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DIFERENCIACION DE ESPECIES DE Phytophthora MEDIANTE
POLIMORFIMOS CONFORMACIONALES DE CADENA SENCILLA.

DIFFERENTIATION OF Phytophthora SPECIES THROUGH SINGLE
STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM ANALYSIS.

José Rodrigo Ramirez Sagah6n1; Marcelo Acosta Ramos®

RESUMEN

Phytophthora es uno de los géneros mas
importantes como p-atégenos de plantas.
Formalmente se han identificado alrededor de
60 especies, muchas de gran importancia
econdémica. Varios métodos se han utilizado
para la identificacion ¥y diferenciacion de
especies. Los polimorfismos conformacionales
de cadena sencilla (SSCP), son sensibles y
réapidos, para detectar diferencias a nivel de
ADN. Este estudio permitid diferenciar nueve
especies de Phytophthora, ~mediante los
patrones electroforéticos SSCP; estableciendo
la diferencia a partir de P. capsici ¥ P. cryptogea
(cada una aislada de diferentes hospedantes),
con movilidad electroforetica similar comparadas
con las especies aisladas de un solo
hospedante, cuya movilidad electroforetica fue
diferente.

Palabra clave: Phytophthora, SSCP
1 Tesista
2 Director de Tesis

ABSTRACT

Phytophthora is one of the most important
genera of plant phatogens. About 60 species
have been formally identified. Many species

cause considerable economic losses. Several

methods have been used for the identification
and differentiation of species. Single-sfrand
conformation polymorphism analysis (SSCP), is
a fast and sensitive technique that detects
differences at the DNA level. This study detecied
differences nine species of Phytophthora through
SSCP analysis. The differences was found in P.
capsici and P. cryptogea (each species isolated
a different host), with similar electrophoretic
mobility in comparison to the species only one
host in which the electrophoretic mobility was

different.

Key words: Phytophthora, SSCP
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1. INTRODUCCION

Phytophthora (del griego, phyton: planta; phthora: destruccion) es uno de los
géneros mas importante como patégenos de plantas (Abad, 2003), causa
considerables perdidas econdmicas en plantas cultivadas, ornamentales y
arboles forestales; también tiene un fuerte impacto sobre algunos sistemas de

vegetacion nativa (Erwin and Ribeiro, 1996).

Formalmente se han identificado alrededor de 60 especies (Stamps et al.,
1990), que existen en un amplio rango de nichos ecolégicos. Muchas de las
especies pueden atacar un amplio rango de hospedantes como el caso de
Phytophthora cinnamomi y P. cactorunt, otras como P. infestans el rango es
mas limitado (Carlile et al. 2001). La mayoria de las especies puden afectar la
'parte 4erea de la planta, pero mas frecuentemente la base del tallo y raices, lo
cual hace mas dificil su deteccion y diagnéstico. En algunos casos pueden estar

involucaradas mas de una especie causando la enfermedad

La identificacion de las especies se basa principalmente en la forma del
- esporangio y caracteristicas morfolégicas de las estructuras sexuales; otros
criterios  ampliamente  utilizados  son: la temperatura Optima y rango de
crecimiento, caracteristicas morfologicas de las colonias, y tipo de
apareamiento (Bonants et al., 2000). Sin embargo el uso de caracteristicas
taxonomicas y fenotipicas es dificil, ya gue muchas especies son muy similares
y no existe una gran variacion entre los aislamientos ( Erwin and Ribeiro, 1996,
Appiah et al., 2003). Las técnhicas moleculares son sencillas y pueden utilizarse

como un método adjunto, para la identificacion, diagnostico Y clasificacion

i



taxonomica de especies de Phytophthora, s€ incluyen: el uso de polimorfismos
del ADN amplificados al azar o RAPD (Goodwin et al., 1989; Lee et al., 1993),
polimorfimos en la longitud de los fragmentos de ADN o RFLP y mas
recientemente polimorfismos conformacionales de cadena sencilla o SSCP;

analisis del espacio transcrito interno (ITS).

Los polimorfismos conformacionales de cadena sencilla 0 SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism) representan un método sensible y rapido para la
deteccién de mutacioneé puntuales identificadas en los productos amplificados
de PCR a partir de ADN genomico (Hayashi, 1991).

Es un método rapido, simple y no isotépico (no radioactivo) que involucra la
desnaturalizacion del ADN de doble cadena (dsADN) por alcali o formamida
para obtener ADN de una sola cadena (ssADN) y observar su movilidad sobre
un gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes; permite
determinar variantes a nivel ADN de un sin ndmero de patogenos (Xie et al.,
2002; Aguilar, 2004).

El presente trabajo se llevo acabo para conocer al variacion de las secuencias
de nueve especies de Phytophthora, amplificando la region ITS de cada especie
por PCR ¥ analizadas como polimorfismos conformacionales de cadena

sencilla.



1.1 Hipotesis

ra con caracteristicas

4 Es posible diferenciar especies Phytophtho

morfologicas y fisiolégicas

< Es posible utilizar los Polimorfismos Conformacionales de Cadena

S_encilla (SSCP) para la deteccién ¥y diferenciacion entre especies de

Phytophthora.

1.2 Objetivos

4 Realizar una caracterizacion morfolégica y fisioloégica nueve especies de

Phytophthora aisladas de varios hospedantes.

4 Implementar la técnica de SSCP para la diferenciacion de especies de

Phytophthora



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 importancia del género Phytophthora

Muchas de las especies de Phytophthora son econdmicamente importantes
como patogenos de plantas, capaces de causar perdidas significativas a
muchos cultivos (Ristaino et al., 2000). Este género por lo general ésta
asociado con la base de los tallos y raices, lo que hace mas dificil su deteccion
y diadgnosis. En algunos casos pueden estar involucradas mas de una especie
causando enfermedades tales como: pudriciones de raiz, cuello, tallos, hojas y
frutos en un rango amplio de plantas' cultivadas, ornamentales y éarboles’
forestales de importancia econdmica. Algunas especies como: P. cinnamomi 'y
P. cactorum atacan a cientos de especies de plantas hospedantes. Ofras como:
P, infestans tiene un restringido rango de hospedantes, infecta a pocas.

~especies de plantas (Tyler, 2002).
2.2 Morfologia del género Phytophthora

El género Phytophthora, descrito por De Bary en 1876, con P. infestans como
tipo, esta representado por especies de una gran rigueza morfologica (Romero,
1993). El micelio cenocitico como el de todos los Oomycetes esta compuesto
de hifas lisas, con hinchamientos o turolosidades y ramificaciones muy
peculiares en determinadas especies. Los esporangios varian en forma, y es
frecuente encontrarlos desde ovoides a alimonados, cobpiriformes, ovales o
simplemente largos; su tamafio también es variable, aunque lo mas importante

es segln Waterhouse (1963) su relacién largo-ancho. Otra caracteristica muy

4



notable de los esporangios es la papila, la cual es un hinchamiento apical del
esporangio que por su tamafio puede ser conspicua (mayor de 4 ym) o
incospicua (menor de 3 Um) y algunos esporangios no tienen papila (Romero,
1993). Los oogonios, generalmente, son terminales y de forma esférica, hialinos
al principio, varian de color amarillo a café cuando maduran; sus paredes son
delgadas y lisas. Los anteridios aparecen cOmo puntas de hifa hinchadas,
multinucleadas y separadas de la hifa madre por una septa; al madurar adoptan
forma esférica, oval, claviforme o cilindrica segtn la especie. Por su origen, los
anteridios pueden ser monoclinos, si es que nacen de la misma rama oogonial,
o diclinos, si proceden de diferente rama; y por su posicion, se. denominan
anfiginos, si se encuentran rodeando al tallo del oogonio, o paraginos, si estan

colocados al lado del oogonio (Erwin and Ribeiro, 1996).
2.3 Diferenciacién de las especies de Phytophthora.

Phytophthora es un género complejo dentro de los Oomycetes, que presenta
alrededor de 60 especies existentes descritas en un rango amplio de nichos
‘scoldgicos (Erwin and Ribeiro, 1996). La diferenciacién de estas se basa en
criterios morfolégicos v fisiolégicos (Stamps ef al., 1990) que incluye estructura
del esporangio, presencia o ausencia de clamidosporas, temperatura de
crecimiento, posicién del anteridio (anfigino o paragino), especificidad del

hospedante y sistema de reproduccion (homotalico o heterotélico).

Las claves taxonémicas producidas por Waterhouse (1963) y modificadas
Stamps et al. (1990), categorizan a las especies en seis grupos, basadas en
una serie de parametros morfolégicos y fisiologicos que nos ayudan a la

identificacion de las especies y su ubicacion taxonémica.

Grupo l. Esporangios papilados: engrosamiento apical hemiésferico o almenos
de 5 pym, orificio de 7 ym o menos. Abundancia de esporangios en medios

5



solidos; generalmente deciduos; sin proliferar internamente. Formacién de

oosporas en el hospedante. Anteridios paraginos en su mayoria.

Grupeo Il. Esporangios como en el grupo |. Generaimete heterotalicos. Anteridio

anfigino.

Grupo lll. Papila mas pequefia que en grupo | y ll, algunas veces incospicua,;
engrosamiento apical evidente pero ho hemiesférico (no mas de 3.5 um), orificio
de 7 Jm © mMENos. Esporangios pueden 0 ho ser deciduos, sin proliferar

internamente, homotalicos, anteridio predominate paragino.

Grupo V. Papila del esporangio como en grupo lll. Esporangio generaimente
deciduo; sin proliferar internamente, homotalicos o heterotalicos. Anteridios

predominantemente anfigenos.

Grupo V. Esporangios no papilados; orificio de 12 pym o més, no deciduos,
raramente producidos en medios de cultivo; proliferan internamente. Osporas
producidas en la planta o en medios de cuitivo. Anteridios paraginos en su

mayoria.

Grupo VI. Esporangios en V. Homotalicos o heterotalicos. Anteridios anfigenos,

en su mayoria.
2.4 Taxonomia del género Phythophthora

Es caracteristica del Phylum poseer zoosporas biflageladas, una tipo pincel y
otra latigo; los nacleos de las hifas asimilativas son diploides, y las paredes'de
las hifas usualmente estan compuestas de celulosa (Kirt et al., 2001, Kendrick,

2000), lo que lo hace diferente de los hongos verdaderos.



La clasificacion jerarquica se presenta de la manera siguiente:

Reino Chromista
Phylum QOomycota
 Clase Oomycetes
Orden Pythiales
Familia Pythiaceae
Género Phytophthora

2.5 Descripcion de especies del género Phytophthora
2 5.1 P. cactorum (Lebery Cohn) Schroeter (1886)
Antecedentes

Leber y Cohn en 1870 aislaron a esta especie a partir de a cactacea Cereus
giganteus en Alemania y le asignaron el nombre de Peronospora cactorum.
Posteriormente, Schroeter (1889) la cambio al genero Phytophthora. Y debido a
su rango amplio de hospedantes (Romero, 1993), actualmente dicho paidgeno
se encuentra en todo el mundo, se presenta en un grado mayor en las

regiones calidas (Erwin and Ribeiro, 1996).
Hospedantes

p. cactorum ataca a un gran namero de plantas que incluye ornamentales,
forestales, hortalizas y frutales como manzano, peral entre otros (Romero,
1993). Generalmente 108 aislamientos que se obtienen de esta especie No son

de un hospedante especifico (Erwin and Ribeiro, 1986).



Sintomas y dafio

La importancia de P. cactorum radica en que €S gl agente causal de muchas
enfermedades de importancia econémica, especialmente en plantas arbustivas.
Los dafios que ocasiona son en general pudriciones en rafz, cuello {cancrosis),
frutos, atizonamiento en hojas, marchitez y atizonamiento de pléntulas a mas
de 200 especies de plantas en 150 generos botanicos distribuidos en 60
familias (Erwin and Ribeiro, 1996; Romero, 1993).

En fresa es de gran importancia econdémica (Madden et al., 1991) ya que bajo
condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad, mas del 80% de los
frutos pueden llegar a ser afectados en areas infectadas; ademas del fruto, el
dafio también se presenta en el caliz, pedunculo ¥y tallos del fruto. Lesiones
cafés oscuro se presentan tanto en frutos verdes como maduros.
Posteriormente las lesiones se tornan café prillante, llegan a ser de color

purpura (Erwin and Ribeiro, 1996).

Los sintomas que presentan las plantas de fresa con pudricion del cuello son:

marchitamientos y muerte regresiva de la planta. Las raices muestran necrosis

y lesiones rijizas cafés dentro del cuello (Wilcox, 1989).
Morfologia

p. cactorum esta clasificada en el grupo | (Waterhouse, 1963; Stamps et
al.1990). El micelio es de apariencia general liso, poco hinchado pero no
toruloso, hifas moderadamente gruesas (de 3.5 a 145 pm) y muy ramificadas;
esporangiéforos ramificados, en simposio simple; esporangios papilados,
normalmente terminales y ocasionalmente intercalares, la forma es muy variada
ya ‘que pueden ser elipsoidales, obpiriformes U ovoides a esféricos, son
caducos con un pedicelo corto, de 21 a 54 X 17 a 46 pm, con papila conspicua;
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clamidosporas abundantes, esféricas O terminales, raramente intercalares,
germinan en corto tiempo y emiten tubos germinativos que a su vez originah
clamidosporas secundarias; los oogonios son globosos, lisos, con base
alargada en forma de embudo, de 23 a 34 pym de diametro; anteridios
paraginos, nacidos en la misrha hifa del oogonio ¥ proximos a la base de éste;
oosporas esféricas con pared gruesa, pleréticas, de color amarillo paja, de 20a
20.5 um de diametro, producidas homotalicamente (Oudemans et al., 1991,
Romero, 19983). ' '

Ciclo de vida

Las oosporas de P. cactorum sobreviven en frutos momificados en campo aun
~ cuando las temperaturas en invierno son inferiores a -1.1°C (Grove et al., 1985)
y como los fruto sanos estan proximos al suelo, se ven afectados rapidamente
por la extension del inoculo con el salpique de la lluvia a plantas sanas (Madden
and Eliis, 1990).

2 5.2 P. capsici Leonian (1922)
Antecedentes

P. capsici fue descrito por Leonian (1922) como agente causal de la marchitez
del chile en Nuevo Mexico, U.S.A., €l cual fue originalmente considerado como
hospedante especifico, sin embargo esta especificidad no fue muy duradera y
no se puede usar como un criterio taxonomico, porque actualmente este

patégeno se encuentra afectando a un gran aumero de especies de plantas
hospedanies (Erwin and Ribeiro, 1996).



Hospedantes

Este oomycete es el agente causal de la enfermedad mas universalmente
conocida como marchitez del chile (Ortega, 1990). Esta enfermedad afecta de
forma grave a los cultivos de chile en estado de plantula e incluso, otras plantas
adultas de solanaceas. En especies de cucurbitaiceas es un paidgeno muy
destructivo {Café-Filbo, 1995). Y también puede ser tan destructivo en campos
de Zanahoria, Jitomate, Berenjena, y dltimamente en cacao, debido a su gran

velocidad de crecimiento y esporulacion abundante (Romero, 1993).
Sintomatologia y dafo

Esta enfermedad puede causar marchitez foliar, pudricion en fruto, tallos y
raices. E! hongo puede provocar dafios en cualquier parte de la planta y estado
de desarrollo (Tsao, 1991), observandose marchitez Yy amarillamiento
generalmente después de la floracion. En el tallo y raiz principal se observa un
necrosamiento rhuy marcado en el tejido interno y externo. Los tejidos dafiados
son de consistencia dura y no se desprenden con facilidad, en hojas se
presentan lesiones de color verde palido a café claro con margen amarillento,
textura rigida y quebradiza (Mendoza, 1996). En las ramas llegan a observar
lesiones de color café oscuro y €n los frutos se presentan manchas cafés de
consistencia acuosa hundidas a veces cubiertas por el micelio del hongo,
generalmente en el punto de contacto entre el fruto y el suelo, infecta tanto
frutos verdes como maduros, las semillas también son afectadas (Jones et al,
1991).

El hongo P. capsici no tiene preferencia por algun tejido, por lo que es capaz de
infectar cualquier parte de la planta, sin importar la edad de 'a misma. La
infeccion primaria se inicia a nivel del suelo, la parte invadida pierde turgencia,

cae o queda erguida (Espinoza, 1999).
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El dano se presenta en preemergencia y postemergencia; en el primer caso la
semilla solo alcanza a germinar y la radicula se muestra de color café con
muerte rapida, en el segundo, la planta presenta flacidez progresiva hasta
marchitarse por completo, aprec1andose asi en el cuello un estrangulamiento
café oscuro que luego ocasiona |a muerte. El estrangulamiento por lo general se
presenta después de la floracion con una incidencia mayor que en
preemergencia; los puntos dafiados se colorean rapidamente y se arrugan sin
~que la planta cambie de coloracion. Puede provocar atizonamiento de hojas y
una pudricién hundida de frutos con un crecimiento blanco en el interior del fruto.
El hongo penetra por el cuello de la planta, provoca una pudricion dura y
ocasiona la marchitez de la planta, la cual es causada basicamente por una
toxina que secreta el hongo y mata a las células por taponamiento de los haces

vasculares (Mendoza, 1993).
Morfologia

Es un hongo heterotalico clasificado en el grupo 1l (Waterhouse, 1963, Stamps
et al.,1990) de micelio cenocitico, con abundantes ramificaciones lisas, €
hinchadas y de colonia finamente radiada; espo_rangloforo simple o ramificado
de forma robusta y gruesa con un hinchamiento cercano a la base del
esporangio, el cual es ovoide y guarda la relacion 1.7 um de largo por ancho,
de crecimiento indeterminado 'y simpodio simple, papila conspicua, en
ocasiones dividida y frecuentemente con dos papilas; clamidosporas raras 0
ausentes, presenta un peciolo largo el cual varia entre aislamientos de chile y
cucurbitaceas (Ristaino 1990); oogonio esférico a subesférico, de paredes
lisas; anteridios basales anfiginos de 2 a 21 pm de largo por 12 a 17 um de
ancho; oosporas generalmente apleroticas, esféricas a subesféricas con pared
gruesa lisa, de un diametro promedio de 31.5 ym (Romero, 1993).
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Ciclo de vida

Habita en el suelo de forma natural, sobrévive sobre y dentro de ia semilla, una
forma de inoculo primario son las oosporas que son capaces de sobrevivir en el
invierno (Galindo, 1962). En las plantas de chile la infeccion se presenta en la
etapa de plantulas pero el problema principal se observa en la época de
floracién, en las cucurbitaceas el problema principal es en la etapa de

fructificacion (Mendoza, 1993).
2.5.3 P. cinnamomi Rands (1922)
Antecedentes

La primera descripcion de esta especie la realizd Rands en 1922 como el
agente causal del cancro en Cinnamomum purmannii en Sumatra. Desde
entonces se ha demostrado que esta especie causa pudriciones de raiz severas

en una gran cantidad de arboles forestales (Erwin and Ribeiro, 1996).
Hospedantes

- Desde que sé comenzo a estudiar este patoégeno se ha encontrado un variado y
numeroso grupo de hospedantes tales como: aguacate (Turkey, 1933); pifia
(Sabih, 1930); pino, cipres, coniferas (Newhook, 1959); durazno, papaya, etc.
(Zentmyer, 1976) eucalipto (Podger, 1972); azalea (Jenkis et al., 1970), entre
muchos otros. Razén por la cual, este patdgeno es conocido mundialmente
(Citados por Erwin and Ribeiro, 1996).
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Sintomas y dafio

Es un patogeno habitante del suelo, gconomica y gcologicamente importante a
‘nivel mundial que ataca a un rango amplio de plantas,hospedantes (Linde et al.,
1994). Infecta a las raices ocasionando pudricion y posteriormente el follaje de
la planta infectada llega a ser clorética y se marchita, causando rapidamente
una muerte regresiva en la planta (Robin et al., 1992). Los frutos no alcanzan su
tamafo normal y es comun observar que se producen en namero mayor, debido
a que la pudricién de la raiz impide la circulacién completa del alimento
elaborado y eéste se acumula en la parte area, y estimula la formacion de frutos
(Romero, 1993).

Morfologia

p. cinnamomi se encuentra ubicado en el grupo V! (Waterhouse, 1963; Stamps
et al.,1990) debido a las caracteristicas siguientes: Micelio cenocitico, turuloso,
con vesiculas globosas 0 piriformes de diferentes tamafios, por lo que las hifas
presentan un diametro variable que va de 3.5 a 21 pm (Romero, 1993). Una
caracteristica importante del crecimiento micelial en medio de cultivo es quée
presenta un aspecto de rosa o camelia, debido al crecimiento deprimido ¥
algodonoso del micelio, que tiene lugar a intervalos regulares; esporangiéforos
en simposio simple © ramificado, en ocasiones por proliferacion esporangial,
pueden ser cortos o largos; los esporangios son ovides, obpiriformes ©
elipsoidales a alongados, sin papila (Erwin and Ribeiro, 1996), no se producen
en medios solidos, si embargo en extracto de suelo se forman en abundancia
{Romero, 1993; Mendoza, 1993) llegando a medir de 23 a 63 X 15 a 38 pm.
Este patégeno produce un gran nimero de clamidosporas esféricas, ovales,
piriformes, terminales o intercalares, frecuentemente en racimos que persisien
en plantas sin sintomas, residuos y sueloﬂpor muchos afios (Zemtmyer et al.,
1966). Como especie heterotalica, las oosporas se producen cuando tenemos
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Hospedantes

Este patogeno tiene como hospedante principal a los frutos de citricos que s€
localizan en las regiones mediterraneas y subtropicales de varias partes del
mundo, también ataca a ofros cultivos de importancia econdmica como. tomate,

pifia, aguacate, durazno, frambuesa, uva, entre otros (Erwin and Ribeiro, 1996).
Sintomas y dafio

p. citricola €8 causante de enfermedades importantes en los citricos. La
infeccion en el fruto produce una pudricién parda, el area afectada es de color
café, correosa y no hundida comparada con la corteza adyacente. En
condiciones humedas s€ _fdrma un micelio blanco en 1a superficie de la corteza
del'fruto, y Si continuan las condiciones favorables, el hongo produce 108
esporangios, los cuales se dispersan a los frutos en toda la cdpa. La mayor
parte de 108 frutos infectados se caen pronto y los que son recolectados puede
que no muestren ningun sintoma hasta después de haber sido conservados en
almacén durante unos dias. Las raices son infectadas en el corexy causan un
deterioro de las raices fibrosas. El cortex se hace blando, s€ decolora y aparece
humedo. Las raices fiorosas se desprenden de su cortex, dejando solo el
cilindro central (tejido yascular) que sobresale de los extremos de las raices
(Timmer et al., 2002). |

Morfologia

p. citricola - €8 clasificado en el grupo i (Waterhouse, 1063; Stamps et

al. 1990). La forma del esporangio es muy variable, puede ser ovoide,

obclavada Yy obpiriforme a delgada Y aplanada de un lado ¥ ocasionaimente

pifurcadas con dos, tres o hasta cuatro apices (Zentmyer, 1974). Los

esporangios son semipapilados de 30 a 75 pm de largo X 21 a 44 ym de ancho.
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Los esporangiéforos ocasionalmente en simposio simple. Es una especie
homotalica con anteridios paraginos (raramente anfigenos); ‘cogonios son
esféricos con un diametro de 18 a 35 um; las oosporas Son esféricas, la

mayoria pleréticas de 16 a 30 pm en diametro (Erwin and Ribeiro, 1996).
Ciclo de vida

Este patogeno sobrevive en los desechos de las raices. El cortex podrido se
desprende y el hongo produce clamigosporas, qué pueden persistir en el suelo
durante largos periodos de tiempo. Cuando yuelven las condiciones favorables,
las clamidosporas germinan indirectamente préduciendo esporangios Y
zoosporas, 0 directamente produciendo micelio. También puede persistir como
micelio o esporangios de paredes gruesas en raices vivas infectadas. Los frutos
son infectados cuando estan proximos a la ‘madurez por esporangios Y

zoosporas salpicadas desde el suelo. Después se producen infecciones
secundarias, desde las partes de la planta situadas por encima de la tierra,
debidas al indculo que es dispersado por €l salpique de agua o por lluvia con

" viento fuerte (Timmer et al., 2002).
2.5.5 P. cryptogea Pethybridge and Lafferty (1919)
Antecedentes
Primero fue descrito como el agente causal de la pudricion del pie de tomate en
Ianda por Pethybridge and Lafferty en 1919. Ahora es reconocido & nivel
mundial como un patébgeno importante de ornamentales, principaimente

aquellas cultivadas bajo invernadero y de muchos arboles frutales (Erwin and
Ribeiro, 1996).
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Hospedantes

p. cryptogea ataca una gama amplia de arboles y arbustos prunus malus,
populus, eucaliptos, casianea, cultivos como: tomate, papa, cartamo, frijol,
alfalfa, meldn, garbanzo, espinaca Y berro. También son hospedantes
frecuentes las flores corho: gerbera y otras compuestas (Aster, Callistephus,
Chrysanthemum, Dahlia, Osteospermum, Seneceio, Tagetes, Zinnia), pero
tambien Tulipa, Sinningia, Papaver, Cheiranthus, Matthiola, Antirrhinum,

Gysophila, Lupinus, Begonia (Smith, 1992).

sintomatologia y dafio

P. cryptogea €s un patdgeno importante en ornamentales capaz de destruir
yuna gran cantidad de plantas al extenderse con rapidez en el cutivo (Smith,
1992); invade los tejidos de la corona casi a nivel del suelo y avanza hacia las
raices, y tiene cOmo consecuencia que 1as hojas se mafchiten repentinamente y
mueran en cuestion de dias. Los tejidos enfermos de la corona y raiz son
suaves y humedos de color cafe obscuro € inodoro. Esta enfermedad se
caracteriza pof el desprendimiento de la corteza al arrancar la planta y solo sale
el cilindro central (Romero y Solis, 1996). También existe formacion de
manchas blanguecinas en la base de los tallos principaimente a nivel de

esqueje (Arbos, 1992).

Smith (1992) menciont que la gerbera es susceptible en cualquier estadio, pero
puede serlo mas durante la floracién. Los sintomas que sé presentan se inician
en la base del peciolo dé las hojas gue s€ ennegrecen Y acaban por' podrirse,
asi como el cuello de la planta. Las raices que en el comienzo del ataque
presentan un estado normal, finalmente ennegrecen Y pudren (Bafios et al.,
1993).
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P. cryptogea se puede encontrar eén agua de riego, donde puede sobrevivir en
ausencia de su hospedante. Es un saprofito que tiene la capacidad de
colonizar la materia organica muerta en donde puede persistir por mas de

cuatro afios en ausencia de su hospedante (Erwin and Ribeiro, 1996).
Morfologia

p. cryptogea esta ubicada en el grupo Vi (Waterhouse, 1963; Stamps et
al.,1990). Micelio cenocitico, liso y radiado. El esporangio es oval a obpiriforme
con base redondeada, sin papila y persiste sobre el pedicélo; los esporangios
que se desarrollan después tienden a ser mas alongados y de formas. variables -
(Ho et al., 1992). El tamafio va de 30 a 93 um de largo Yy de 15 a 51 ym de
ancho. Los esporangioforos son de 2 a 3.5 um de ancho, Es una especie
heterotalica que requiere de uh aislamiento opuesto para la formacion de
Oogonios y Qosporas. E} anteridio es anfigeno Y esférico con 10 um-de
diametro, algunas veces puede ser oval 0 cilindrico. Los Oogonios son de 28 a
40 pm de diametro con paredes lisas ¥ de color amarillo café con la edad. Las
Qosporas son plerdticas de 20 a 32 pm de diametro con paredes delgadas
(Erwin and Ribeiro, 1996)

_Ciclo de vida

P. cryptogea cuando en el suelo existe agua libre produce micelio y esporangios
abundantes; los cuales liberan zoosporas, qué al penetrar la base del tallo por
medio de un tubo germinativo causa lesiones pequefias de color café oscuro. El
tubo germinativo crece en los tejidos internos de la planta y se convierte en
micelio a expensas de las células de la planta, las cuales descompone (causa la
pudricion) para obtener alimento. Como consecuencia las lesiones se extienden
horizontal vy verticalmente, llegando a ‘afectar una gran parte del tallo y raiz
(Romero, 1993).
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2.5.6 P. fragariae Hickman (1940)
Antecedentes

La enfermedad fue observada por primera vez en Escocia en 1921 causando
serios problemas en plantas presentando achaparramiento, clorosis y caida de
frutos: sin embargo Alcock (1929), describid la enfermedad como la pudricién
rojiza debido a que en cilindro central de las raices se tornan rojizas e indico que
el agente causal de dicha enfermedad es una especie de Phytophthora debido a
la presencia de oosporas, pero Hickman en 1940 sefialo que el agente causal de
la pudricidn basal rojiza de la fresa fué P. fragariae (Milholland, 1994).

Hospedantes

Mckeen (1958) reporté a una raza de P. fragariae infectando zarzamora en
Briths Columbia, Canada, causando una degeneracion de las raices en el
cultivo; pero Wilcox en 1993 realizd estudios morfoldgicos, fisiolégicos v
moleculares indicando que los patégenos asociados al cultivo de zarzamora y
fresa pertenecientes al género Phytophthora son organismos diferentes pero
relacionados y concluyé que P. fragariae var. rubi es el patdgeno presente en
zarazamora y P. fragariae var. fragariae es el patogeno asociado al cultivo de

fresa.
Sintomas y dafio

El cilindro central rojo actualmente es reconocido como la enfermedad mas

importante de la fresa en el mundo (Erwin and Ribeiro, 1996). Los sintomas de

la enfermedad generalmente no se manifiestan durante el primer afo, si no

hasta fines de la primavera o a principios del otofio del afio siguiente (Milholland,

1994), época en que aparecen manchones de plantas poco desarrolladas, con
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las hojas de color verde opaco y muy pocos frutos. Ademas de los sintomas
descritos, 1a enfermedad produce sintomas muy caracteristicos en la raiz. Sise .
compara una planta sana con una enferma se podra apreciar que las raices de
la planta sana son de textura firme y con numérosas raices secundarias,
mientras que las raices de la planta enferma muestran una pudricion suave, casi
no tiene raices secundarias y la corteza se tiende a separar del cilindro central,
el cual al quedar expuesto al aire libre, adquiere la coloracion roja (Romero,
1993).

Morfologia

p. fragariae esta clasificado en el grupo 'V (Waterhouse, 10963: Stamps et
al. 1990). Micelio cenocitico poco ramificado, hifas que crecen extra e
intercelularrmente, frecuentemente moviend_ose de una céluia a ofra y
penetrando directamente por las paredes celulares. Posteriormente se da la
formacion de organos reproductivos y de esporangios (Milholland and Daykin,
: 1993), los cuales son obpiriformes, ovoidés de 32290 pm X 22 & 52 um de
largo y ancho, sin papila; esporangi6foro en simposio simple 0 ramificado,
generalmente cortos; gametangios producidos homotalicamente en el cilidro
central de 1a raiz; los ooghios son globosos a subglobosos, de paredés gruesas
a lisas de 28 a 40 um de diametro; anteridios anfigenos ¥ paraginos,
predominando los Gltimos; oosporas esféricas de paredes gruesas a lisas de 24

a 44 um de diametro, apleroticas (Milholland, 1994).
Ciclo de vida

Las zoosporas de P. fragriae son los propagulos principales que al entrar en

contacto con el hospedante causan la infeccion; estas se trangportan a través

del agua y duran por mucho tiempo enquistadas, germinan y entonces penetran

por las células epidermicas de las raices. Law and Mihalland (1991),
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determinaron que el sitio de infeccién de P. fragariae en raices de plantas de
fresa esta entre los 10 mm de la punta de la raiz, donde se comienzan a producir

nuevos esporangios y se da la infeccion (Mitholland, 1994). .
. 2.5.7 P. infestans (Mont.) de Bary (1876)
Antecedentes

P infestans es el agente causal del tizon tardio de la papa y tomate, aparecio
casi simultaneamente en Europa y Estados Unidos en la década de 1830-1840
(Hooker, 198'1), causando darios severos a la papa, particularmente en Irlanada.
E! primero en describir la taxonomia de este patégeno fue Martius (1842), quien
le di6 el nombre de Gangrena tuberum solani, en 1845, Montagne la clasifico
como Botrytis infestans. Unger, en 1847, la cambi6é al género Peronospora,
hasta que finalmente De Bary en 1876, propone el género Phytophthora,

sugiriendo a esta especie como tipo (Romero, 1993)
Hospedantes

p. infestans tiene un rango limitado de hospedantes, los hospedantes
principales son las solanaceas, entre ellas papa y tomate; es considerado de
gran importancia por los dafios severos que ocasiona a la papa, siendo esta un

cultivo vital para la dieta de la gente en el mundo (Erwin and Ribeiro, 1996).
Sintomas y dafio

E] tizon tardio causado por el Oomycete P. infestans es una enfermedad
devastadora de la papa y tomate (Andrivon, 1995). Su nombre se debe acausa
de los sintomas de guemado que provoca en el follaje y fruto de ambos cultivos.

E| sintoma en hojas se presenta con manchas necroticas color café oscuro 0
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café purpura, rodeadas por un halo color verde amarillo, las cuales si el tiempo
es humedo y fresco se desarrolla rapidamente, cualecen y cubren toda la hoja,
generalmente aparecen primero en la punta y margenes de Ié hoja, después
llegan a cubrirla toda, al peciolo y base del peciolo. Por el envés de la hoja las
manchas se cubren de un vello blanquecino; de aqui la infeccion avanza hacia
el peciolo y luego al tallo, el cual muestra una pudricion café oscura, al principio
y despues superficialmente blanguecina provocada por el desarrollo del
micelio, esporangiéforos Y esporangios qué en conjunto dan esta tonalidad
(Erwin and Ribeiro, 1996; Romero, 1993). Los brotes y ramas son también
atacados y presentan sin‘tomas similares a las hojas. El ataqUe en tubérculos se
caracteriza por la presencia de areas irregulares obscuras, firmes relativamente
superficiales de aproximadamente 1.5 cm de profundidad (Mendoza, 1993). En
frutos de tomate, 108 sintomas aparecen €n cualquier fase de crecimiento y son
mas comunes en el pedunculo. Las manchas gris verdosas alcanzan un tamafio
y forma definida. Si las condiciones optimas estan presentes, el hongo fruciifica

en la superficie de l0s frutos enfermos (Romero, 1993).
Morfologia

pP. infestans €s clasificado en el grupo v (Waterhouse, 1963; Stamps ef
al.,1990). Micelio liso y no muy ramifidado gue va de 42 a 13.5 pm de
diametro, esporangiéforos ramificados en simpodio compuesto  con
hinchamientos en las ramas donde nacen los esporangios, de crecimiento
indeterminado; l0s esporangios son ovoides, elipsoides a limoniformes, con
papiia incospicua, el tamarfio es de 36 X 22 ym a 29 X 19 um (Waterhouse,
1963). Es una especie heterotalica con anteridios anfigenos. Gametangios: los
oogonios. son de 31 a 50um de diametro, ﬁ-sos y glohosos, el anteridio
anfigeno; las oosporas lisas, esféricas de paredes gruesas, aplertticas de 24 a
53um de diametro (Erwin and Ribeiro, 1996).
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Ciclo de vida

" Este patdgeno persiste en el suelo e inverna en forma de micelio en los
tubérculos de papa infectados, también sobrevive en areas cultivadas de papa
donde existe los tipos de compatibilidad A1y A2 (Andrivon, 1995). Este micelio
se propaga en los tejidos de los tubérculos de papa llegando a unos cuantos
retofios gque se formaron a partir de los tubérculos infectados que se utilizan
como semilla. El micelio. s& propaga hacia el tallo de las plantas con mayor
rapidez a nivel de la region cortical, dando como resuttado 1a decoloracion y €l
colapso de las celulas de esa zona. Posteriormente el micelio se desarrolia
entre las células del talio, pero rara vez sé le encuentra en le sistema vascular,
este crece a través del tallo y llega a la su_perﬁcie del suelo y cuando alcanza
las partes areas de la planta, produce esporangioforos que emergen a traves de
los estomas de las hojas y del! tallo, sobre los cuales sé forman los esporangios
que sé desprenden y son diseminados por 1a lluvia o el aire y que al depositarse
sobre hojas o tallos hiamedos de plantas de papa los esporangios germman y

producen infecciones nuevas (Erwin and Ribeiro, 1996; Agrios, 2001).

2.5.8 P. erythroseptica Pethybridge (1913)

Antecedentes

Fue descrita por vez primera en Irlanda por Pethybridge, en 1913, como agente
causal de la enfermedad llamada pudricion rosada de la papa. Once afios
después fue descubierta en Escocia y luego en Inglaterra. Actualmente se le

encuentra en diferentes partes del mundo donde se cultiva papa (Erwin and
Ribeiro, 1996).
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Hospedantes

Aunque P. erythroseptica es un patégeno importante en solanaceas como:
tomate y papa, pero también se ha reportado en otras plantas como: cafna de

azucar, espinaca, trigo, tulipén, col, entre otras (Erwin and Ribeiro, 1996).
Sintomatologia y dafio

L a enfermedad rosada de la papa es la mas grave queé causa P. erytroseptica
cuyos sintomas son. marchitez de la parte area y pudricion humeda de los
tubérculos. E! problema empieza durante el desarrollo de estos altimos; en su
accion sobre los tubérculos, la pudricion rosada es mas rapida y destructiva que
el tizon tardio; y de igual forma en tubérculos almacenados las pérdidas son
mayores. La ‘marchitez es precedida por una clorosis y enrrollamiento de las
hojas; los brotes son también afectados y €S notable la formacion de un racimo
de tubérculos muy cercano al suelo. Sin embargo, los sintomas realmente
caracteristicos de la enfermedad solo se pueden observar cuando se arranca la
planta y sé examinan los tubérculos de un tamafic mayor. Estos si se ven
completamente afectados son de color café, se encuentran cubiertos con:
numerosas particulas de suelo, tienen consistencia de hule, Y si se les
presionan, exudan un liquido pegajoso. Adicionaimente al cortar los tubérculos
parciaimente infectados, el area necrética, adquiere una coloracién tipicamente
rosada por quedar expuesta' al aire durante unos 10 & 15 minutos, (Romero,
1993).

Morfologia

Clasificada en el grupo VI (Waterhouse, 1963; Stamps et al. 1990). Con micelio
regularmente uniforme y fino (7 um de grosor), ocasionalmente con
hinchamientos angulares; los esporangiéforos son simpodiales y ramificados
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exactamente abajo del esporangio, los cuales no presentan papila y son
elipsoidales, ovoides, obpiriformes 0 de formas distorsionadas, de 43 2 69 um
de largo por 28 a 47 pm de ancho; €s una especie heterotalica con anteridios
anfigenos casi esféricos de 14 a 13 um; oogonios lisos, globosos de 30 a 35
um; 00Sporas apleréticas de 28 a 35 um de diametro (Erwin and Ribeiro, 1996, |
Romero, 1993). '

Ciclo de vida

La enfermedad inicia por medio de oosporas €n dormancia como inoculo y se
ven favorecidas por humedad aita en el suelo y temperaturas entre 20 y 30°C.
que posteriormente infectaran fubérculos de. papa. La diseminaciéh del
patbgeno se da por medio de la zoosporas. Lonsdale et al. (1 980) inocularon
zooporas Y micelio para inducir sintomas en tallos, estolones y raices, sin
embargo la infeccion ocurri¢ en el tubérculo (formacion de oosporas en la
supefficie de! tubérculo) pero sin sintomas. Por lo que concluyeron que las
oosporas presentes en tubérculos de papa sin sintomas son una fuente de

inoculo en terrenos NO infectados infectados. (Erwin and Ribeiro, 1996).
2.5.9 P. phaseoli Thaxer (1889)
Antecedentes

Fue descrito por vez primera por Thaxer en 1889, ¥ corregido por Clinton en

1906. Causa dafios severos en frijol lima (Erwin and Ribeiro, 1996). -
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Hospedantes

Afecta principalmente al frijol lima, aunqgue lo podemos encontrar en otros
cultivos como: mostaza, tomate, rabano, berenjena Y esparrago (Erwin and
Ribeiro, 1996). '

Sintomatologia y dafio

Esta enfermedad es muy destructiva de vainas de frijol; los retonos y peciolos
son poco afectados. La enfermedad comienza con lesiones de forma irregular
de color purpura; posteriormente se observa una vellosidad blanquecina sobre
la superficie de la vaina ocasionada por €l micelio y esporangios de patdgeno.
Las vainas infectadas pierden turgencia y por tanto su valor comercial (Erwin
and Ribeiro, 1996). -

Morfologia

pP. phaseoli es clasificado en el grupo IV (Waterhouse, 1963, Stamps et.
al.1990). El esporangio es semipapilado, oval © eliptico, con una base
truncada. El tamafo es muy variado segun el medio donde haya crecido.
Thaxer (1889) reporto las dimensiones de 35 a 50 pm de largo X 20 a 24 ym
de ancho. Los esporangioforos en simpodio ramificado y dilatados en la base;
esta especie es homotalica, con anteridios anfigenos en forma de esfera
aplanada, los 0ogonios son suberféricos que van de 16.2 a 35.6 pm de

diametro y oosporas de 14.4 a 26.6 pm de diametro (Erwin and Ribeiro, 1996). -
Ciclo de vida
El patbgeno inverna en el suelo en forma de oosporas o COMo micelio sobre

vainas de frijol. Las oosporas las cuales se forman en [as vainas y las semillas
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- sobreviven al invierno y son capaces de causar la enfermedad. Por otra parte
los esporangios pueden ser diseminados por el aire y ocasionar la enfermedad.
(Erwin and Ribeiro, 1996).

2.6 Métodos de diagnéstico para las especies de Phytophthora

Para la identificacion de especies de Phytophthora existen varias metodologias
como: método tradicional (claves taxondmicas), métodos serolégicos (ELISA) ¥
métodos moleculares que incluye: polimorfismos €N la longitud de los
fragmentos de ADN (RFLP); en el cual se analiza el ADN nuclear y mitocondrial
y mas recientemente los polimorfismos conformacionales de de cadena sencilla

(SSCP), donde se hace un analisis del espacio transcrito interno (ITS).
2.6.1 Método tradicional‘(cl'aves taxonémicas)

La identificacion de este patogeno esta basada principalménte en
caracteristicas fisiologicas y morfolégicas que incluye: rango de témperatura de
crecimiento, forma y textura de la colonia, tamafo Yy morfologia de las
estructuras reproductivas, ausencia o presencia de papila en el esporangio;

especificidad con el hospedante (Erwin and Ribeiro, 1996).
2.6.2 Métodos serologicos

Los métodos inmunologicos son ampliamente utilizados en la deteccion de
patégenos en areas agricolas. Un diagnostico inequivoco depende de ia
afinidad vy es_pecificidad del anticuerpo utilizado, lo que permite realizar 12

deteccion de bajas concentraciones de un patogeno.

En un principio estos métodos se desarrollaron para la deteccién de virus, sin
embargo mas adelante se aplicaron para hongos (Miller and Martin, 1988). El
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género Phytophthora puede ser detectado por este meétodo, por lo gue se
liegaron @ desarrollar  variaciones en la metodologia del ensayo de
inmunoadsorcion con enzimas ligadas 0 ELISA (Enzyme—Linked .Inmunosorbent
Assay) para una rapida deteccion de las especies (Gabor et al., 1993), como el
caso de P. cinnamomi (Cahill and Hardham, 1994).

lLa prueda de ELISA esta basada en la capacidad que tienen los agentes
fitopatdgenos (antigeno) para desencadenar 1a produccion de inmunoglubinas
(anticuerpo) cuando son inyectados en organismos de sangre caliente. Estos
anticuerpos reaccionan especificamente  con la proteina del patogeno
inyectado. Para este género algunos anticuerpos policlonales reconoce tanto
especies de Pythium como de Phytophthora, otros a solo especies de
Phytophthora. L os monoclonales son mas gspecificos pero requiernen alias

técnicas de tratamiento (Erwin and Ribeiro, 1996).
2.6.3 Métodos moleculares

Las técnicas moleculares han permitido la deteccion y caracterizaciéh molecular
de fitopatégenos COMO hongos, bacterias, virus, nematodos Y fitoplasmas,
principalmente paralelo a la caracterizacion morfologica de un hongo. Las
técnicas moleculares NO son un substituto a las metodologias clasicas de
micologia para la identificacion de especise fungosas; son una herramienta
cientifica, que adicionalmente proporcionan, confirman o amplian, la informacion

de un hongo a nivel genético (Yahez, 2001).
2.6.3.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Kary Mullis en el afio de 1985, descubrio la reaccion en cadena de la
polimerasa O PCR (por sus siglas en eingles) esta técnica es una sintesis
enzimatica ciclica en donde las cadenas de ADN son copiadas “in vitro®. Para
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esto, la PCR involucra un par de iniciadores (ologonucleétidos o praimers) que
rodean los segmentos de ADN que son amplificados por ciclos repetidos. El
producto de la extension del primer ciclo sirve de molde para el siguiente, de
manera gue el numero de copi‘as del ADN blanco s€ duplica exponencialmente

en cada ciclo de polimerizacién (Willlams et al., 1990).

Los componenetes requeridos para una reaccion de PCR son: una mézcla de
desoxinucledsidos trifosfatados (dNTP's), iones de magnesio, una enzima ADN
polimerasa termostable, una mezcla ‘de iniciadores (oligonucleotidos [+
praimers), ¥ el ADN. Si se colocan estos componenetes en un tubo de reaccic’mr,
La ADN polimerasa puede incorporar uno a uno los nucledtidos
correspondientes, €8 decir, sie el templado O molde existe una A (adenina) el
nuclec’)tido a incorporar serd T (tiamina), G (guanina) enfrente de C (citosina) ¥
asi sucesivamente, de manera que la cadena siempre estara creciendo hasta
que se agote la mezcla de reactivos. Dicho procedimiento se realiza in vitroy en
una serie de ciclos sucesivos en una reaccion en cadena. LLos oligos o bases
sintéticas, debido a su capacidad de hibridarse con la molécula molde u original
de acido nucleico, define el inicio de copiado de la cadena. Si se colocaran dos
oligos cuya secuencia define exiremos de un segmento determinado de ADN,
estos se hibridaran con las cadenas molde previamente separadas €n el
proceso de desnaturalizacion, cuando se encuentran coh la ADN polimerasa en
la reaccion, resultando dos moléculas cuyos extremos estan definidos por los
Qligonucleétidos que corren en sentido opuesto a o largo de la cadena molde.
Las cadenas resultantes son complementarias entre si, y se encuentran &l
doble de moléculas con la secuencia de 108 oligonucleétidos que fueron
adicionados en la mezcla de reaccion, al repetirse este proceso de forma ciclica
el resultado €8s un crecimiento exponencial. Al dar inicio el nuevo ciclo se
obtendran cuatro moléculas de la region entre los oligonuclettidos. Los ciclos
subsecuentes fomaran 8, 16, 32, 64 moléculas y asi sucesivamente. Con la
PCR se pueden obtener segementos especificos de ADN para crear millones
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de moléculas a partir de una cuantas, o incluso de una sola. Para esto se hace
uso de la ADN polimerasa sintética que soporta temperaturas de 08°C (Rojas,
1998). |

Desnaturalizacion. Para dar inicio a la reaccion se requiere que el ADN molde
se encuentre en forma de cadena sencilla, esto se logra aplicando temperaturas
de 90 a 95°C que producen la ruptura de los puentes de hidroégeno
intercatenatrios y por lo tanto la separacion de ambas cadenas. Para conseguir
la completa separacion de las hebras de toda la muestra esta temperatura debe
mantenerse unos minutos. Si el ADN solo sé desnaturaliza parcialmente este
tendera a renaturalizarse rapidamente, evitando si una eficiente hibridacion de

los iniciadores y una posterior extension.

Hibridacién. Esta fase también se denomina fase de “gnillamiento” o de
emperejamiento. Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre 40 y los 60°C pafa que se
pueda producir la union de los iniciadores a las secuencias flanqueantes del
'fragmento que se va amplificar. La temperatura de fusion (Tm, “melting
temperature”), depende de varios factores y €8s relativamente especifica para
cada iniciador. La longitud de los iniciadores y la secuencia son criticas en la
designacion de los parametros de una arﬁplificacic’m, una formula simple para

calcular la Tm es la siguiente:

Tm= 4(G+C) + 2(A+C).

Por consiguiente cada praimer requiere de una serie de estudios
experimentales para determinar su temperatura de anillamiento especifica ya

que si su temperatura es muy baja la union se hara de forma inespecifica y si es

muy alta no se producira una unién completa.
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Extension. Durante este paso la polimerasa incorpora nucledtidos en el
extremo 3’ del primer utilizando como molde la cadena de ADN previamente
desnaturalizado. La temperatura a la que se lieva acabo este paso suele ser
72°C ya que es la temperatura a la que la polimerasa alcanza su maxima
actividad. Normalmete una extension de 20 seguhdos es suficiente para
fragmentos menores de 500 pb (pares de bases), y 40 segundos por encima de
1.2 kb’ (Kilobases). | |

2.6.3.2 Técnica rDNA-ITS (Internal transcriber spacer regions).

Se basa en que los genes nucleares ribosomales 188, 5.8S, ¥ 283 son
altamente conservados, y sé encuentran unidos internamente por las siguientes
regiones: ITS1y ITS2. Por lo que la amplificacion de estas regiones, incluyendo
todo el gen 5.88 y las regiones adyacentes de los ostros dos genes por PCR
con praimers‘ universales, y la secuenciacion de nucledtidos, permiten
caracterizar molecularmente a los hongos a nivel de género y a nivel de
especie, por alineacion con las secuencias depositadas en el banco de genes.
Aungue, en algunos casos, especies morfolégicamente muy similares pudieran

tener idéntica secuencia de la region amplificada (Yafiez, 2001).

Otras aplicaciones de esta técnica son: la secuencia de cualguiera de las
regiones ITS de una especie caracterizada, se puede emplear para disefar
iniciadores especificos que permiten la identificacion molecular de esas mismas
gspecies en los tejidos del hospedante © substrato, sin tener que realizar
previamente el aislamiento del hongo en cultive puro, y en diversos estudios
filogenéticos (Kirt et al., 2001).
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2.6.3.3 SSCP

Método e!ectrofqrético propuesto oMo una alternativa en el uso de técnicas
moleculares que puede utilizarse en el diagnostico rutinario de hongos
fitopatobgenos (Moricca ot al., 2000). Para este analisis s€ requiere de productos
de PCR menores a 400 pb, basando su principio en la movilidad elecitroforética
de la molécula de ADN en un gel de policrilamida, que es sensitivo al tamafio, la
carga y la forma de dicha motécula; sin embargo 12 conformacion y movilidad de
|a doble cadena de ADN son afectadas por diferentes factores fisiologicos que
incluye la composicion del gel (concentracién de la acrilamida, contenido de
glicerol Y tipo de gel) ¥ condiciones de la electroforesis (temperatura, voltaje,
concentracion del buffer y grosor del gel). Cuando las condiciones son
favorables aproximadamente 90% de los polimorfismos pueden ser detectados
en PPCR supetiores 2 450 pb y aproximadamente el 99% en PPCR por debajo
de 400 pb (Yap and McGee, 1994).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Biologia
molecular del Centro Nacional de Referencia de Diagnostico Fitosanitario
(CNRDF) de la Direccion General de Sanidad Vegetal SAGARPA y en el
Lgboratorio de Hongos Fitopatogenos del Departamento de Parasitologia

Agricola de |a Universidad AutGnoma Chapingo (UACh).

3.1 Colecta del material biolégico de especies de Phytophthora

El material vegetal sintomatico se colecto durante el periodo septiembre del

2003 a marzo del 2004 (cuadro 1}.

C_.uadro 1. Material colectado, lugar donde seé colectd y especies de

Phytophthora aisladas.

Cuautla, Morelos

olo, Guanjuato

Calabaza

wm Cuatepec de Harinas, Estado de México
. Aguacate Villa Guerrero, Estado de México

P. cryptogea Crisantemo y Villa guerrero, Estado de México
Gerbera

P. fragariae “ lrapuato, Guanajuato -
m Papa Valie de Toluca, Estado de Mexico
P. phaseoli w Ixmiquitpan, Hidalgo
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Otras especies analizadas, P. erytroseptica, p. citricola y P. cinnamomi fueron
proporcionadas por el Centro Nacional de Referencia de Diagnostico

Fitosanitario.
3.2 Obtencion de los aislamientos
3.2.1 Obtencién de P. capsici

Frutos de calabaza ¥ pepino con sintomas de pudricion fueron llevados al
laboratorio de los cuales se obtuvieron trozos de 1cm? que se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 1.5% durante 2 minutos Y enjuagados en agua destilada
estéril, secados con papel secante estéril, ¥ colocados en cajas petri con medio
- de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), el material fue incubado a temperatura
ambiente (25 a 28° C), bajo oscuridad. Al tercer dia se observo el crecimiento de
micelio en el medio de cultivo. Las plantas de chile con sintoma de marchitez
también fueron llevadas al laboratorio; $€ desechd la parte foliar y se
conservaron el cuello y la raiz. Trozos de ralz y cuello de 2 cm? de longitud
fueron sembrados por el mismo procedimiento de los frutos de calabaza y

pepino.
3.2.2 Obtencién de p. cinnamomi

Raices de arboles de aguacate con sintoma de muerte regresiva s€ llevaron al
|aboratorio; s€ lavaron con agua de la llave. Trozos de raiz de 2 cm? de longitud
fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 1.5 % Y enjuagados en agua
destilada estéril, secados con papel secante estéril y colocados en cajas petri
con medio de cultivo PDA. El matenal se incubo a temperatura ambiente bajo

oscuridad. Al cuarto dia se observd crecimiento de micelio.
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3.2.3 Obtencién de P. cryptogea

Plantas gerbera Y crisantemo con sintoma de marchitez se llevaron al
laboratorio; sé desecho la parie foliar de ambas Yy S€ oonservé la raiz de
gerbera y cuello de crisantemo. Trozos de raiz de 2 om? de longitud y de 1 om?
trozos de cuello se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1.5 % ¥
ehjuagados en agua destilada estérl, secados con papel secante estérl y
colocados €n cajas petri con medio de cultivo pPDA. El material s incubd a
temperatura ambiente bajo oscuridad. Al tercer dia se observd crecimiento de

micelio.
3.2.4 Obtencion de P. fragariae Yy P. cactorum

Plantas de fresa con sintoma de marchitez se llevaron al laboratorio; se
desecho la parte foliar se conservo la raiz y cuello. Trozos de raiz de 2 cm? de
longitud y de 1 cm? trozos de cuello se desinfectaron con hipociorito de sodio al
15 % Y enjuagados en agua destilada éstéril, secados con papel secante
 esteril y colocados en cajas petri con medio de cultivo PDA. EI material se
incubé a temperatura ambiente bajo oscuridad. Al cuarto dia se observo

" crecimiento de micelio.
3.2.5 Obtencion de pP. infestans

Plantas de papa con sintomas de Tizc’m tardio se llevaron al laboratorio, de las
que se obtuvieron trozos de 4 om? que se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 1% durante 1 minuto Y enjuagados en agua destilada esteril, secados con
papel secante estéril, ¥ colocados en cajas petri con medio de cultivo Centeno
Agar, el material fue incubado a 25°C en una camara de crecimiento. A 10s 10

dias se observod el crecimiento de micelio.
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3.2.6 Obtencion de P. phaseoli

Ejotes de frijol con sintoma de pudricion se llevaron al laboratofio, de los que s€
obtuvieron trozos de 1 cm? que se -desinfectaron con hipoclbrito de sodio al
1.5% durante 2 minutos y enjuagados en agua destilada estéril, secados con
papel secante estéril, y colocados en cajas petri con medio de cultivo PDA, el
material fue incubado a temperatura ambiente. Al cuarto dia se observo el

crecimiento de micelio.
3.3 Obtencion de aislamientos puros para identificacién

Para realizar la identificacion de las especies fue necesario obtener cultivos
puros a partir de reaislamientos en medios de cultivo selectivo, las veces
necesarias. Para P. capsici se utilizé el medio de cultivo jugo de tomate- agary
liquidolantibiético y fungicidas (Ampicilina, Rimfampicina Y PCNB). P.
cinnamomi se reaislo en harina-maiz-agar Yy liquido/antibidtico Y fungicidas
(Ampincilina, Rimfampicina, Pimaricina, Benlante y PCNB). P. cryptogea ¥ P.
fragariae €n jugo V8-agar Y liguido/antibidtico Y fungicida (Ampicilina,
Rimfampicina y PCNB). P. infestans en centeno-agar Yy quuidolantibiético'
(Ampicilina, Rimfampicina Y Pimaricina). P phaseoli en PDA y agua destilada

&steril/antibiotico y fungicida (Ampicilina, Rimfampicina, Benlate y PCNB).
3.4 Identificacion de 1as especies de Phytophthora

Para llevar acabo la identificacion se realizaron montajes de las estructuras
reproductivas de los primeros aislamientos (ya que el cultivo continuado
ocasiona distorsion de los esporangios) con glicerol puro 'y sé observaron en el
microscopio para seleccionar l0s esporangios con las caracteristicas necesarias

para la identificacion.
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La identificacion de las especies se llevo acabo con las mediciones de las
estructuras reproductivas obtenidas en cada especie y para aquellas que no se
logré obtener dichas estructuras, se tomd en cuenta el el micelio, la forma de la

coloniay la especificidad con el hospedante.

9.5 Extraccién de ADN a parfir de aislamientos puros de especies de
Phytophthora.

Para la extraccion de ADN de cada especie se utilizd el micelio puro obtenido
en medio liquido y para facilitar su manejo se cold el micelio, bajo condiciones

aseépticas. Se realizaron tres repeticiones de cada especie.

3.5.1 Extracciéon del ADN del micelib fungoso por el método de
plantDNAzol.

Se tomo aproximadamente 0.19 de micelio fresco obtenido de cultivo liquido y
se homogenizd en un mortero previamente estéril y congelado hasta pulverizar
completamente €l micelio. Lo homogenizado se.transfirié con la ayuda de una
espatula esteril a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, el cual contenia 300pL
de PlantDNAzol (lnvitrogeneR). Se mezcld vigorosamente y sé incub6 a
temperatura ambiente (25-30°C) durante cinco minutos, para permitir 1a
completa disociacion del complejo de nucleoproteinas . Una vez incubado se
agregd 300pL de cloroformo mezclandose vigorosamente y se incubd en
agitacion a temperatura ambiente por cinco minutos. Una vez incubado, se pasd
a una centrifuga con refrigeracion a 12000 xg por 10 minutos, formandose dos
fases. Se tomd todo el sobrenadante y se pasé a un tubo de microcetrifuga de
15 mL, se agregé el mismo volumen de Fenol—Cloroformo-AlcohoI isoamilico
25:25:1; se agitd vigorosamente y s€ dej6 a temperatura ambiente en agitacion
durante cinco minutos. Posteriormente se centrifugd a 12000 xg por 10 minutos.

Después de la centrifugacion se transfirid el sobrenadante a un tubo de
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microcetrifuga de 1.5 mL, al cual se le agrego la misma cantidad de cloroformo;
se mezclé vigorosamente para después incubar en agltamon a temperatura
ambiente por cinco minutos. Posteriormente se centrifugé a 12000 xg por 10
minutos a 4°C; el sobrenadante extraido se trasfirid a un tubo limpio para
prempltar con 250 pL de etanol, se incubé por cinco minutos a temperatura
ambiente y centrifugé a 5000 xg por cuatro minutos a 4°C; se retiro el
sobrenadante y se lavo con 250 (L de etanol al 70 %. La pastilla formada se
agito vigorosamente (vortex) y se centrifugd a 5000 xg por cuatro minutos a
4°C. Por Ultimo se retiré nuevamente el sobrenadante y se dejo secar la pastilla
a temperatura ambiente por 15 minutos, posteriormente se disolvié 1a pastilla

con agua libre de nucleasas (GIBCO BRL) ¥ aimacené a -70°C.

3.5.2 Determinacion de la concentracion y calidad del ADN de especies de
Phytophthora |

Una vez que el ADN fue resuspendido, se procedié a determinar su
concentracion y calidad (pureza) en un espectrofotometro marca Gene Quat
(Amarsham), colocando en una microcelda de cuarzo para luz UV de 3 pL, se.
agregd el ADN y se tomaron las lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm,

concentracién y calidad.
3.6 Determinacion de la integridad del ADN total.

La integridad del ADN se determind en una camara de electroforeéis (Invitrogen
Life Technologies) en gel de agarosa al 1%, en buffer TAE 1X (Tris 40 mM,
acetato de sodio 20mM y Nag EDTA), Sambrook y cols, 1989, separandose el
ADN a 80 volts (V) durante 30 minutos. El gel se tifi6 con bromuro de etidio
agregando 1uL en 30 mL de agarosa (SIGMA) y se visualizd en un
transiluminador de luz UV (ULTRA- -LUM). Finalmente el gel fue fotografiado con
un analizador de imagenes Kodak Digital Science para su analisis.
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3.7 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La reaccion se llevé a cabo a partir de ADN con alta confiabilidad de pureza 'y

concentracion requerida de acuerdo al protocolo establecido (cuadro 2).

Cuadro 2. Cantidad de reactivo requerido para la mezcla master

MgClz 256 mM 1.5 mM 1.5uL
dNTP's 10 mM ' 200 uM 1uL
Primer (PHITS6)10pmoIesIuL : 20 pmoles/pl 2L
Primer (PHITS4)10pmoIeslpL 20 pmoles/pL 2uL
Taq polimerasa 1U/ulL 2.0 U/pL 2uL
ADN 50 ng 2uL N
H,O destilada esteril ' 12uL \
D/olumen final 25pL J

los primers ITS6 5’ GAA GGT GAA GTC GTA ACA AGG 3"y ITS4 5'TCC TCC
GTC TAT TGA GC 37 (Cooke and Duncan, 1997), obtienen un fragmento
amplificado de 862 pb (P. capsici) a 941 pb (P. fragariae). Estos praimers
amplifican la region ITS de muchos eucariontes, los cuales pueden ser

distinguidos por el tamafio del producto.

Condiciones de la PCR

E! programa térmico de PCR para el termociclador fue: desnaturalizacion inicial
de 94°C por'tres minutos, seguido de 35 ciclos de 55°C por 30 segundos, 72°C
por 60 segundos y 94°C por 30 segundos y un paso final de polimerizacion

72°C por 10 minutos, almacenandolo a 4°C.
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3.8 Analisis de los productos de la reaccion.

La amplificacion de las muestras se verificaron fraccionando el ADN en un gel
de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X, sé mezclaron las muestras con buffer
de carga (Azul de bromofenol: 0.025% de azul de bromofenol, 0.025%
xilencianol, 30% de glicerol en agua; U Orang G: 0.256% de orang G, 30% de |
glicerol en agua). Se separ6 el ADN a 80 Volts.por 10 minutos y 100 Volts por
" 25 minutos o cuando el colorante exceda un poco mas de la mitad del gel. En
cada corrimiento se colocaron los testigos negativos (Agua libre de nucleasas),
positivos PPCR perteneciente al CNRF y marcador de peso molecular de 100
pares de bases (Ladder 100 pb InvitrogeneR). Este Gltimo sirvio para calcular el

tamafio del fragmento amplificado Y comprobar si s el esperado.

3.9 Analisis de las especies de Phytophthora mediante Polimorfismos

Conformacionales de _Cadena Sencilla (SSCP).

Para los ensayos de SSCP se realizaron electroforesis en geles de policritamida
utilizando camaras verticales con dimensiones del gel de 16 x 18 cm, marca'
Hoefer Scientific Instrumens SE400 y una fuente de poder marca BIORAD
modelo 200/2.0. |

Gel de poliacrilamida al 12%

Después de ensamblados los cristales de la camara vertical. previamente
lavados y desengrasados, Se prepard el gel en un vaso de precipitado'
mezclando las soluciones de acuerdo al cuadro 3, se transfirid la mezcla a la
camara ensamblada y sé coloco el peine para dejar polimerizar por lo menos
una hora, transcurrido el tiempo se quité el peine y se enjuagaron los pozos, asl
como los bordes del gel con solucion TBE 1X (Tris-HCI A5mM, acido boérico 45
mM y Nay EDTA 1mM).
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Cuadro 3. Soluciones necesarias para la preparacion de geles nativos de

poliacrilamida al 12%

“Archilamida 30% (mL)

Agua bidestilada estéril (mL)

TBE 5X (mL)

Persulfato de amonio (ML)
TEMED (uL

- ) (ML)

Analisis SSCP.

El analisis SSCP se realizé directamente de los productos de PCR. Se utilizaron
5 pL de producto de PCR, y se mezclaron con 20 ul. de buffer desnaturalizante
(Formamida 95% y azul de bromofenol 0.05%) esta mezcla se calent6 por 10
minutos a 95°C con agitacion a los 5 minutos, después se enfrid rapidamente
en hielo por 1 minuto. Las muestras se fraccionaron en un gel de poliacri!amida
al 12% en una camara de electroforésis vertical, en buffer TBE 1X como
amortiguador de corrida. La electroforésis se corrié a 300 volts durante 48 hrs.

o

Tincion del gel de policrilamida con nitrato de plata.

El gel se colocd en un contenedor y se agregaron 100mL de solucion fijadora
(10% de etanol y 204 de acido acético) durante 20 minutos con agitacion
constante. Se elimind la solucion fijadora y el gel se lavo tres veces con agua
destilada. Agitando ligeramente durante los lavados. Se decanto el agua y se
agregaron 100mL de solucién de tincion (nitrato de plata al 2%) por 20 minutos
con agitacion ligera, se eliminé la solucion de tincion y el gel se lavo tres veces.
Posteriormente se agregaron 100 mi de solucion reveladora ( 6% de hidréxido

de sodio y 2% de formaldehido) y se mantuvo en agitacion suave hasta que
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aparecieron las bandas. La reaccion se detuvo con una solucion al 2% de acido

acético.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencién de los aislamientos

En la figura 1 se muestran los diferentes sintfomas observados en los cultivos
muestreados en campo (fresa, pepino, calabaza, chile, aguacate, crisantemo,
gerbera, papa y ejote), el crecimiento y la morfologia de los diferentes
aislamientos obtenidos de Phyfophthora en relacién a su hospedante.

Fig. 1 Sintoma de la parte aislada, crecimiento de la colonia y estructura reproductiva de
Phytophthora spp.; 1a) Cilindro central rojo en raices de fresa, 1b) Crecimiento micefial de P.
cactorum, 1c) Esporanglos de P. cacforum, 2a) Pudrici6n blanda en fruto de pepino, 2b)
Crecimiento micelial de P. capsici, 2¢) Esporangios de P. capsici.
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Continuacién Fig 1

&b R L6
3a). Pudlcién café suave en calabaza, 3b) Colonia de P. capsici 3c) Esporangios de £. capsi'
4a) Pudricion de raiz y marchitez en chile, 4b) Colonia de P. capsici, 4¢) Esporangios de P

capsici, 5a8) Muente regresiva o tristeza del aguacatero, 5b) Colonia de P. cinnamomi, 5c)

Clamidosporas de P. cinnamomi, 6a) Pudricion de raiz en crisantemo, 8b) Crecimiento de la
colonia, 8¢) Esporangios de P. orypiogea.
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Continuacién Fig.1

a} Pudricién de raices de gerbera, 7b) Golonia de P. gea, 7¢) Esporangio de P.
Cryptoges, 84) Pudricion de raiz y marchitez en fresa, 8b) Colonia de P. fragariae, 8c)
esporangio de P. fragariae, 94) Tizén tardic en papa, 9b) Colonia de P. infestans, 0c)
esporanglo de P. Infestans, 10a) Vainas de frifol con micelio algodonoso, 10b) colonia de P.
phaseoll y 10¢) esporangios de P. phaseol,
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4.2 Caracterizacién cultural y morfolégica de las especies de
Phytophthora. |

Las especies de Phyfophthora presentaron crecimientos excelentes en los
medios de cultivo selectivos evaluados (cuadro 4), ya que se produjeron |
estructuras de reproduccion libres de contaminentes lo cual es esencial para la

. extraccién de ADN de buena calidad y concentraci()h (Cooke and Duncan,
1997). | |

Cuadro 4. Evaluacién de medios de cultivo selectivos para el aislamiento y

crecimiento de especies de Phytophthora.

P. cactorum Si |Bueno | Excelente | Escaso | Nulo
P. capsici de pepino Si | Excelente | Excelente | Escaso Nulo
P. capsici de calabaza Si | Excelente | Excelente | Escaso Nulo
P. capsici de chile Si | Bueno Excelente | Escaso Nulo
P. cinnamomi Si | Nulo . Nulo Excelente | Nulo
P. cryptogea de gerbera | Si | Bueno Excelente | Nulo Nulo
P. cryptogea crisantemo | No | Escaso Bueno Nulo Nulo
P. fragariae No 1 Escaso Bueno Nulo Nulo
P. infestans No | Nulo Nulo Nulo Excelente
P. phaseoli Si | Escaso Bueno | Escaso Nulo

En medio de cultivo PDA crecieron cuatro de las siete especies de
Phytophthora evaluadas en este trabajo; en jugo de tomate se aislaron y
crecieron de forma excelente P. capsici de pepino, calabaza y chile, asi como
P. cactorum respectivamente. Mientras que en jugo de verduras (V8), casi
todas las especies de Phytophthora crecieron de forma excelente y buena, a

excepcidon ‘de P. cinhamomi y P. infestans, asi como otras. Ademas fue
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necesario modificar los medios agregandoles antibiético y fungicidas, con lo
cual se obtvieron estructuras reproductivas excelentes (Fig. 2) y asi se logré la

identificacién de dichas especies.
4.3 Mediciones de los esporangios e identificacién
Las especies de Phytophthora proporcionaron los datos siguientes:

P. cactorum. Mostr6 esporangios gue midieron en promedio de 22.5 X 44.5 uym
de ancho y largo, con una papila conspicua, esférica de paredes gruesas
pleréticas de color amarillo paja (Fig 2), estos datos coincidieron con los que
indicaro Romero, (1993) y Oudemans et af ., (1991).

P. capsici. Produjo formas muy variadas de esporangios (fig. 2), con papila
conspicua , con dos; su forma es ovoide y no en todas pero si en su mayoria
‘guardan una relacién de largo y ancho que en promedio fue de 18 um, como lo
indicd Ristaino (1990).

P. cinnamomi. Desarrolld pocas dlamidosporas (Fig1. 5c¢), que estan en
racimos como 1o mencioné Zemtmeyer et al.,, (1966). Ademas se obsérvé el
- crecimiento tipico la colonia (cameliforme) (fig. 1 5b) como lo indicé Erwin and
Ribeiro (1996). |

P. cryptogea. Mostro esporangios de 55 a 30 pm de largo por ancho en
promedio, la forma de su base es muy redondeada y sin papila como lo sefial6
Ho et al., (1992) (Fif 2).

P. fragariae. Produjo una cantidad baja de esporangios, los cuales midieron en
promedio de 45 a 28 um de largo por ancho, sin papila, lo cual coincidid con los
datos proporcionados por Miholland and Daykin (1993).
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P. infestans. Desarrollé esporangi6foros, con inchamientos en las ramas (fig.
2), asi como esporangios con papila incospicua y su tamafio fue en promedio
de 33 X 21 ym de largo por ancho, dicha informacién fue similar a la
proporcionada por Erwin and Ribeiro (1996), ademas solo se logré obtener el
crecimiento en medio de cultivo de centeno.

P. phaseoli. Mostré esporangios de forma muy alargada, a diferencia de lo que
reporta Erwin and Ribeiro, (1996). Se observaron esporangios papilados (Fig.
2), sin embargo [as dimensiones de los esporangios coinciden al proporcionar
una medida en promedio de 37 a 23 um de largo por ancho (Romero, 1993).

Fig 2. Esporangios, oogonios, micelio y esporangioforo de algunas especies de
Phytophthora para la identificacion de especies

Fig. 2 Estructuras reproductivas, micelic y esporangiéforo de especies de
Phytophthora, a) Esporagio de P, cactorum, b) Esporangio de P, phaseoli, ¢)
Esporangios de P. cryptogea en gerbera, d) Esporangio de P. capsici en pepino, e)
Esporangios de P. infestans, f) Oogonio de P. cactorum, g) Esporangio de P. capsici
en pepino, h) Esporangio de P, capsici en chile, i) Micelio turuloso de P. cinnamonmi, j)
Esporangi6foro con hinchamientos de 2. infestans, k) Esporangio de P. cryptogea en
crisantemo
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Contiuacié e la Fi. 2

Fig. 2 Estructuras reproductivas, micelio y esporangiéforo de especies de
Phytophthora, a) Esporagio de P. cactorum, b) Esporangio de P. phaseof c)
Esporangios de P. cryptogea en gerbera, d) Esporangic de P. capsici en pepino, e)
Esporangios de P. infestans, f) Oogonio de P. cactorum, g) Esporangio de P. capsici
en pepino, h) Esporangio de P. capsici en chile, i) Micelio turuloso de P, cinnamomi, )]
Esporangiéforo con hinchamientos de P. infestans, k) Esporangio de P. cryptogea en
crisantemo,
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4.4 Caracterizacién genética
4.4.1 Evaluacion del ADN total para llevar acabo la PCR.
4.4.1.1 Estimacién de la degradacion del ADN total

Utilizando el método de PlantDNAzol se logré obntener un ADN integro (no
degradado), como se observa en Ia figura 3, que muestra los geles no
desnaturalizantes de agarosa al 1%, que contiene una alicuota de 2 pug de
ADNtotal; que fue basico para llevar acabo la Reaccion en cadena de la
polimerasa (Sambrook y cols, 1989).

Repeticion 1 Repeticién 2
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 8 7 8

9 10 11 12 9 10 11 12 13
Fig. 3 ADN tofal obtenido por el métedo PlantDNAzcl, a partir de micelic de especies de Phytophthora,
visualizados en gel de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de etidio, linea 1 de repeticion 1,2y 3 P
cinnamonmi, linea 2 P, cryptogea de gerbera; linea 3 P, cryptogea de crisantemo; linea 4 P. fragariae: linea
5 P. infestans: linea 6 P. capsici de papino; linea 7 b, capsici de chile: linea 8 P, capsici de calabaza; linea
9 P. phaseoli; linea 10 P, cactorum; linea 11 P, erythroseptica CNRDF (Centro Nacional de Referencia de
Diagnadstico Fitosanitario); lihea 12 repeticidn 1 P.cimnamomi GNRDF (Centro Nacional de Referencia de
Diagnéstico Fitosanitario); linea 12 en repticion 2 y 3 P. citricola CNRDF: linea 13 repticién 2 y 3 P. capsici
CNRDF (Centro Nacional de Referencia de Diagnastico Fitosanitario).
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Repeticion 3

1.2 3 45 6 7 8 9

g 10 11 12 13

Fig. 3 ADN total obtenido por el método PlantDNAzol, a partir de micelic de especies de Phytophthora,
visualizados en gel de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de etidio, linea 1 de repeticion 1, 2 y3 P
cinnamomi, linea 2 P. cryptogea de gerbera; finea 3 P. cryptogea de crisantemo; linea 4 P. fragariae; linea
5 P. infestans, linea 6 P. capsici de pepino; linea 7 P. capsici de chile; linea 8 P. capsici de calabaza; linea
9 P. phaseoli; linea 10 P. cactorum; linea 11 P. erythroseptica CNRDF(Centro Nacional de Referencia de
Diagnoéstico Fitosanitario); linea 12 repeticion 1 P.cinnamomi CNRDF (Centro Nacional de Referencia de
Diagnostico Fitosanitario); linea 12 en repticion 2 y 3 P. citricola CNRDF {Centro Nacional de Referencia

de Diagnéstico Fitosanitario); linea 13 repticion 2 y 3 P. capsici CNRDF (Centro Nacional de Referencia
de Diagnostico Fitosanitario).

4.4.1.2. Estimacién de cantidad y calidad (pureza) del ADN.

Se obtuvo una concentracion muy alta del ADN total de cada especie de
Phytophthora como se observa en los cuadros 4, 5 y 8, por consiguiente se
realizaron diluciones hasta obtener 50 ng del ADN templedo en 1 mL de agua
libre de nucleasas como lo indicdé Trout et a/ (1997), que es la cantidad

requerida para realizar la técnica de Reaccion en Cadena de la polimerasa.
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Cuadro 5. Calidad (pureza) y concentracién del ADN de las especies de
Phytophthora correspondientes a la repeticion 1

2 Idad __
P. cinnamomi 0487 | 0251 | 487ughl | 1940
P. cryptogea gerbera 0.910 0.553 - 75.8 pg/uL 1.890
P. cryptogea crisantemo 0.103 0.042 11.7 pg/uL 1.964
P. fragariae 0.176 0.093 17.6 ug/uL 1.892
P. infestans 0.503 | 0227 53.0 pg/uL 1.876
P. capsici pepino 0.312 0.164 29.7 ug/uL 1.993
P. capsici chile 0.352 0.197 31.7 yg/ul 1.957
P. capsici calabaza 2.133 1.023 2121 pg/ul 1.766
P. phaseoli - 0.314 0.201 24.5 pg/ul. 1.856
P. cactorum 1.182 0.571 - MM7.7 pg/ul 2.008
P. erytopseptica CNRDF | 0.103 0.042 11.7 ug/ul 2.089
P. cinnamomi CNRDF 0.974 0.540 88.9 pg/uL 1.954

CNRDF : Centro Nacional de Referencia de Diagnéstico Fotisanitario.
nm: nivel de absorvancia
Hg: microgramos

ML: microlitros
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Cuadro 6. Calidad (pureza) y concentracion del ADN por especies de
Phytophthora correspondientes a la repeticion 2.

P. cinnamomi 0.350 | 0.202 13.0 pgijL 1.806
P. cryptogea gerbera 1.077 0.584 102.1 pg/uL - 1.934
P. cryptogea crisantemo 0.479 0.251 49.2 pg/uL 1.864
P. fragariae 0.575 0.323 52.4pg/pL 1.926
P. infestans 0.285 0.138 28.0 yg/uL 2.005
P. capsici pepino 0.546 0.286 53.90ug/ul 1.932
P. capsici chile ~ [ 0156 | 088 15 1ug/uL | 1.819
P. capsici calabaza 0.200 0.091 22.7pg/pL 1.924
P. phaseoli 0.565 | 0.343 46.9pg/pL 1.899
P. erytroseptica CNRF 0.621 0.335 60.1 pg/uL 1.908
P. citricola CNRF 0.683 0.372 65.2 pg/ulL 1.912
P.cactorum 0.254 0.142 23.2 pg/ul. 1.933
P. capsici CNRF 0.189 0.098 18.5 pg/ulL 1.968

Cuadro 7. Calidad (pureza) y concentracion del ADN total por especies de
Phytophthora correspondientes a la repeticion 3.

e lidad
P. cinnamomi 0221 | 0.110 23.3 pg/ul 1.804
P. crypiogea gerbera 0.498 0.300 40.7 pg/uL 1.947
P. cryptogea crisantemo | 0.315 0.200 25.5 ug/ul. - 1.821
P. fragariae 0.135 0.142 12.7pg/ul 1.981
P. infestans 0.352 0.227 31.6 g/l 1.987
P. capsici pepino 0.278 - 0.162 26.0 pg/ul 1.806
P. capsici chile 0.081 0.040 8.8 pg/uL 1.911
P capsici calabaza 0200 | 0.091 557 ng/L 1924
P. phaseoli 0565 | 0.343 46.9 pgiiL 1.899
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P. cactorum 0.84 0.420 82.2 pg/uL 1.794
P. erytroseptica CNRF 0.266 0.164 20.9 pg/pl 1.953
P. citricola CNRF 0.614 0.314 61.7 pg/uL 1.946
P. capsici CNRF 0.031 0.010 4.3 pg/ul 1.955

La calidad del ADN total obtenido, cumplié con el parametro 6ptimo, el cual
debe de estar entre 1.7 y 2.0 para considerarse de buena éalidad, el cual puede
observarse en los cuadros 4, 5 y 8, ya que si existe contaminacién con
proteinas o fenol, no es posible la cuantificacién correcta del ADN total
(Sambrock y cools.,, 1989). Estos resultados indicaron que el método
PlantDNAzol, es efectivo para la eliminacién de compuestos fenolicos, proteinas
y otras sales que pudieran interferir en la amplificaci(’)n- por medio de la reaccion

en cadena de la polimerasa (Aguilar, 2004).
4.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los productos de PCR obtenidos produjeron bandas consistentes y libres de
inespecificidades; y como se observé en la Fig 4, el tamario de las banda oscila
entre los 800 y 950 pb que es lo esperado segin indica Cooke and Duncan
(1997), ya que mencionaron que el tamafio oscila entre 862 pares de bases

para P. capsiciy 941 pb para P. fragariae.

Sin embargo en la fig. 4 se observd en la, que todas las especies casi
presentan el mismo tamafio de banda, lo cual no ayudaria mucho en a la
indéntifiéacién entre las especies de Phyfophthora y solo se puede determinar a
nivel de género, debido a que para realizar la identificacién soélo por PCR es
necesario utilizar praimers especificos. Sin embargo se obobtuvieron buenos
productos de PCR y se realiz6 la identificacién de especies a través del analisis
SSCP.
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Repeticion 1 Repeticion 2
M_1 2 3 4 5 ¢ 7 Mo 1.2 3 4 5 § 7

Repeticion 3

1000 pb »]
800 pb ::

M 8 9 10 11 12 13
Fig 4. Representacion de los fragmentos amplificados por PCR usando los praimers T84 e ITS6,
amplificando fragmentos que van de 862 pb a 941 pb de diferentes especies de Phytophthora. Linea M=
Marcador de peso molecular Ladder 100 GIBCO BRL; linea 1 de repeticion 1, 2y 3 P, cinnamony; linea 2
P. cryptogea de gerbera; linea 3 P, eryptogea de crisantemo; linea 4 P, fragariae; linea 5 P. infestans; linea
6 P. capsici de pepino, linea 7 P. capsici de chile; linea 8 P. capsici de calabaza; linea 9 P, phaseolf: linea
10 P. cactorunn, linea 11 P, erylroseplica; linea 12 repeticién 1 P.cinnamomi CNRDF (Centro Nacional de
Referencia de Diagnéstico Fitosanitario): linea 12 en repticion 2 y 3 P, cifricola CNRF (Centro Nacional de

Referencia de Diagnéstico Fitosanitario); linea 13 repticion 2 y 3 P. capsici CNRDF(Centre Nacional de

Referencia de Diagnadstico Fitosanitario).
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4.4.3 Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla ( SSCP)

En la figuras 5,6 y 7 se presentan los patrones polimérficos éonformacionales
de cadena sencilla (SSCP) de especies de Phyfophthora en tres repeticiones,
amplificados con los iniciadores 1TS4 e ITS6. En la repeticion 1, figura 5 se
observd que la especie P. capsici (carril 7, 8 y 9), que se aislé de diferentes
hospedantes (pepino, calabaza y chile), presentaron una migrécién
electroforética similar, en contraste con el resto de las especies, de la misma
manera en la repeticion 2, figura 6 {carril 5, 8, 7 y 9), donde ademas se incluyd
a P. capsici proporcionada por el CNRF y en la repeticion 3, figura 7 (carril 7,
8,9 y 10}, todas migraron de forma similar, por lo que para este estudio se
agrupé a P. capsici obtenida de diferentes hospedantes como “eletroferogrupo
1", P. cinnamomi también marca una gran diferencia en la migracion al resto de
las especies, esto se observd en la repeticién 1 figura 5 (carril 5 y 6) donde se
analizé a P. cinnamomi aislada de raices de aguacte y se compard con el
aislamiento proporcionado por el CNRDF; también en la repeticion 2, figura 6
(carril 4) y repeticion 3 (carril 6) donde'se encontrd P. cinnamomi de aguacaté, y
donde la separacién de los patrones fue similar; sin embargo en .Ia répeticic’m 2.
figura 6 (carril 3) donde se ubicd a P. phaseoli, la separacion fué poco similar a
P. cinnamormi, de la misma forma en la repeticién 3, figura 7 (carril'6), por lo
tanto F. cinnmomi se agrupé en ‘“electroferogrupo 2”. Otra especie que
determiné la diferenciacién fue P. cryptogea, aislada de crisantemo y de
gerbera. En la repeticién 1, figura 5 (carril 11y 12), repeticidn 2, figura 6 (carril
10y 11} y repeticién 3 figura 7 ( carril 3 y 4) en donde todos las aislamientos de
P. cryptbge’a migraron de forma similar, pero con movilidad electroforética
diferente a los elctroferogrupos 1 y 2; considerando asi este ultimo como

“electroferogrupo 3”.

El resto de las especies, aisladas de un solo hospedante presentaron una
migracion similar en cada una de sus repeticiones; pero se observaron

56



diferencias en ia migracién al comparar ios patrones con la nueve espeacies de
Phytophthora en una sola repeticion,

Repeticion 1

123456789101112

Fig. 8 Anélisis de patrones SSCP de los praductos amplificados mediante PCR a partir de los praimers
[T84 & ITS6 de 8 especies de Phytophthora: Linea 1 £ fragariae, linea 2 P. infestans, linea 3 P phaseof,
Iinea 4 . cactorum, linea 5 P cinnamomi, linea 6 P, cinnamomi GNRF (Centro Nacional de Referencia de
Diagndstico Fitosanitario), Iinea 7 P, capsici de pepino, lnea 8 P, capsicl de chile, lfnea o p capsici de

calabaza, imea 10 P erytroseptica, iinea 11 P cryptogea de gerbera y linea 12 P cryptogea de
crisantemo.

57



Repeticion2 1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13

Flg. 8 Andlisls de patrones SSCP de los productos amplificados mediante PCR de 9 especies de
Phytophthora: Linea 1 P. fragetiae, linea 2 P. infsstans, linea 3 P. phaseoli, linea 4 P. cinnamomii, linea 5
P. capsici de pepino, linea 8 P. capsici de chile, linea 7 P. capsic/ de calabaza, linea 8 P. enytroseplica
CNRF (Centro Nacional de Referencia de Diagnéstico Fitosanitario), linea 9 P, capsici CNRF (Centro
Nacional de Referencia de Diagnéstico Fitosanitario), linea 10 P. eryptogea de gerbera, llhea 11 P.
cryplogea de crisantemo, linea 12 P.cactorum y linea 13 P. citricola CNRF (Centro Nacional de Referencia
de Diagnéstico Fitosanitario).

Ropeticion 3 g LR °

Fig. 7 Anélisis de patrones SSCP de los productos amplificados mediante PCR de 9 especies de
Phytophthora. Linea 1 P. fragarias, Iinea 2 P, infestans, linea 3 P. cryptogea de gerbera, linea 4 P,
cryptogea de crisantemo, linea 5 P. phaseoli, iinea 6 P. cinnamomi, linea 7 P, capsici de pepino, linea B P,
capsici de chile, linea 9 P. capsici de calabaza, linea 10 P. capsici CNRF (Centro Nacional de Referencia
de Diagndstico Fitosanitario), Ihea 11 P, erytroseptica CNRF  (Centro Nacional de Referencia de
Diagnéstico Fitosanitario), Iinea 12 P.cactorum y linea 13 P. citricola CNRF {Centro Nacional de
Referencia de Diagnéstico Fitosanitario),
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En la dltima decada, el analisis de polimorfismos conformacionales de cadena

sencilla (SSCP), se han utilizado por ser considerado como un método sensible,

econémico y rapido para detectar la variacion de las secuencias de ADN
_(Niblett, ef al., 2000).

El método se basa en la deteccidon electroforética de los cambios de
conformacion del DNA monocatenario, resultado de mutaciones puntuales u

otras formas de cambio en la secuencia (Orita ef al., 1989).

Aunque Yap and McGee (1994) mencionaron que se puede tener un mejor
resultado al utilizar productos de PCR menores a 400 pb. La aplicacion de esta
técnica a 500, 600 y 800 pb de PPCR por Aguilar (2004) mostrd eficientes
resultados al caracterizar aislamientos mexicanos del Virus de la Tristeza de
los Citricos. Por esta razdn y considerando un analisis previo de Ioé PPCR de
fas especise de Phytophthora (862 a 946 pb) se decididé utilizar esta técnica

para la diferenciacion de especies.

SSCP es un metodo de deteccidn por mutacion, basado en la habilidad para
detectar variacion en las secuencias de fragmentos de ADN amplificados a por
medio de PCR. Una o pocas diferencias de nucleotidos entre los segmentos de
ADN templado puede causar agudos cambios en la conformacion y de esta
manera los diferentes grados de mobilidad en el gel, permitiéndo su
diferenciacién. La aplicacion de esta técnica a fragmentos con tamafios
mayores a 400 pb de ADN de la regién ITS, mostré ser método un efeiceinte

para diferenciar especies de Phytophthora asociadas a diferentes hospedantes.

La diferenciacion de especies de Phytophthora a nivel molecular ya ha sido
estudiada en investigaciones con otros métodos. En un estudio realizado con
especies de Phytophthora del grupo IV, basado en la comparacién de las

secuencias de pequefios fragmentos de la regidn ITS2. La variacion encontrada
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permitié poca diferenciacion de los aislamientos (Tooley et al., 1996), por lo que
este autor concluyd que la restriccibn por medio del analisis de PCR
amplificando la region ITS2 puede ser usado como un método adjunto' a
criterios morfoldgicos para la identificacion de especies de Phytophthora.

La razon fundamental para la aplicacién de los SSCP en la diferenciacion de las
nueve espcies de Phytophthora, radicé en el conocimiento sobre el origen y

biologia en cuanto a su relacion con los hongos y su diversidad genética.

Aunque la técnica PCR-SSCP permitié diferenciar a nueve especies de
Phytophthora, fue necesario optimizar las condiciones del laboratorio como: tipo
de gel (archilamida o bisacrilamida), condiciones de la -electroforesis
(principalmente a la temperatura en que se corre, tiempo, formamida y
concentraci.én de glicerol, tamafic de la banda, dimension del gel, etc. La
movilidad electroforetica del ADN de una sola cadena, depende fuertemente de
las condiciones ambientales. Cuando se aplican las condiciones necesarias, se
obtiene una buena migracién de las bandas. Todos los ailamientos de la misma
especie en diferentes hopedantes proporcionaron una misma separacion de los
patrones. La diferencia se observé en [a movilidad que realizaron los diferentes
aislamientos de su respectivo hospedante asociado, que tuvieron una movilidad
electroforetica diferente, esto nos proporcioné cumplir con el objetivo de
diferenciar las nueve especies de Phytophthora aisladas de diferentes

hospedantes, mediante Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla.
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5. CONCLUSIONES

1.- De los sintomas de pudricién de frutos de calabaza, y pepino y pudricién de
raiz en chile, se aisld en medio de cultivo jugo de tomate-agar e identifico a
Phytophthora capsici debido al desarrollo de esporangios de formas muy
variadas y con dos papilas.: '

2.- De plantas de fresa con sintomas de pudricién en raiz y cuello se aislé a P.

fragariae y P. cactorum, esta Oltima con mas facilidad y buen crecimiento en

medio de cultivo jugo de verduras V8-agar, y ademas produjo una gran catidad

de esporangios papilados, arreglados en simpodio simple y oosporas pleréticas

de color amarillo paja, mientras que P. fragariae con escaso crecimiento,
proporcioné pocos esporangios sin papila, y el crecimiento micelial fue

cameliforme.

3.- P. cryptogea se obtuvo de pudricién de raiz y cuello de gerbera y crisantemo
respectivamente y su aislamiento fue mas facil ya que mostré una esporulacion
buena en agua destilada ésteril. P. crypfogea desarrollé esporangios sin papila,

en forma de racimos.
4.- P. cinnamomi se obtuvo de raices necréticas de arboles de aguacate con

sintomas de muerte regresiva, mostrando crecimientos cameliformes tipicos,

micelio turuloso y presencia de escasas clamidosporas en racimo en el medio.
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9.- P. infestans fue la mas dificil de obtener, ya que exclusivamente crecié en
medio de cultivo centeno-agar y genero6 esporangios con papaila incospicua en

esporangiéforos con inchamientos.

6.- P. pahseoli se aisl6 facilmente de ejotes (Con crecimiento algodonoso de
micelio blanco), en medio de cultivo PDA y su esporulacion se logré en agua
destilada ésteril con trozos de ejote. P. phaseoli mostrd esporangios
puntiagudos con papila inconspicua y base inchada.

7.- Los medios de cultivo selectivos ( centeno-agar, harina de maiz-agar, jugo
de tomate-agar y jugo de verduras V8-agar) son esenciales para lo produccion

de estructuras reproductivas, las cuales son basicas para la identificacion .

8.- Con la Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa (PCR) , no se logré diferenciar
las especies de Phyfophthora ya que el tamaiio del producto obtenido (850-

950), se visualizé6 muy similar a las nueve especies.

9.- Los Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP), obtenidos
a partir de productos de PCR (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa),
permitieron diferenciar a las nueve especies de Phyfophthora, ya que cada una
de ellas mostré un patrén conformacional diferente (distancias electroforéticas

diferentes).

10.- Los tres aislamientos de P. capsici (calabaza, pepino y chile), presentarén
el mismo miovimiento electroforético, aunque fueron de hospedante diferente.
Los mismo ocurrié con P. cinnamomi y P. cryptogea, considerandose a cada
una de esta especies en un electroferogrupo diferente (1, 2 y 3

respectivamente).
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11.- La técnica de Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla -
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR- SSCP) es facil de llevar acabo y
de in terpretacion sencilla que adjunto con los criterios morfoldgicos permitieron
la identificacion y diferenciacion de las nueve especies de Phytophthora.
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