zanahoria y la calabaza y la pudricién
del fruto del chile, del jitomate, de la berenjena y también de las cucurbitaceas, entre otras
plantas. P. cambivora produce la pudricion de la raiz y corona de los arboles de la familia
Fagaceae. P. cinnamomi induce la pudricién de la raiz del aguacate, la azalea, el castafio,
el canelo, el roble, el pino y la pifia, asi como también la "muerte descendente jarrah" de

los bosques naturales de Australia.
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Figura 1.1 Ciclo bioldgico de Phytophthora spp. (Agrios, 2005).

Es importante mencionar que los procesos de reproduccién sexual o asexual juegan un
papel fundamental en el ciclo de vida de los oomicetos (Figura 1.1) (Perez y Forbes,
2010).

Las poblaciones de oomicetos en el suelo se mantienen por infeccion repetida de las
raices fibrosas. En condiciones favorables, con niveles de humedad y temperatura
adecuados para cada especie, el oomiceto produce esporangios que liberan zoosporas
mdviles, que son atraidas a las zonas de alargamiento de nuevas raices por nutrientes
gue son naturalmente exudados de esta zona radicular. En contacto con la raiz, las
zoosporas se enquistan, germinan y después infectan el area de la zona de alargamiento.
Una vez que el oomiceto ha penetrado en la punta de la raiz, la infeccion puede avanzar

en el coértex, produciendo la podredumbre de toda la raiz.
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1.1.5.2 Clasificacion Taxondmica de Phytophthora capsici

La especie Phytophthora capsici Leo. fue identificada por primera vez en Nuevo México,
E.E.U.U por L. Leonian, atacando cultivos de chile (Capsicum annuum) (Leonian, 1922).
Después de 1992, fue reportado en otros hospedantes, como la calabaza (Cucurbita
spp.), el pepino (Cucumis sativus), el jitomate (Solanum lycopersicum), la berenjena

(Solanum melongena), etc. (Lamour y Kamoun, 2009).

Reino: Stramenopila

Division: Oomycota

Subdivisiéon: Mastigomicotina
Clase: Phycomycetes

Subclase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Familia: Pythiaceae

Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora capsici Leo.

(Lamour, 2012)

Anteriormente, los oomicetos fueron clasificados como hongos debido a su crecimiento
filamentoso y por alimentarse de materia en descomposicion; sin embargo, a diferencia de
los hongos su pared celular no esta compuesta de quitina, sino que esta formada de una
mezcla de compuestos celulésicos y de glucanos. Los nucleos dentro de los filamentos
son diploides, con dos juegos de cromosomas, mientras que en los hongos son haploides
(Waggoner, 1995).
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1.1.6 Enfoques moleculares para la deteccién de oomicetos en plantas.

Las técnicas moleculares ofrecen mejores posibilidades para identificar patdégenos de
plantas. Existen muy pocos reportes sobre el empleo de marcadores moleculares para
rastrear la presencia de oomicetos en sus hospedantes o en el suelo (Aegerter et al.,
2002; Belbahri et al., 2005; Hukkanen et al., 2006); En México s6lo hay un reporte
aplicando técnicas moleculares (Rico et al., 2003). Esto es notable, teniendo en cuenta
que existen muchas especies de oomicetos biotréficos en una diversidad amplia de
plantas hospederas silvestres.

La deteccién de patdgenos en los tejidos del hospedante asintomético es particularmente
importante en la propagacion de plantas a través de esquejes e injertos. Por ejemplo,
Aegerter et al. (2002) utilizaron con éxito técnicas de PCR para la deteccion de
Peronospora sparsa en la corteza y en tejidos asintomaticos de la corona de plantas de
rosa, elegidos para servir como fuente de propagacién. En el cultivo de plantas, pruebas
sensibles para la deteccion de infecciones asintomaticas podrian ser Utiles para evitar
falsas evaluaciones de plantas aparentemente resistentes. Para la cuantificacion de la
infeccion, la técnica de PCR en tiempo real, empleando cebadores especificos para P.

sparza ha demostrado ser util (Hukkanen et al., 2006)

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado ampliamente por sus
ventajas en la velocidad, la sensibilidad, la especificidad y la flexibilidad para la deteccién
de patdgenos en las plantas. Cebadores especificos de P. capsici se han utilizado para su
identificacion rapida basada en el espaciador interno transcrito (Internal Transcribed
Spacer, ITS, por sus siglas en inglés) en los tejidos vegetales infectados, en el suelo y en
el agua (Zhang et al., 2006), asi como marcadores basados en las repeticiones de
secuencias simples (SSR) en suelos con riego en el sur de Georgia, E.E.U.U (Wang et al.,
2009). Regiones ITS altamente conservadas en diferentes especies de hongos, son un
buen candidato para el disefio de cebadores de PCR especificos para P. capsici. Estudios
filogenéticos han sugerido que sus regiones evolucionan rapidamente y pueden variar
entre las especies dentro de un género (Silvar et al., 2005; Pavon et al., 2008). También,
los marcadores SSR son altamente polimérficos, multialélicos y codominantes, se cree
que proporcionan un sistema de marcador mas eficiente que los polimorfismos de longitud

de fragmentos de restricciéon y ADN polimoérfico amplificado al azar. Sin embargo, estudios
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mas recientes también consideran al gen Yptl (Ras-related protein) para la deteccion
molecular del género Phytophthora (Meng y Wang 2010; Schena et al., 2008). Aunque los
genes codificantes de la B-tubulina, la elicitina y la region espaciadora entre los genes
mitocondriales cox1 y cox2 (Martin et al., 2012) también han sido utilizados, la secuencia
del gen Yptl se ha probado exitosamente para la deteccion de diferentes especies del
género Phytophthora (Lan et al., 2012).

11
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1.3 JUSTIFICACION

En México, la incidencia de P. capsici se ha explorado sobre todo en la parte central de la
Republica, sin embargo, no existen reportes oficiales dentro de la Peninsula de Yucatan
sobre presencia del patdbgeno, aunque se cree que posiblemente no se encuentre en la
region. Esta presuncién se basa en dos premisas complementarias: por un lado, las
condiciones agrocliméticas no permiten la dispersion de microorganismos patégenos que
utilizan los cuerpos de aguas y las zonas inundadas para su difusién; por el otro lado, el
monitoreo de los microorganismos asociados a las enfermedades fungicas no ha arrojado
ninguna especie del género Phytophthora. Debido a que los sintomas pueden confundirse
facilmente con otros patégenos que atacan al chile habanero, en el presente trabajo se
investigd la incidencia de P. capsici, empleando la tecnologia de PCR con cebadores
reportados con anterioridad. Los resultados permitieron descartar su presencia o detectar

a tiempo y contrarrestar el avance de la enfermedad.

12



1.4 HIPOTESIS

Con base en las condiciones agroclimaticas de la Peninsula de Yucatan y a los
requerimientos agroclimaticos para su diseminacion, es probable que el oomiceto
Phytophthora capsici no se encuentre presente en Pudriciones de la Raiz de chiles
cultivados en esta region.

13
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1.5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el oomiceto Phytophthora capsici se encuentra presente en la pudricion de raiz

del chile habanero cultivado en la Peninsula de Yucatan.

1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Establecer un protocolo para la identificacion molecular de los agentes que

normalmente causan la pudricion de la raiz en chile habanero.

2. Colectar plantas de chile habanero cultivadas en diferentes regiones y temporadas de

lluvia en la Peninsula de Yucatan.

3. Determinar si el oomiceto Phytophthora capsici se encuentra presente en las plantas

muestreadas.

4. |dentificar los agentes causantes de la pudricién de la raiz, en la que Phytophthora

capsici podria estar participando.

14
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1.7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 1.2 Estrategia experimental
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CAPITULO Il

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE Phytophthora
capsici.

2.1 INTRODUCCION

En plantas con pudriciébn de raiz, con frecuencia se aislan los hongos fitopatdgenos
Fusarium spp. (67%) y Rhizoctonia solani Kuihn (42%), mientras que Phytophthora capsici
L. se ha aislado en porcentaje muy baja (2%) a pesar de que tradicionalmente se le ha
sefialado como el principal agente (Rico-Guerrero et al., 2001; Rico-Guerrero, 2002). El
aislamiento de P. capsici es complicado debido a que las tasas de extraccion del tejido
son muy bajas o nulas (Rico-Guerrero et al., 2001; Rico-Guerrero, 2002). Otra de las
probleméticas es la contaminacion continua de bacterias durante el aislamiento de
oomicetos, tal situacion requiere el empleo de antibiéticos, pero la problematica recae en
gque muchas veces los oomicetos también son susceptibles a los antibidticos (Solache et
al., 2010).

Durante el proceso de aislamiento de oomicetos a partir de tejidos vegetales enfermos,
del suelo o del agua de riego, es comun obtener cultivos contaminados por bacterias aln
utilizando un medio selectivo con antibiéticos (Erwin, 1996). La contaminacién bacteriana
afecta el estudio de los oomicetos de varias maneras; i) las bacterias contaminantes
inhiben el desarrollo de micelio y la formacién de estructuras reproductivas; ii) compiten
por los nutrientes del medio de cultivo; iii) pueden producir antibiéticos que afectan al
oomiceto; iv) parasitan a los oomicetos directamente. La problematica anterior hace
indispensable contar con procedimientos para purificar el micelio de la contaminacion
bacteriana (Pitt & Hocking, 2007).

Asi, es factible suponer que las técnicas microbiolégicas de aislamiento no sean eficientes
para aislar a P. capsici, con lo que se estaria subestimando la presencia de este oomiceto
en plantas de chile con marchitez, por lo que es mas apropiado emplear técnicas

moleculares, que son mas sensibles y mas exactas, para su deteccion.

La secuencia del gen Yptl estd muy conservada, incluso en la misma especie, pero
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contiene una variacion suficientemente amplia para permitir el desarrollo de marcadores
moleculares para casi todas las especies de Phytophthora (Haubruck et al., 1987), por lo
que cebadores especificos disefiados para amplificar regiones conservadas del gen Yptl
en el género Phytophthora deberan tener una total especificidad en relacion con otras
especies del género. De hecho, cebadores especificos basados en el gen Yptl ya han
sido disefiados y probados para la deteccion de diversas especies de Phytophthora (Lan
et al., 2012; Schena et al., 2008).

En este capitulo se evaluard la efectividad de cebadores disefiados para detectar a todas
las especies de Phytophthora, pues a pesar de que hay otros marcadores moleculares
como los que se mencionan en el Capitulo I, el gen Yptl es el que mejor ha dado

resultados en cuestion de especifidad.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Extraccion de ADN gendmico

Se extrajo ADN gendmico de las plantas de chile empleando el protocolo de extraccién

CTAB (Doyle y Doyle, 1987) que se describe a continuacion.

Se macer6 de 0.1 a 0.2 g de tejido con nitrégeno liquido. Al polvo se le agregaron 750 pL
de amortiguador CTAB y 20 pL de B-Mercaptoetanol, se mezcl6 por inversién y se incubé
a 65 °C por 1 h; luego se afladieron 750 pL de una mezcla de cloroformo-alcohol isomilico
(25:1), seguidamente se mezcld por 2-3 min y se centrifugd a 10,000 x g durante 10 min a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio y
se repitio el lavado con Cloroformo-isoamilico, luego la fase acuosa se le agreg6 2/3 del
volumen total de isopropanol, se incubd en hielo 15 min y se centrifugd a 13,000 x g
durante 5 min. a TA. Después, se elimind el sobrenadante, se lavo la pastilla 2 veces con
1 ml con la solucion de lavado y se centrifugd 10,000 x g durante 5 min. a TA; entonces se
procedi6é a secar la pastilla, una vez seca, se resuspendi6é en 300 puL de RNsa, se puso a
incubar 20 min, luego se le agreg6é 200 pL NaCl y 2 volimenes de etanol, se incub6 en
hielo 10 min y se centrifug6 a 10,000 x g a TA. Finalmente, la pastilla se lavé con etanol al
70% vy se resuspendio en 50 uL de H,O.

El ADNg se utiliz6 como molde para amplificar el marcador molecular de Phytophthora por
PCR de punto final.

2.2.2 Amplificacion Yptl por PCR punto final

La amplificacién del fragmento del gen Yptl de Phytophthora se realizé con los siguientes
cebadores a nivel género: cebador YphlF (5'-CGACCATKGGTGTGGACTTT-3 ') y
cebador Yph2R (5'-ACGTTCTCMCAGGCGTATCT-3") (Meng y Wang 2010; Schena et al.,
2008, Lan et al., 2012). Los cebadores especificos del gen Yptl de P. capsici (PclF: 5'-
GTATAGCAGAGGTTTAGTGAA-3 y PclR: 5-ACTGAAGTTCTGCGTGCGTT-3"), fueron
utilizados para amplificar mediante PCR-anidada un segmento especifico de ADN a partir
del amplicén general de Phytophthora obtenido con los cebadores de género (Lan et al.
2012).
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Posteriormente una alicuota de los productos de PCR empleando diferentes cebadores y
ADN gendmico de P. capsici como molde fueron fragmentados por electroforesis en gel

de agarosa y tefiidos con 1 pg-mL™ de bromuro de etidio

2.2.3 Purificacion de micelio de P. capsici a partir de tejido vegetal enfermo.

Una vez estandarizado el marcador molecular para detectar a P. capsici, se procedi6 el
aislamiento del micelio, esto realiz6 a partir de las muestras de campo que dieron
positivas a la prueba para la deteccion molecular de P. capsici; Para ello se realizd lo
siguiente: muestras de raiz y de tallo de las plantas enfermas fueron lavadas con
hipoclorito de sodio al 0.1% durante 60 segundos y posteriormente se les dio un lavado de
agua estéril durante 30 segundos. Finalmente, se realizaron cortes de 1 cm
aproximadamente, con bisturi estéril y se colocaron en medio PDA para cultivarse
mediante una modificacion al método de superposicion de micelio descrito por Solache-
Huacuz et al. (2010) (Figura 2.1). Después del crecimiento de micelio, un cubo del medio
con micelio contaminado se colocdé en una caja de Petri estéril vacia, orientando el
crecimiento del micelio hacia arriba. Sobre este cubo de medio se colocé un disco de
medio estéril semi-sélido de mayor tamafo que el cubo anterior, de tal manera que cubra
toda la superficie evitando el contacto con el aire. Se cerré la caja Petri y se incub6 a 37
°C durante 2 dias. Al cabo de este tiempo, se cortd el micelio que emergioé de la parte
superficial del cubo de medio de cultivo y se pas6 a una nueva caja de Petri estéril para

Su propagacion.
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Figura 2.1 Método de superposicién para aislamiento de P. capsici. El procedimiento se describe en
el texto. En el presente trabajo se coloc6 un disco de medio en lugar de un cubo, con el objetivo de
delimitar el acceso de oxigeno para el crecimiento bacteriano (Tomado de Solache-Huacuz et al.
(2010).

El ADN gendmico del micelio aislado de las muestras putativas de P. capsici fue extraido

mediante el método descrito anteriormente.

A partir de las muestras de ADN se realizé una amplificacion por PCR empleando los
cebadores especificos para P. capsici y las muestras resultantes se enviaron a secuenciar
a la Universidad de Tennesse en el Departamento de Entomologia y Fitopatologia,
E.E.U.U.

2.2.4 Caracterizaciéon patolégica de los aislados.

Para corroborar que el aislado de Phytophthora capsici era el agente causal de la
sintomatologia observada en las plantas enfermas, se aplicaron los postulados de Koch,

de la siguiente manera:

1. Se evalu6 si P. casici estaba presente en las pantas enfermas pero no en las sanas.
Para ello se realizaron pruebas moleculares y cultivos in vitro a partir de los aislados de

plantas enfermas y de plantas sanas.
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2. Se aisl6 el patégeno en un cultivo axénico a partir de tejidos de las plantas enfermas y

se comparo con plantas sanas.

3. Se utilizo el cultivo axénico para evaluar los sintomas que producia en las plantas

inoculadas.

4. Se aislé nuevamente al patdgeno de las pantas inoculadas y se compard morfolégica y

molecularmente con el primer aislado.

Las pruebas del tercero y el cuarto postulados de Koch se realizaron mediante la siembra
de plantulas de chile habanero en macetas conteniendo Peat Moss estéril, en el cual se
mezcld un inéculo del micelio del aislado en proporcion 5 gr de medio con micelio de la
caja Petri y las plantas fueron cultivadas en una camara de fotoperiodo 16:8 luz/oscuridad,

durante 4 dias a temperatura ambiente (~25 °C) y una humedad relativa del 80%.
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2.3 RESULTADOS

El uso de los cebadores YphlF/Yph2R y Pc1F/Pcl1R produjo amplicones especificos para
“‘género” y para especie”. Los fragmentos de PCR generados tuvieron longitudes de 470
pb y 364 pb, respectivamente. Lo anterior esta de acuerdo con los resultados de todas las
especies del género Phytophthora y de la especie P. capsici, respectivamente.

Figura 2.2 Evaluacion de los cebadores para la amplificacion de marcadores moleculares de
Phytophthora capsici. E: Escalera de ADN de 1kb; A: ADN gendmico; (-): testigo negativo sin
ADNg; P: productos con los cebadores YPh1lFy YPh2R; PC: productos con los cebadores PclF y

Pc1R; F: productos con los cebadores TEF-Fu3 especificos para Fusarium spp.

Como puede observarse en la Figura 2.2, el protocolo de extraccion de ADN fue exitoso
(carril A) y el ADN extraido pudo ser utilizado para generar los amplicones especificos a
nivel de género y de especie para P. capsici. Ademas pudo corroborarse que los

cebadores no amplifican con ADN gendémico del género Fusarium (carril F).

Con estos datos puede ahora intentarse la deteccion del género Phytophthora, asi como
de la especie P. capsici en muestras de chile habanero colectadas en la Peninsula de

Yucatan, con pudricion de la raiz.
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En el presente trabajo se optd por adaptar el protocolo de Solache-Huacuz et al. (2010),
modificando el tamafio del agar que se superpone sobre el micelio en crecimiento (Figura
2.3, paneles D y E). Como se observa en el panel F de la figura 4, las bacterias crecieron
mas rapido que el micelio, pero no pudieron crecer a través del disco de agar y solamente
se esparcieron de manera horizontal sobre el medio de cultivo. Por el otro lado, el
micelio si pudo atravesar el agar estéril, por lo que se pudo tomar una pequefia parte de
micelio y colocarlo en medio de cultivo PDA nuevo estéril (Figura 2.3, panel F). Con eso,
se pudo obtener un cultivo axénico del patdgeno aislado (Figura 2.3, panel G) y a partir de
él se procedi6 a verificar la segunda parte de los postulados de Koch, los cuales implican
que el patdgeno aislado debe provocar los mismos sintomas de la enfermedad cuando se
inocula a una planta sana de la misma especie y variedad de la que fue originalmente

aislado.
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CAPITULO I

Figura 2.3 Postulados de Koch. Primera parte. Se muestra el aislamiento de P. capsici a partir de
plantulas cultivadas para trasplantar a campo, que mostraron la sintomatologia de la Pudricion de
la Raiz. Panel A: Comparacion de plantas sanas y plantas enfermas; panel B: Raices de plantas
sanas y de plantas enfermas; panel C: Aseptizacién de cortes de tejidos enfermos; panel D:
Superposiciéon de disco de medio de cultivo sobre el tejido infectado; panel E: Acercamiento del
tejido infectado colocado sobre medio de cultivo y cubierto con un disco estéril de medio de cultivo;
panel F: Crecimiento bacteriano sobre el medio de cultivo y de micelio a través del disco
superpuesto; panel G: Crecimiento axénico de un indculo aislado mediante el procedimiento

mostrado en el panel F.

La inoculacién de plantulas de chile habanero con el micelio aislado del microorganismo
gue crecid en el cultivo axénico, produjo los mismos sintomas de la enfermedad que se
observaron en campo. Como se puede observar en la Figura 2.4, las plantulas decaen
para el segundo dia y mueren para el cuarto, cuando el talluelo se rompe. Una imagen de
la radicula muestra el necrosamiento causado por el patégeno. Estos sintomas son
idénticos a los observados en plantulas generadas para trasplantar a campo en las
localidades en donde se obtuvieron resultados positivos para la deteccion de P. capsici

(ver Figura 2.4).
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Dia 3

Pl R

Figura 2.4 Postulados de Koch. Segunda Parte. Se muestra los sintomas de la enfermedad
causada en planulas sanas de chile habanero en diferentes dias después de que fueron
inoculadas con micelio del microorganismo aislado del cultivo axénico mostrado en la Figura 9. Se
muestra un comparativo de raices de plantas sanas y de plantas enfermas, asi como un detalle de
la planta enferma a los tres dias después de la inoculacion.

Una vez que se confirmaron los postulados de Koch, se procedio al aislamiento del ADN
gendémico de las presuntas cepas de P. capsici obtenidas del aislamiento original y de la
cepa aislada de las plantas infectadas con el cultivo axénico, con el objetivo de corroborar
la identidad del patégeno mediante técnicas moleculares. EI ADN tuvo la pureza medida
por espectrofotometria: Azeosonm: 1.86; Agzopsonm: 1.9, 10 que indicé que estaba libre de

proteinas y carbohidratos contaminantes.

El ADN extraido fue utilizado como molde para amplificar por PCR fragmentos de ADN
especificos del género Phytophthora o de la especie P. capsici. Como puede observarse
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CAPITULO I

en la Figura 2.5, se aisl6 ADN integro que pudo ser empleado como molde para aislar los
amplicones correspondientes a la identificacion del género y de la especie. Los
amplicones corresponden efectivamente a los tamafios esperados para la amplificacion
de un fragmento del gen Yph, especifico para el género y del gen Yptl, especifico para la
especie.

~»Amplicon Yph
~Amplicon Yptl

A B

Figura 2.5 Identificacion molecular de P. capsici. Amplificacién especifica de ADN genémico.
Productos de PCR a partir del ADN gendémico del micelio aislado originalmente (A) o del micelio
aislado de plantulas inoculadas con micelio aislado del cultivo axénico (B). Carril E: Escalera de
ADN de 1 kb; Carril 1: muestra de ADN gendmico aislado del cultivo axénico; carriles 2 y 4:
Producto obtenido con los cebadores YphlF y Yph2R; carriles 3 y 5: Producto obtenido con los
cebadores PclF y Pc1R.

Se mandd ADN gendmico al laboratorio del Dr. Kurt Lamour en el Departamento de
Entomologia y Fitopatologia de la Universidad de Tennessee, en E.E.U.U., donde se
secuencio un fragmento de un ITS (Figura 2.6), que tiene una longitud de 649 pb. La
secuencia resultante fue comparada en bases de datos mediante una busqueda tipo
BLAST para su identificacion (Figura 2.7). En el Anexo Il se muestra el alineamiento

individual de ITS con las 10 secuencias con las que tiene mayor similitud. En la Figura 2.8
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se muestra el alineamiento multiple de estas 10 secuencias.

1 TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA 60

61 AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC 120
121 GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA 180
181 AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC 240
241 GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG 300
301 AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC 360
361 ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT 420
421 ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA 480
481 TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCGCAGCGTTCTTC 540
541 ATCGATGTGCGAGCCTAGACATCCACTGCTGAAAGTTGCTATCTAGTTAAAAGCAGAGAC 600
601 TTTCGTCCCCACAGTATAATCAGAATTGTGAAATGGGTTTAAAACAAAA 649

Figura 2.6 Secuencia nucleotidica del amplicon de P. capsci (ITS).

Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E

Description =
score | score cover |value

Identity|Accession

Phytophthora capsici partial 5.8S rRNA 1199 1199 100 0.0 100 |nse7889.1

gene, isolate PCB

Phytophthora capsici strain UACH-GAQ111 1199 1199 100% 0.0 100% [KM369965.1

Phytophthora sp. PNS-2014 1199 1199 100% 0.0 100% [KF803236.1

Phytophthora capsici strain UACH-GAQ15 1199 1199 100% 0.0 100% [KM288421.1

Phytophthora capsici strain UACH-GAQ13 1199 1199 100% 0.0 100% [KM279676.1

Phytophthora capsici strain LJ0912190 1199 1199 100% 0.0 100% [KJ696538.1
Phytophthora capsici isolate 214-C2 1199 1199 100% 0.0 100% [KJB855326.1
g;%tgggthora capsici strain BBA  PD | 1799 | 1199 | 1005 | 0.0 | 100% |kJ755104.1
Phytophthora capsici isolate RHNO8 1199 1199 100% 0.0 100% [KF611675.1
Phytophthora capsici strain OCPC2 1199 1199 100% 0.0 100% |KC677804.1
Phytophthora capsici strain OCPC1 1199 1199 100% 0.0 100% |KC677803.1

Figura 2.7 Busqueda tipo BLAST en la base de datos NCBI. La secuencia nucleotidica del
amplicon Yptl fue utilizada para realizar una busqueda tipo BLAST en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se muestra los datos de las primeras 10

secuencias de la lista.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=FB9GNY3V014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/862567579?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/723006076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686581539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/698175214?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/698175194?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/666411033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663497605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/643192918?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/557126706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507118021?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FB9GNY3V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507118020?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=FB9GNY3V014
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TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA
TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA
TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA
AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC
TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA
TTGAGATGCGCACCGAAGTGCACACAAAATTCCCAAAATGGATCGACCCTCGACAGCCGA

AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC
AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC
AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC
GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA
AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC
AGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAACCGATTCAAAAGCCAAGCCAAACACAGCTAC

GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA
GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA
GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA
AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC
GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA
GGTTCACCAGCCCATCACGCCACAGCAGGAAAAGCATTCAATAAGCGCCTGTTCAGCCGA

AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC
AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC
AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC
GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG
AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC
AGCCAACCATACCGCGAATCGAACACTCCTCCTTAAAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTC

GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG
GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG
GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG
AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC
GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG
GCCGACTGGCCACGCAGGCAGCCTCCACAACCAGCAACACCACGCTTTTCGAGCAAAGAG

AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC
AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC
AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC
ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT
AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC
AAGTACAGTTCAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGACCCGAAGGACAACACGCAAGAC

ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT
ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT
ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT
ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA
ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT
ACTTCACATCTGGCACATCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGATGT

ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA
ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA
ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA
TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCGCAGCGTTCTTC
ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA
ACGGACACTGATACAGGCATACTCCCAGGACTAACCCGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAA

TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCGCAGCGTTCTTC
TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCGCAGCGTTCTTC
ATCGATGTGCGAGCCTAGACATCCACTGCTGAAAGTTGCTATCTAGTTAAAAGCAGAGAC
TTTCGTCCCCACAGTATAATCAGAATTGTGAAATGGGTTTAAAACAAAA
TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCG
TTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCG
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Figura 2.8 Alineamiento mdltiple de la secuencia nucleotidica de ITS con las 10 secuencias con las
gue tiene mayor similitud.
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Un andlisis de filogenia de la secuencia del amplicdn ITS de P. capsici con las secuencias
reportadas en la base de datos, demuestra que ITS comparte una rama filogenética con
los aislados Pcl-811 y RHNO6 de Phytophthora capsici.

¥ Phytophthora capsici isolate HZHO4 internaltranscribed spacer 1, .85 ribosomal RNA genc, and intermal transeribed .

<6I legves

? Phytophthora capsici cuture-collection WPC:6121C125 18S mbosomal RNA gene, partial sequences intemal transcribed,

 Phytophthora capsic culture-collection WPC: 16238705 185 ribosomal RNA gene, partal sequence; internal transcribed sp..

9 Phytophthora capsici strain BBA PD 97/6360 185 nbosomal RNA gene, partal sequences intermal transcbed spacer 1, 588 ribosom..,

PhytOphthora capsic isolate RHNOG 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; interal transcribed spacer 1, 585 ribosomal RNA gene, parial sequence
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Phytophhora capsiciisolae PCI-$11 interl trpscribed spacer 1,585 ribosomal RNA gene, and intemal transeribed spacer 2, complee sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence

Figura 2.9 Arbol filogenético de P. capsici. El alineamiento se realizé con base en la comparacion
de secuencias nucleaotidicas del amplicén ITS con las secuencias de la base de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI) con las que tuvo similitud.
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2.4 DISCUSION

Tal como se menciona en los trabajos de Lan et al. (2012) y de Shenna et al. (2008), con
el uso de los cebadores disefiados especificamente, se amplifican segmentos de ADN del
género Phytophthora (cebadores YphlF y Yph2R) y de la especie P. capsici (PclF y
Pcl1R), sin ninguna amplificacion inespecifica. En este trabajo se utilizaron dichos
cebadores y se pudo corroborar su especificidad. Con base en esto, en el siguiente
capitulo se emplearon estos cebadores pero con otros patdégenos del consorcio habitual
en la pudricion de la raiz. De esa manera se evalué la especificidad de estos cebadores
en muestras de campo para realizar la deteccién de P. capsici en la peninsula de

Yucatan.

En diferentes trabajos para el aislamiento de microorganismos patégenos, se ha utilizado
el cultivo en medios selectivos, inclusive en presencia de antibiéticos. En este trabajo se
optd por una manera mecanica para limpiar el micelio a partir del tejido, con base en el
reporte de Solache-Huacuz et al. (2010), obteniendo un resultado positivo para el
aislamiento del oomiceto, al eliminar las bacterias contaminantes de una manera eficiente
y de bajo costo. La secuenciacion y la comparacion de secuencias confirmd que el

microorganismo causante de la enfermedad es el oomiceto P. capsici.

Con estos resultados se puede afirmar que el oomiceto P. capsici se encuentra presente
en la Peninsula de Yucatén, causando la enfermedad conocida como Pudricion de la Raiz
a plantulas de chile habanero, ya sea formando parte de consorcios de midltiple
composicion con otros patdgenos Yy microorganismos oportunistas, o de manera

individual.
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CAPITULO Il

ANALISIS DE PATOGENOS FUNGICOS CAUSANTES DE LA PUDRICION
EN RAIZ, EN LOS CULTIVOS DE Capsicum chinense EN LA PENINSULA
DE YUCATAN.

3.1 INTRODUCCION

A pesar de que P. capsici esta asociado con la pudricion de raiz en diversos cultivos,
en el chile habanero también existen patégenos que ocasionan pudricion, en su
mayoria hongos. Estos producen sintomas similares a los oomicetos y los agentes
causales pueden confundirse. Por ello, es pertinente realizar andlisis moleculares para
conseguir una identificacion definitiva. En la peninsula de Yucatan no se ha reportado
a la fecha ni la presencia de P. capsici ni la incidencia de otros patégenos, teniéndose
conocimiento solo de manera empirica y no hay registro de analisis moleculares a
nivel campo. Por esta razén es importante saber si alguna especie de hongos esta

asociada con la pudricién de raiz que se presenta en la Peninsula de Yucatan.

En el Centro del pais, los patdgenos que mayoritariamente estan asociados con la
pudricién de raiz y tizones en chile pertenecen a los géneros Fusarium y Alternaria
respectivamente. Existen reportes sobre el uso de marcadores moleculares para su
deteccion. Sae (2010) realiz6 trabajos con diferentes especies de Fusarium y con
diferentes genes, como el “translation elongation factor-1 alpha” (TEF1) y la “RNA
polymerase Il subunit” (RPB2), obteniendo mejores resultados con TEF1. Mohammad
(2012), trabajo con los mismaos patosistemas, usando ademas un ITS como marcador
molecular para la deteccién, aunque obtuvo también mejores resultados con el gen
TEF1.

En el caso del género Alternaria, hasta donde sabemos, no se ha reportado trabajos
para la identificacion en el nivel de género y de especies en tejidos enfermos de chile
habanero, utilizando al gen TEF1 como marcador molecular. Tomando en cuenta que
ya esta reportada la secuencia del gen TEF1 de una gama grande de especies y que
Su secuencia es altamente especifica para géneros diferentes, en el presente trabajo
se procedera a disefiar cebadores para amplificar especificamente segmentos de ADN
genodmico de este género y por lo tanto identificarlo mediante la generacién de un

marcador molecular .
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3.2 MATERIALES Y METODOS.

3.2.1 Extraccién de ADN gendmico

Se utilizé el mismo procedimiento reportado en el Capitulo II.

3.2.2 Disefio de cebadores para Alternaria sp.

Se realizdé una alineacion de la secuencia del gen TEF1 de diferentes especies del
género Alternaria, que estan reportadas enla base de datos del NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Con base en el alineamiento mdltiple se buscé una
region general que estuviera estrictamente conservada en las 26 especies reportadas
del género en el NCBI. A partir de esta region se disefidé un par de cebadores (directo y
reverso) denominados Al-TEF1-F y AI-TEF1-R, respectivamente, empleando para su

disefo el software “Sigma-Aldrich Primer Tool".

Este par de cebadores bordean un segmento de 100pb, con una temperatura de
alineamiento de 50 °C en el esquema de la PCR.

Debido a que las especies Alternaria solani y Alternaria tomato son las mas probables
gue se encontrarian en el cultivo, se compararon las secuencias y se empalmaron in

silico, obteniéndose el mismo resultado.

3.2.3 TEF1 como Marcador Molecular para el género Fusarium.

Los cebadores que fueron utilizados para la amplificacion de secuencias de Fusarium
sp., se disefiaron con base en el reporte de Mohammad et al. (2012). Estos
investigadores trabajaron también con ITS, pero obtuvieron mejores resultados
amplificando el gen TEF1, generando un fragmento de entre 420 y 460 pb. La
temperatura de empalme de los cebadores TEF-Fu3f (GGTATCGACAAGCGAACCAT)
y TEF-Fu3r (TAGTAGCGGGGAGTCTCGAA) es de 55 °C.
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3.2.4 Procesamiento de muestras y PCR de punto final

Las muestras colectadas fueron etiquetadas y almacenadas en bolsas de plastico con
cierre hermético y resguardadas en una nevera. Las etiquetas contenian el lugar de
procedencia, incluyendo la localidad, el municipio y el estado, asi como la fecha de

colecta.

Las muestras para la amplificacién del ADN de los patégenos en estudio fueron
procesadas de acuerdo con las instrucciones del “Phire Plant Direct PCR Kit”. En
breve, segmentos de muestra de cinco mm fueron triturados con la solucién de
resuspension y el extracto se centrifugd por 15 seg a 10,000 x g. Se tomd una muestra
de 5 pL del sobrenadante como sustrato para una reacciéon de 20 pL de PCR, como se

indica en la tabla 3.1

Cuadro 3.1 Componentes de la reaccién de PCR Directo

20 ulLx 1 Concentracion
Componentes reaccion final

H,0 aforara 20 pL

2X Phire Plant PCR Buffer 10 uL 1x
Cebador Directo X 0.5 um
Cebador Reverso X 0.5 uM
Polimerasa 0.4 uL

Templado 0.5 pL

En la Cuadro 3.2 se muestran los parametros de la amplificacion por PCR todos los
cebadores a 58 °C con un tiempo de alineamiento de 30 segundos excepto los

cebadores de Alternaria spp que se dejaba a 10 segundos.

Cuadro 3.2 Protocolo de PCR directo recomendado.

Pasos ‘ Temperatura Tiempo Ciclos
Inicio desnaturalizacidn 98 °C 5 min 1x
Desnaturalizacidn 98 °C 5s 40x

Alineamiento - -

Extension 72 °C 20s < 1kb
20 s/kb > 1kb
72 °C 1 min 1x
Paso final 4 °C -

Los productos de PCR fueron fragmentados por electroforesis en gel de agarosa y

teflidos con 1 pg-mL™* de bromuro de etidio
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3.3 RESULTADOS

En la figura 3.1 se muestra el alineamiento de los cebadores con una region muy
conservada del gen TEF1 en el género Alternaria.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

! !
Secuecia GAGGAGCGTTACCAGGAGATCATCARGGAGACCTCCARCTTCATCAAGARGGTCGGCTACARCCCCARGCACGTTCCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCARCGGCGACARCATGATTGATGCCTCCCCCA
Directo  GGAGCGTTACCAGGAGATCA

Reverso CCATCTCCGGTTTCARCG
Ci . LL L. s srsrsssssrensnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsesesnsasases [ A AT AT R
131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| |
Secuecia ACTRLCCCTGGTACARGEGCTEGEAGARGEAGACCARGGCCARGGCCACTGETARGACCCTCCTTGAGECCATCGATGCCATCGACCCCCCCAGCCGTCCCACCGACARGCCCCTCCGTCTTCCCCTCCA
Directo
Reverso
COMSENSUS  otrinrsasrsssrsssssssssssstssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstssstsssssssstsostsostssstssssssantss
261 270 280 290 300 310 320 329
| 1
Secuecia GGATGTCTACARGATTGETGETATTGECACGGTGCCCGTCGGTCGTGTCGAGACTGGTATCATCARGGL
Directo
Reverso
CONSENSUS  ivvivrrsssrsssrssssssssssssrssstsnssnsssnsssrsssrsssrasssssssnsssnss

Figura 3.1 Cebadores para amplificacion especifica de ADN gendmico del género Alternaria.
Se muestra la regiébn mas conservada en diferentes especies del género Alternaria. Las
secuencias en color azul representan el cebador directo (Al-TEF1-F) y el cebador reverso (Al-
TEF1-R).

Como se muestra en las figuras 3.2 y 3.3, los cebadores especificos para amplificar
ADN de Alternaria o Fusarium demostraron su sensibilidad y que no existe
amplificacién cruzada. Lo anterior es corroborado por el trabajo de Mohammad et al.
(2012), quienes emplearon estos cebadores para detectar diferentes especies de
Fusarium. Por otro lado, los datos corroboran experimentalmente que el disefio de
cebadores empleando la region conservada en las 27 especies de Alternaria fue
acertado, pues no amplifica ADN de otras especies de la regién del consorcio de

patdégenos ni con el hospedante.
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Figura 3.2 Cebadores para la amplificacion especifica de ADN genomico por PCR directo en
Alternaria alternata. E: Escalera de ADN de 1kb; A: ADNg de A. alternata; (-) Control Negativo
sin ADNg: P: Género Phytophthora con los cebadores YPhl; PC: Especie Phytophthora
capsici con cebadores Pcl; F: Género Fusarium con cebadores TEF-Fu3; Al: Género A.

alternata con cebadores AI-TEF1-F y AI-TEF1-R.

Figura 3.3 Cebadores para la amplificacién especifica de ADN genémico de Fusarium solani.
E: Escalera de ADN de 1kb; A: ADNg de A. alternata; (-) Control Negativo sin ADNg: P:
Género Phytophthora con los cebadores YPhl; PC: Especie Phytophthora capsici con
cebadores Pcl; F: Genero Fusarium con cebadores TEF-Fu3; Al: Género A. alternata con

cebadores AI-TEF1-F y AI-TEF1-R.
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Con base en lo anterior, se procedié a realizar pruebas en campo con plantas que
presentaban sintomatologias de pudricion de la raiz, empleando el sistema que utiliza
directamente tejido enfermo de la planta como fuente del ADN molde para la PCR.
Para ello, se seleccion6 uno de los tres estados de la peninsula de Yucatan, cuya
identidad se mantendré en secreto debido a los convenios de confidencialidad que se
establecieron con los productores.

o 1 2 3 4 5 6 7

abababababocaa

Fusarium spp.
Phytophthora spp.
Phytophthora capsici

Alternaria spp.

18S

Figura 3.4 Evaluacion de los cebadores para la amplificacién por PCR directo en plantas
colectadas en uno de los estados de la peninsula de Yucatan. Una alicuota de 3 pL del
producto de PCR directo a partir de ADN extraido de diferentes plantas (a o b) cultivadas en
diferentes localidades fue fraccionada por electroforesis en agarosa y tefiida con 1 ug~L'l de
bromuro de etidio. Carril C: Testigo positivo; carril 1. Localidad uno: carril 2: Localidad dos;
carril 3: Localidad tres; carril 4: Localidad cuatro; carril 5: Localidad cinco; carril 6: Localidad
seis; carril 7, localidad siete; 18S: amplificacién del gen ribosomal 18S como testigo de

igualdad en la cantidad de ADN empleado como molde.

Como se observa en la Figura 3.4, el uso de cebadores especificos para determinar el
género de diferentes hongos fitopatbgenos permiti6 conocer que existe una
conformacion del consorcio diferente en cada localidad y ain en cada planta enferma
analizada. Es decir, en las diferentes localidades se encontré un consorcio diferente
asociado con las plantas con sintomas de pudricion de la raiz. En tres plantas del total
se encontr6 solamente al género Fusarium spp. (1a, 1b y 3b); en dos plantas se
encontro Unicamente al género y a la especie de Phytophthora estudiados (2a y 7a);
en una planta se encontré a Fusarium spp. y a P. capsici (5a); en tres plantas se
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encontré a los tres patégenos del estudio (2b, 5b y 5c¢); en cuatro de las plantas
enfermas no se encontr6 a ninguno de los microorganismos analizados en este
estudio (3a, 4a, 4b y 6a); es interesante observar que en ninguno de los casos se
encontré solo al género Alternaria, por lo que podria pensarse que este patégeno

actla como oportunista en los consorcios en donde se le encontro.

3.4 DISCUSION

El uso de cebadores especificos para género y especie, permiti6 analizar la
conformacioén de los consorcios asociados con la enfermedad del chile habanero,
conocida como pudricién de la raiz. Los resultados mostraron gue los consorcios estan
conformados de manera diferencial. Aunque no se descarta la presencia de otros
patdgenos que no fueron considerados en este estudio, los resultados mostraron que
el género Alternaria no se presenta de manera individual, lo cual coincide con los
reportes donde usan marcadores tipo ITS en alimentos y que sefialan que las especies
de este género son patégenos oportunistas, (Pavon et al., 2011). .

Por otro lado, estos resultados demuestran que la utilizacion de segmentos de tejido
infectado como fuente directa de ADN (sin necesidad de extraccion), si permite la
amplificacion especifica por PCR del ADN para cada patdgeno. Este método tiene la
ventaja de que la estructura del ADN se mantiene estable de acuerdo con las
condiciones fisiolégicas de la planta, y su composicion no depende de las condiciones
de cultivo. También, el uso de tejidos como fuente de ADN reduce el tiempo de

obtencién de resultados y disminuye el costo.

Un requisito fundamental para la deteccion exitosa de microorganismos patdogenos de
manera especifica, mediante los ensayos de PCR, es elegir marcadores genéticos
adecuados, durante el proceso de disefio de cebadores, que permiten un alto grado de
especificidad (Scheu et al., 1998). Lo anterior se vio confirmado con la prueba en
plantas en campo realizada en este trabajo, con lo que se confirmé que el uso de

cebadores permite una determinacion altamente especifica y con mayor rapidez.

De manera especial, se hace notar que en plantas de tres localidades se encontr6 al
oomiceto P. capsici, lo que sugiere de manera presuntiva que este patdégeno si se
encuentra presente en la peninsula de Yucatan. Por lo anterior, se procedi6 a

corroborar la identidad de este patdgeno, mediante la evaluacion de los postulados de
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Koch y mediante la secuenciacion del amplicon que se genero de los aislados primario
y secundario, que se obtuvieron al evaluar esos postulados. La evaluacién por tanto se
hizo con las plantas en las que s6lo se encontré a P. capsici asociado a la pudricion de
la raiz; esto es, la planta de la localidad numero siete y una de las dos plantas de la
localidad nimero dos.
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CAPITULO IV

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE Phytophthora capsici Y DEL CONSORCIO
CAUSANTE DE LA PUDRICION DE LA RAIZ EN LA PENINSULA DE YUCATAN

4.1 INTRODUCCION

Existen diferentes estudios para conocer la incidencia de P. capsici en la pudricién de
raiz en México, asi como para determinar su distribucion en campo, tanto en el Centro
como en el Norte del pais, empleando metodologias basadas en la morfologia, en su
deteccidn tisular y también con base en la prueba de PCR (Morales Valenzuela et al.,
2002; Rico-Guerrero et al., 2004; Silva-Rojas et al., 2009; Zapata-Vazquez et al.,
2012). No obstante, estos estudios no se han realizado en la Peninsula de Yucatan, en
donde tradicionalmente se ha asumido que por las caracteristicas agroclimaticas este

oomiceto no se encuentra presente.

Una vez que se determind, mediante técnicas moleculares, que P. capsici si se
encuentra presente, se procedié a analizar su distribucion en la Peninsula de Yucatan,
asi como la distribucién de los otros dos patégenos del consorcio, considerados en
este trabajo. Para ello, se aplicaron las técnicas de purificacion de los patdgenos
colectados en los tejidos daflados que ya se describieron en capitulos anteriores.
Rodriguez-Moreno et al. (2004) mencionaron que en la region Centro-Norte de la
Republica Mexicana los factores de humedad, salinidad y el pH, no tienen una
influencia en la virulencia o en el desarrollo de la enfermedad;. Por esta razoén, se
decidi6 ampliar el estudio para muestrear de manera representativa las diferentes
regiones de la Peninsula de Yucatan en donde se siembra chile habanero ya que en la

Peninsula no se han hecho reportes.
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4.2 MATERIALES Y METODOS.
4.2.1 Determinacion de lugares de colecta en la Peninsula de Yucatan.

La Peninsula de Yucatdn estd divida en tres estados, Campeche, Quintana Roo y
Yucatan. En el caso de Yucatan, no hay cultivos de chile habanero en la zona norte
por ser una region costera, por lo que no se tomard en cuenta para este estudio. En
cambio, los muestreos seran realizados en las zonas Sur y Oriente, especificamente
en las localidades de Muna (20°29'5.70"N, 89°42'47.03"0), Santa Elena,
(20°19'54.74"N 89°39'26.77"0), Halach6 (20°28'49.56"N, 90° 4'46.60"0 )y Maxcand,
(20°35'13.54"N, 90° 0'16.79"0) donde se siembra el mayor volumen de chile habanero

en este estado.

Yucatan

.

\ )

Hecelchakan
)

)

~Santa Elena = /

~ 4 SABAN |
#Menonita Santa’Rosa ¢ )

Castamay). TIXCACAL A

ghopelchen . /
Rancho de Hierrozampeche T___ ; (M

' .

| CHANCAH ot
! \ }! ,

[

Campeche
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Figura 4.1 Lugares de colecta en la Peninsula de Yucatdn. Se muestra las zonas donde
se realizo el muestreo (Modificado de una imagen de Google Earth, 2014).

Con relaciéon al Estado de Quintana Roo, se seleccionaron las localidades de Saban
(20° 1'59.19"N, 88°32'57.82"0), Tixcacal, (19°51'5.26"N, 88° 9'48.75"0), Santa Rosa
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(19°58'44.51"N, 88°15'32.06"0) y Chancah, (19°29'31.74"N, 87°59'34.67"0), que son
los principales productores de chile habanero. En esos municipios existen 25
localidades productoras, de las cuales en 14 actualmente tienen cultivo de chile
habanero de las cuales cuatro se muestrearon al azar (ver Figura 4.1).

En el estado de Campeche hay reportadas 23 localidades que siembran chile
habanero, distribuidas a lo largo del Estado (Castillo-Aguilar, comunicacion personal).
De estas localidades, se seleccionaron cuatro localidades aleatoriamente, pero que
son representativas de diferentes sistemas agroclimaticos, Hopelchén (19°46'0.20"N,
89°52'12.00"0), Area Menonita (19°57'16.21"N, 89°57'47.36"0), Hecelchakan,
(20°10'49.30"N 90° 8'43.81"0 ) y Rancho de Hierro (ver Figura 4.1).

Con respecto a las temporadas de colecta, se reviso el informe de precipitacion pluvial
de la CONAGUA, para determinar la mejor época del afio para realizarlas, debido a
gue P. capsici es un patégeno del suelo, cuya diseminacion es preferentemente a
través de zoosporas moviles en encharcamientos y otros cuerpos de agua. De
acuerdo con la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA), la mayor precipitacion
media pluvial tanto a nivel nacional como en la Peninsula de Yucatan, ocurre entre los

meses de junio y octubre.

4.2.2 Andlisis estadistico. Muestreo aleatorio simple y selecciéon de tamafio
muestra.

Es la extracciébn de una muestra de una poblacion finita, donde el proceso de
extraccion garantiza que cada una de las muestras posibles de determinado tamafio
tiene la misma probabilidad de ser elegida. En tal caso, todos los elementos de la
poblacién tendran la misma oportunidad de ser incluidos en la muestra resultante. Esta
condiciéon no garantiza la representatividad de la muestra, pero en el caso de que el
tamafio de la muestra sea los suficientemente grande, es altamente probable que si lo
consiga, entendiendo la representatividad en el sentido de que si en la poblacién un
determinado porcentaje de individuos presenta la caracteristica A, en la muestra
resultante dicha condicion estara presente en un porcentaje muy similar (tan similar

como se desee aumentando suficientemente la muestra).

La seleccion de tamafio de la poblacion se reparte de la siguiente forma:
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_ Z’anPQN
s*(N-1)+Z*PQO

n = tamafio necesario de la muestra

Z = margen de confiabilidad

P = probabilidad de que el evento ocurra

Q = probabilidad de que el evento no ocurra
E = error de estimacion

N = tamafio de la poblacién

Con base en lo anterior, el tamafio de la muestra en la poblacién tuvo un nivel de
confiabilidad de 93% y un 7% de error para la determinacion del tamafio de la
poblacion que se colecté. Cada muestra fue analizada molecularmente por medio de la
técnica de PCR de punto final, con los cebadores disefiados para cada tipo de

patdgeno. Los resultados se reportaron como prueba positiva o0 negativa.
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4.3 RESULTADOS.

4.3.1 Evaluacion de los cebadores disefiados para amplificar ADN de P. capsici,
de Fusarium spp y de Alternaria spp.

Como se menciond en la seccion de Materiales y Métodos, se disefiaron diferentes
juegos de cebadores para la amplificacion de ADN de los géneros Phytophthora,
Fusarium y Alternaria, asi como también para las especies P. capsici, F. oxysporum y
A. solani. La efectividad de estos cebadores fue probada empleando como fuente de
ADN vya sea el micelio del microorganismo o bien tejidos de chile infectados en el
laboratorio con los patdégenos indicados. La especificidad de los mismos fue evaluada
de manera indirecta mediante la amplificacion de ADN del género Fusarium
empleando los mismos templados. Como puede observarse en las Figuras 4.2, 4.3y
4.4 los cebadores especificos amplificaron de manera especifica al género para el que
fueron disefiados, por lo que se entonces se utilizaron para realizar los analisis en
muestras de colectadas en campo, representativas de diferentes regiones donde se
siembra el chile habanero en la Peninsula de Yucatan.

E - P PC F A

Figura 4.2 Evaluacién de los cebadores para la amplificacion por PCR directo en P. capsici.
Carril E: Escalera de ADN de 1kb; carril (-): testigo negativo sin cebadores; carril P: cebadores
YPh1 para el género Phytophthora; carril PC: cebadores Pcl para la especie P. capsici; carril F:
cebadores TEF-Fu3 para el género Fusarium.; Carril A: cebadores AI-TEF1 para el género

Alternaria.
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Figura 4.3 Evaluacion de los cebadores para la amplificacion por PCR directo de ADN
gendmico de Fusarium solani. Carril E: Escalera de ADN de 1kb; carril (-) Testigo negativo sin
cebadores; carril P; cebadores YPh1 para el género Phytophthora; carril PC; Cebadores Pcl
para la especie P. capsici; carril F: Cebadores TEF-Fu3 para el género Fusarium; Carril A:

cebadores AI-TEF1 para el género Alternaria.

:
=
y
=
=

Figura 4.4 Evaluacién de los cebadores para la amplificacion de ADN de Alternaria a partir de
micelio y de tejido directamente. Carril E: Escalera de ADN de 1kb; carril (-) Testigo negativo
sin cebadores; carril P; cebadores YPh1 para el género Phytophthora; carril PC; Cebadores
Pcl para la especie P.capsici; carril F: Cebadores TEF-Fu3 para el género Fusarium; Carril

A: cebadores AI-TEF1 para el género Alternaria.

Los experimentos en el laboratorio demostraron que si se puede detectar ADN
genomico mediante PCR directo, empleando cortes de hoja como fuente directa de
ADN, sin necesidad de extraerlo. Por lo tanto, se procedio a realizar estos ensayos en

campo en las diferentes localidades de la Peninsula de Yucatan.
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4.3.2 Procesamiento de muestras y PCR de punto final

Tal como se explica en el capitulo Il.

4.3.3 Distribucion de Phytophthora capsici, y del consorcio causante de la
pudricion de laraiz del chile habanero en la Peninsula de Yucatan.

Los datos de pruebas positivas después de la amplificacion por PCR directo a partir de
las muestras colectadas en las localidades mencionadas se muestran en la Figura 4.5

y en la Cuadro 4.1.

300 7
250 o
200 +

150 +

100 -
50 -
0 L
2 3 4 12

L
Localidad 1 3 4 1 2 3 4

Numero de plantas positivas en la prueba molecular

Estado Campeche Yucatan Quintana Roo

Figura 4.5 Distribucion geogréfica de microorganismos presentes en el consorcio causante de
la Pudricion de la Raiz en la Peninsula de Yucatan. Se muestra el nUmero de plantas positivas
a la presencia de patégenos en plantas colectadas en cada una de las cuatro localidades de
los tres estados que conforman la Peninsula de Yucatan. Barra de color azul: el género
Fusarium spp.; barra de color rojo: el género Alternaria spp.; : el género

Phytophthora  spp.; barra de color morado: la  especie P. capsici.
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CAPITULO IV

Como puede observarse, en Campeche no se encontraron plantas con la presencia de
P. capsici, lo que sugiere que en ese estado otros microorganismos deben ser los
causantes de la Pudricion de la Raiz. Otro dato interesante es que P. capsici fue
encontrado en Yucatan y en Quintana Roo solamente en invernadero, lo cual sugiere
que es un microorganismo introducido por las practicas de cultivo. También, en
Yucatan y en Quintana Roo se encontré al género Phytophthora, pero no a la especie
P. capsici, lo que sugiere la presencia de otra especie de ese género que puede
también estar infectando al chile habanero en este region.

4.4 DISCUSION

Segun Vaillant Flores y Gémez Izaquirre (2009), la diseminacion en campo de P.
infestans disminuye de manera proporcional con el aumento de la temperatura. Lo
anterior puede ayudar a explicar, por su parte, la baja incidencia de P. capsici en la
peninsula de Yucatan. Sin embargo, existen otros factores que también pueden
afectar; por ejemplo, Rico-Guerrero (2002) habla sobre una tolerancia relativa a los
participantes del complejo que causa la Pudricion de la Raiz, y que hay ciertas
variedades de chiles en donde P. capsici estd menos representado que especies de
los géneros Fusarium y Alternaria. Sin embargo, conceden que sus estudios se basan
en el aislamiento tradicional del oomiceto, por lo que ellos recomiendan realizar la

identificacién y caracterizacion molecular, que es mas confiable.

Los resultados obtenidos con las plantas enfermas en donde no se encuentra P.
capsici, pero si otros patégenos, podrian explicarse por la presencia de
microorganismos competidores; por ejemplo, se ha observado que la presencia de
oomicetos del género Pythium inhibe el crecimiento de P. capsici por competencia de

nutrientes.

Aunque existen factores que afectan la incidencia de P. capsici como agente causal de
la Pudricion de la Raiz, como el volumen de lluvia, el tipo de suelo con relacion a la
retencion de agua, y la edad del hospedante, éstos no parecen haber sido
determinantes para la incidencia de P. capsici que se encontré en este estudio, pues
se sabe bien que P. capsici es de clima templado y en los predios en donde se
encontré P. capsici la temperatura es superior a los 30 °C. Aunque los estados con

resultados positivos si son los que tuvieron los altos indices mas altos de precipitacion
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pluvial.

Cabe mencionar que otro factor que influy6 fue el tipo de cultivo, pues P. capsici se
encontré solamente en invernaderos. Esto podria deberse a que el ambiente es més
hiamedo que el de los espacios a cielo abierto; sin embargo, es mas probable que el
factor determinante sea la falta de control estricto de los aspectos fitosanitarios. Por
ello, se puede decir que a pesar de que hay varios factores que propician la
enfermedad, el factor mas importante es el manejo, como se mencioné antes, pues en
muchos casos fue por falta de recursos y por desconocimiento de los productores que
aparecieron las plagas en general.

La lluvia y los estancamientos de agua son un factor importante para desencadenar la
patogénesis, y los cultivos en invernaderos (cuando existe mal manejo) pueden

propiciar mas la presencia de Phytophthora.

Otro punto a mencionar es que existe mayor presencia de otros patégenos que del
mismo P. capsici. Como se observa en los anexos y en los experimentos desarrollados

en este trabajo, la Pudricién de la Raiz esta presente en toda la peninsula.

Por otro lado, se ha visto que la incidencia de esta enfermedad es mas comdn en
plantulas que en plantas adultas. Eso es facilmente explicable pues las plantas adultas
han desarrollado barreras fisicas que retardan o impiden la invasion del patdégeno.
Esto parece tener concordancia con los resultados obtenidos en uno de los predios,
donde se encontrd la mayor incidencia de la Peninsula y las plantulas tenian apenas
20 dias de edad. Las plantulas infectadas en otras localidades que fueron positivas
tenian entre 4 y 5 semanas de edad, lo que corrobora el efecto de la edad sobre la

susceptibilidad a la infeccién.
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CAPITULO V

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS
5.1 CONCLUSION

Con base en los datos obtenidos a través del andlisis con el marcador molecular
YTP1, se puede afirmar que el oomiceto P. capsici si se encuentra presente en la
Peninsula de Yucatan, como agente causal de la enfermedad del chile habanero
conocida como Pudricién de la Raiz, entonces la hipétesis del presente trabajo es

nula.

La presencia de P. capsici no esta distribuida en los tres estados de la Peninsula de
Yucatan, por lo que su expansion no es generalizada. Se encontré en sistemas
protegidos de produccion de chile habanero, donde las condiciones de humedad son
mas elevadas al interior de las casas sombra o invernaderos. Entonces se puede
afirmar que la incidencia del oomiceto puede deberse a dos factores, a las condiciones
de las casas sombra o invernaderos y a malos cuidados fitosanitarios durante las
primeras etapas del cultivo, mas que a la presencia “natural” de este patégeno. Por lo
anterior puede sugerirse que P. capsici es un microorganismo patdégeno introducido en

la Peninsula de Yucatan.

Hubo otras incidencias en las plantas colectadas en los diferentes estados de otros
patégenos, utilizando a TEF1 como marcador molecular se detect6 tanto a Fusarium
spp. como a Alternaria spp. Este ultimo es al parecer un patégeno oportunista obligado
ya que siempre se encontré acompafiado con otro patégeno. Con lo anterior se puede
afirmar que el marcador molecular TEF1 generado para Alternaria spp. fue eficiente y
este hongo se encuentra presente en el consorcio causante de la Pudriciéon de la Raiz

del chile habanero.
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5.2 PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se puede ahora realizar otros
estudios para identificar otros patdégenos involucrados en las enfermedades que se
vieron en el campo, ya que en este trabajo no se analizé la presencia de

microorganismos de los géneros Rhizoctonia y Colletotrichum.

Puede también realizarse un estudio en diferentes épocas del afio para ver la

fluctuacion de la patologia a lo largo del tiempo.

Ademas, debido a que la presencia del oomiceto parece ser el resultado de
actividades humanas, se hace obligatorio realizar talleres de concientizacion y sobre
todo de capacitacion en el manejo de los cultivos bajo normas fitosanitarias, ademas
de generar proyectos en colaboracién con los agricultores para mejorar la calidad del

cultivo de chile habanero.
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ANEXO I. Imagenes de los sitios de colecta en la Peninsula de Yucatan.

1 Quintana Roo. Ejemplos de plantas muestreadas en diferentes localidades.
Se observaron aparte de la pudricion de la raiz, otras enfermedades, se encontro

nematodos en su mayoria en esta region.
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2 Campeche. Ejemplos de plantas muestreadas en diferentes localidades.

Principalmente los encharcamientos propiciaron enfermedades en esta region.
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3 Yucatan. Ejemplos de plantas muestreadas en diferentes localidades. La
mayoria de los casos presentaron virosis, también era mas notorio el

estrangulamiento ocasionado por la pudricion de la raiz.
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