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RESUMEN GENERAL

El género Phytophthora es uno de los patdgenos de plantas mas
destructivos en el mundo. Este género afecta un amplio rango de especies de
plantas hospedantes con valor econdmico, tanto angiospermas como
gimnospermas. Muchas especies de Phytophthora han sido reportadas como
invasivas y su introduccion primordialmente es a través de viveros. Algunas
especies de Phytophthora son homotalicas, mientras que otras son heterotalicas
y requieren la presencia de tipos de compatibilidad opuestos (Al y A2) para
formar oosporas. Las enfermedades causadas por Phytophthora son uno de los
principales problemas en viveros de los cinco continentes. Este género afecta
todas las etapas del ciclo de produccién de plantas originando grandes pérdidas
econOmicas. El objetivo de esta investigacion fue detectar e identificar especies
de Phytophthora en viveros de plantas ornamentales de la Ciudad de México,
Michoacan y Morelos. Se obtuvieron 50 aislados de Phytophthora y uno de
Phytopythium en 29 viveros de plantas ornamentales analizados. Se llevo a cabo
un analisis morfologico y molecular (ITS, Btubulina, y CO1) de los aislados. Se
realizaron analisis filogenéticos y redes de haplotipos con las secuencias de ADN
de los genes. Con base en las caracteristicas morfologicas y moleculares los
aislados fueron identificados como Phytophthora cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, P. nicotianae, P. pseudocryptogea (syn.
kelmania), P. tropicalis, y Phytopythium litorale. Los dos tipos de compatibilidad
(Aly A2) de P. capsiciy P. drechsleri se encontaron simultaneamente dentro de
viveros. ElI mayor nimero de especies detectadas pertenecen al complejo P.
capsici y P. cryptogea. Los datos filogenéticos y redes de haplotipos indican que

Phytophthora capsici presenta variacion intraespecifica y P. tropicalis es
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monofilética. Los aislados de P. drechsleri forman un grupo monofilético con
bajos niveles de diversidad intraespecifica, mientras que P. cryptogea presenta
méas diversidad formando diferentes grupos taxonomicos. Se detectd la
presencia de varios haplotipos compartidos entre aislados de Phytophthora
capsici en viveros de plantas ornamentales en Meéxico, lo cual tendra
repercusiones futuras, como la hibridacion y diseminacion de especies a

diferentes regiones del pais si no se realiza un manejo adecuado en los viveros.

Palabras clave: oomicetes, patégenos, hibridos, filogenia, coexistencia.
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GENERAL ABSTRACT

The genus Phytophthora is one of the most destructive plant pathogens in
the world. This genus affects a wide range of host plants species of important
economic value, angiosperms as well as gymnosperms. Many species of
Phytophthora, have been reported as invasive and their introduction is primarily
through nurseries. Some species of Phytophthora are homothallic, while others
are heterothallic and require the presence of opposite mating types (Al and A2)
to form oospores. The diseases caused by Phytophthora are one of the main
problems in nurseries of the five continents. This genus affects all plant
production stages causing great economic losses. The aim of this research was
to detect and identify Phytophthora species in nurseries of ornamental plants in
Mexico city and the states of Michocan and Morelos. Fifty isolates of
Phytophthora and one Phytopythium were obtained from 29 nurseries of
ornamental plants analyzed. A morphological and molecular analysis of the (ITS
region, Btubulin, and CO1) of the isolates was performed. Phylogenetic analysis
and haplotype networks were performed with the DNA sequences of the genes.
Based on the morphological and molecular characteristics, the isolates were
identified as Phytophthora cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. cryptogea, P.
drechsleri P. nicotianae, P. pseudocryptogea (syn. Kelmania), P. tropicalis, and
Phytopythium litorale. Mating types Al and A2 of P. capsici and P. drechsleri
occur simultaneously within nurseries. The largest number of species detected
belong to the P. capsici and P. cryptogea complex. Phylogenetic data and
haplotype networks indicate that Phytophthora capsici presents intraspecific
variation and P. tropicalis is monophyletic. The isolates of P. drechsleri form a

monophyletic group with low levels of intraspecific diversity, while P. cryptogea
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presents more diversity forming different taxonomic groups. The presence of
several haplotypes shared among Phytophthora capsici isolates was detected in
nurseries of ornamental plants in Mexico, which will have repercussions in the
future, such as the hybridization and dissemination of species to different regions

of the country if proper management is not carried out in the nurseries.

Keey words: Oomycetes, pathogens, hybrids, phylogeny, coexistence.
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INTRODUCCION

Phytophthora es un patégeno comun causante de la muerte de un amplio
rango de especies de plantas en México (Fernandez-Pavia et al., 2013) y el
mundo (Erwin y Ribeiro 1996). Phytophthora, el destructor de plantas (del griego
‘phyton”, planta y “phthora”, destruccion), es un oomicete patdgeno
hemibiotrofico de gran importancia en cultivos agricolas, forestales, ecosistemas
naturales, seminaturales, horticolas y en viveros (Erwin y Ribeiro 1996, Hansen
et al., 2012, Jung et al., 2016, Pérez-Sierra et al., 2012, Lamour 2013). Los
oomicetes 0 mohos de agua son eucariontes clasificados dentro del reino
Stramenipila, son organismos microscépicos filamentosos mas cercanamente
relacionados con las algas cafés y las diatomeas. Los oomicetes se reproducen
tanto de manera sexual como asexual y se alimentan absorbiendo los nutrientes
del sustrato que colonizan de manera sapréfita y principalmente
patogénicamente. Estos organismos, se diferencian de los hongos verdaderos
por su pared celular compuesta de celulosa y beta glucanos, sus hifas
cenociticas, micelio hialino y ciclo de vida diploide (Abad et al., 2019, Kamoun et
al., 2015, Lamour 2013). Las especies de Phytophthora producen diferentes
tipos de propagulos como son esporangios, zoosporas, clamidosporas y
oosporas mediante los cuales se dispersan a cortas o grandes distancias por
agua principalmente (de riego o lluvia), suelo, o por movimiento de material
vegetal infectado, causando enfermedades importantes en viveros de plantas
(Erwin y Ribeiro 1996, Kamoun et al., 2015, Jung et al., 2016). Algunas de las
especies de este género causan importantes pérdidas econémicas en un amplio
rango de especies de plantas a nivel mundial entre ellas esta P. austrocedri, P.

capsici, P. cinnamomi, P. infestans, P. kernoviae, P. quercina y P. ramorum
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(Abad et al., 2019, Burgess et al., 2017, Kamoun et al., 2015, Lamour et al., 2012,
Prospero y Cleary 2017, Roy y Grinwald 2014, Turner 2005). En la ultima
década el numero de especies de Phytophthora se ha incrementado
considerablemente y nuevas especies han sido descubiertas debido a las
investigaciones realizadas en ecosistemas no explorados previamente (Brazee
et al. 2017, Hansen et al. 2012, Hong et al., 2012, Jung et al., 2017, Reeser et
al., 2013, Yang et al. 2016, Yang et al. 2014). En 1996, el numero de especies
de Phytophthora descritas formalmente era de aproximadamente 58 (Erwin y
Ribeiro 1996), actualmente el niumero de especies formalmente descritas

asciende a 161 (Abad et al., 2019).

Enfermedades causadas por Phytophthora

Las especies de Phytophthora causan marchitez, pudricion de raices,
tallo, corona y cuello de la planta, tizén de la hoja y tallo, pudricion de semillas,
plantulas, tubérculos y frutos, cancros y muerte regresiva, causando cuantiosas
pérdidas econdmicas en algunas partes del mundo (Erwin y Ribeiro 1996).
Phytophthora es uno de los patégenos de plantas mas estudiados en la
actualidad, por las enfermedades que ocasiona y el impacto econémico que
causa. Las enfermedades causadas por Phytophthora son uno de los principales
problemas fitosanitarios en viveros a nivel mundial. La dispersién generalizada
de especies de Phytophthora en viveros de plantas nativas demuestra los
riesgos potenciales asociados con la plantacién a partir de viveros infestados

hacia areas silvestres y jardines (Rooney-Latham et al., 2019).
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Especies de Phytophthora detectadas en tejido vegetal en viveros

Los reportes de Phytophthora en tejido vegetal son los que predominan
en la literatura cientifica. Desde 1980 mas de 30 especies han sido reportadas
en el mundo en viveros ornamentales. En Australia se han detectado
Phytophthora cactorum, P. cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleriy P. nicotianae
(Hardy y Sivasithamparam 1988); en viveros de Estados Unidos de América
(E.U.A) han sido detectadas P. capsici, P. cryptogea, P. drechsleri, P. nicotianae
y P. tropicalis (Lamour et al., 2003, Warfield et al., 2008, Olson y Benson 2011,
Schwingle et al., 2007, Yakabe et al., 2009); en Espafia P. cactorum, P.
cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, P. kelmania, P. nicotianae y P. tropicalis
(Moralejo et al., 2009, Pérez-Sierra 2012); en Italia P. cactorum, P. cinnamomi,
P. cryptogea, P. drechsleri y P. nicotianae (Cacciola et al., 2008, Prigigallo et al.,
2015); en Reino Unido P. cactorum, P. cinnamomi y P. cryptogea, (Denton et al.,
2008); en Republica Checa P. cactorum y P. cinnamomi (Cerny et al., 2011), y

en Sudéafrica P. cryptogea (McLeod y Coertze 2007).

Especies de Phytophthora detectadas en suelo o sustrato de siembra

Los estudios para detectar especies de Phytophthora en suelo o sustrato
de siembra son escasos. Sin embargo, en Espafia se han detectado P.
cinnamomi, P. cryptogea, P. nicotianae y P. plurivora (Dart et al., 2007, Moralejo
et al., 2009, Parke et al., 2014). Mientras que en E.U.A. se han detectado P.
cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. drechsleri, P. heveae, P. nicotianae,
P. palmivora, P. ramorum y P. tropicalis (Adams 2008, Hendrix et al., 1971, Dart
et al., 2007, Graham et al., 1998, Dart et al., 2007, Blair et al., 2008, Zitko et al.,

1991, Hong et al., 2006). En Francia también se detectaron en suelo P. alni
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subsp. alni, P. cambivora, P. cinnamomi, P. citricola, P. europea, P.
gonapodyides, P. humicola, P. ilicis, P. megasperma, P. pseudosyringae, P.
psychrophila, P. quercina y P. syringae (loos et al., 2006). P. cambivora y P.
cinnamomi en el Reino Unido (Brasier y Kirk 2004, loos et al., 2006), en Australia
P. cryptogea y P. inundata (Liew et al., 1998, Stukely et al., 2007); y P. uliginosa

en Alemania (Blair et al., 2008).

Especies de Phytophthora detectadas en viveros de México

Las especies de Phytophthora reportadas en viveros de produccion en
México son escasas. Entre los estudios que se han realizado en México sobre
especies de Phytophthora en viveros de plantas ornamentales se encuentra el
de Diaz-Celaya (2011) quien reportd la presencia de P. capsici, P. cinnamomi,
P. drechsleri, P. nicotianae y P. tropicalis. Se ha reportado también a P. tropicalis
causando marchitez en Cyclamen persicum en Texcoco, Estado de Mexico
(Leyva-Mir et al., 2016), P. nicotianae causando tizén en Catharantus roseus en
Sinaloa (Alvarez-Rodriguez et al., 2013), P. drechsleri en Gerbera jamesonii
(Romero-Cova y Solis-Aragon 1996) y en Capsicum annuum (Mills et al., 1991)

y P. cryptogea en Crhysanthemum spp. (Romero-Cova y Solis-Aragon 1996).

Tipos de compatibilidad de especies de Phytophthora detectadas in planta
en México

El aislamiento de ambos tipos de compatibilidad de P. capsici ha sido
reportado en una misma en planta de un cultivo de chile pimiento morrén en un
campo agricola de Chihuahua, México (Sanchez-Gurrola et al., 2019), pero no

existe informacion de ambos tipos de compatibilidad (A1 y A2) de la misma
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especie de Phytophthora in planta en viveros. En México, uno de los patégenos
de raiz mas importantes es P. capsici, que es un patdogeno altamente destructivo
en plantas de chile. La presencia de ambos tipos de compatibilidad de P. capsici
y P. drechsleri en el mismo vivero en diferentes hospedantes se ha detectado en
estudios previos realizados en nuestro laboratorio en México (datos no
publicados). Sin embargo, la presencia de ambos tipos de compatibilidad de
estas especies en el mismo hospedante en viveros ornamentales no ha sido

documentada.

Phytopythium

El género Phytopythium fue descrito recientemente (Bala et al., 2010).
Este género anteriormente clasificado en el clado K de Pythium (Lévesque y De
Cook, 2004) corresponde a Phytopythium. Phytopythium pertenece a la familia
Pythiaceae, orden peronosporales. Este género presenta una morfologia
intermedia entre Phytophthora y Pythium. La diferencia radica en la presencia de
anteridios lobados o cilindricos, esporangios de globosos a ovoides y con
proliferacion interna como en Phytophthora y presentan papila, la descarga de
las zoosporas es parecida a la de Pythium. Los analisis filogenéticos de
inferencia Bayesiana y de maxima verosimilitud de la sub-unidad larga (LSU, por
sus siglas en inglés) y sub-unidad pequefia (SSU) del ADN nuclear ribosomal,
mitocondrial (CO1) y analisis estadisticos por pares soportan robustamente a

Phytopythium como un género filogenético (De Cook et al., 2015).
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CAPITULO |
DIVERSIDAD DE ESPECIES DE Phytophthora EN VIVEROS DE PLANTAS

ORNAMENTALES EN EL CENTRO DE MEXICO

RESUMEN

Las enfermedades causadas por Phytophthora son uno de los principales
problemas en viveros de los cinco continentes. Este oomicete afecta todas las
etapas del ciclo de producciébn de plantas y origina grandes pérdidas
econdmicas. El objetivo de esta investigacion fue detectar e identificar especies
de Phytophthora en viveros de plantas ornamentales en México. Ocho especies
de Phytophthora y una de Phytopythium fueron obtenidas de viveros de plantas
ornamentales en la Ciudad de México, Michoacan y Morelos. De los aislados
obtenidos se realiz6 un analisis morfolégico y molecular de la regién ITS,
Btubulina y CO1. Con base en las caracteristicas morfoldgicas y moleculares los
aislados fueron identificados como Phytophthora cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, P. nicotianae, P. pseudocryptogea (syn.
kelmania), P. tropicalis, y Phytopythium litorale. El nimero mayor de especies
detectadas pertenecen al complejo P. capsici y P. cryptogea. La presencia de
diversas especies de Phytophthora y una de Phytopythium detectadas en tres
de las principales areas productoras de plantas ornamentales en maceta en
México, representa un serio problema fitosanitario ya que esto sugiere que estos

patogenos se estan dispersando a diferentes regiones del pais.
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ABSTRACT

The diseases caused by Phytophthora are one of the main problems in
nurseries of the five continents. This oomycete affects all stages of the production
cycle of plants and causes great economic losses. The objective of this research
was to detect and identify Phytophthora species in nurseries of ornamental plants
in Mexico. Eight Phytophthora species and one of Phytopythium were obtained
in Mexico City, Michoacan and Morelos. A morphological and molecular analyses
of the ITS region, Btubulin and CO1 were performed for the isolates obtained.
Based on morphological and molecular characteristics, the isolates were
identified as Phytophthora cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. cryptogea, P.
drechsleri, P. nicotianae, P. pseudocryptogea (syn. kelmania), P. tropicalis, and
Phytopythium litorale. The highest number of species detected belong to the
complex P. capsici and P. cryptogea. The presence of diverse Phytophthora
species and one of Phytopythium detected in three of the main areas producing
ornamental potted plants in Mexico, represents a serious phytosanitary problem
since this suggests that these pathogens are dispersing to different regions of the

country.
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INTRODUCCION

La produccion de plantas ornamentales en vivero ha crecido
considerablemente en las Ultimas décadas en México y en el mundo, ya que
existen nuevas tecnologias para reproducir y propagar plantas, asi como
instalaciones a gran escala. La produccion de plantas ornamentales en México
aumentd un 25% entre marzo del 2016 y marzo de 2017
(https:/lwww.afmedios.com/2017/05/aumenta-25-produccion-plantas
ornamentales-hecho-mexico-2017-sagarpa/). Segun organizadores de la feria
Ornamental, Plants and Flowers (OPF) México 2019, el valor de la produccion
de plantas y flores ornamentales fue de 16, 932 millones de pesos con 21, 742
hectareas y 31,978 productores, siendo México el tercer pais productor de
plantas ornamentales a nivel mundial. EI mercado en linea, el comercio,
embalaje, las tecnologias de venta y los sistemas eficientes de transporte
aumentan considerablemente el rango de plantas disponibles en el mercado
(Drew et al., 2008). Sin embargo, esto favorece el comercio de plantas invasivas,
introduccién de patdgenos exaticos y dispersion de especies de Phytophthora a
lugares donde no estaban presentes (Erwin y Ribeiro, 1996, Jeffers et al., 2004).
Las enfermedades causadas por Phytophthora aunque se han detectado en la
produccién de plantas de vivero desde hace muchos afios siguen siendo un
problema actual debido a la dificultad para manejarlas (Erwin y Ribeiro, 1996).
El traslado de plantas entre instalaciones de produccion permite la introduccion
del agente patdégeno, asimismo el ambiente del vivero provee las condiciones
adecuadas para el crecimiento y esporulacion del oomicete.
Los centros de origen y habitats naturales de la mayoria de las especies de

Phytophthora aun siguen siendo desconocidos (Moralejo et al., 2009). Estudios
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genético-demograficos indican que algunas especies de Phytophthora
probablemente fueron introducidas o pueden haber surgido a través de la
hibridacion o propagacion mediante el comercio horticola y el establecimiento de
plantaciones (Werres et al., 2001, Cooke et al., 2005, Ivors et al., 2006, Brasier,
2007, 2008). La globalizacion favorece la hibridacion y rapida evolucion de
especies de Phytophthora. La progenie de los hibridos puede ser igual 0 mas
virulenta que las especies parentales, lo que podria generar grandes riesgos en
bioseguridad (Callaghan y Guest, 2015).

Algunos de los factores que favorecen la diseminacion de este patégeno son el
movimiento de plantas sintomaticas o asintomaticas dentro de un vivero o entre
viveros (Bienapfl et al., 2014), asi como el uso de suelo o sustrato de siembra
con propégulos (Babadoost y Pavon, 2013). A nivel mundial se ha reportado que
la forma mas comun de introduccién de Phytophthora en viveros es a través de
tejido vegetal infectado que permanece durante largos periodos de tiempo en el
vivero y suelos reciclados pueden actuar como fuente continua de in6culo
(Pérez-Sierray Jung, 2013). Parke y Grinwald (2012), mencionan que el manejo
de este patdgeno en viveros de plantas es un desafio debido a que los viveros
se caracterizan por tener heterocultivos. Los viveros propagan multiples
especies a partir de bulbos, portainjertos, semillas, tubérculos, esquejes y
plantas obtenidas de cultivo de tejidos. Esta heterogeneidad en los viveros
sugiere que distintas especies de Phytophthora pueden estar coexistiendo y
podrian formarse hibridos o nuevas especies dentro de un vivero.

Las enfermedades causadas por Phytophthora son uno de los principales
problemas en viveros de los cinco continentes. En México Phytophthora se ha

reportado como un patdégeno causante de la muerte de diversas especies de
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plantas (Ferndndez-Pavia et al., 2013). Sin embargo, estos estudios son
escasos. La Ciudad de México, Michoacan y Morelos estan dentro de las cinco
principales entidades productoras de plantas ornamentales en México (Mundo-
Ocampo, 2006) y realizan venta de plantas a diferentes viveros del pais, por lo
cual es de suma importancia llevar a cabo muestreos directamente en estas
zonas de produccién ya que a partir de éstas Phytophthora puede diseminarse

a diferentes areas en el pais donde no estaba presente.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1)

2)

3)

4)

5)

¢ Qué especies de Phytophthora estan presentes en plantas
ornamentales en viveros de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos?
¢, Cudles especies de plantas ornamentales estan siendo afectadas por
Phytophthora en la Ciudad de México, Michoacan y Morelos?

¢En qué estacion del afio se detecta Phytophthora con mayor frecuencia
en plantas ornamentales en viveros de la Ciudad de México, Michoacan
y Morelos?

¢, Qué especies de Phytophthora estan coexistiendo en viveros de plantas
ornamentales?

¢, Cuales son las fuentes de inéculo de especies de Phytophthora en
viveros de plantas ornamentales de la Ciudad de México, Michoacan y

Morelos?

HIPOTESIS

1)

2)

Diferentes especies de Phytophthora se encuentran coexistiendo en un

mismo vivero de plantas ornamentales.

El tejido vegetal, suelo o sustrato de siembra son fuentes de inéculo de
especies de Phytophthora en viveros de plantas ornamentales en la

Ciudad de México, Michoacan y Morelos.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar la coexistencia y fuentes de in6culo de especies de
Phytophthora en viveros de plantas ornamentales de la Ciudad de México,

Michoacan y Morelos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar y aislar especies de Phytophthora a partir de tejido vegetal
enfermo, suelo o sustrato de siembra en viveros de plantas ornamentales,
en las diferentes estaciones del afio.

2. ldentificar morfolégicamente las especies de Phytophthora obtenidas de
viveros.

3. ldentificar molecularmente las especies de Phytophthora con los genes
ITS, Btubulina y CO1.

4. Determinar que especies de Phytophthora estan coexistiendo dentro de

un vivero de plantas ornamentales.
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento

Los aislados de Phytophthora se obtuvieron a partir de tejido vegetal con
sintomas y de suelo de la rizosfera de plantas enfermas, procedentes de 115
viveros de produccion y comercializaciéon en la Ciudad de México, Michoacan y
Morelos. Las colectas se llevaron a cabo durante las cuatro estaciones del afo.
Los aislamientos se realizaron en medio harina de maiz o V8 selectivo NARPH
[natamicina (0.02 g L) ampicilina (0.27 g L), rifampicina (0.01 g L),
pentacloronitrobenceno (PCNB) (0.10 g L?), e himexazol (0.075 g L1). Para
obtener los aislados de Phytophthora, el tejido se lavé con agua de la llave, se
cortd en pequefas secciones de 5 a 10 mmz2 aproximadamente a partir del borde
de la lesion necrosada y de tejido sano. En un primer protocolo, los cortes de
tejido se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril, se secaron con toallas
estériles de papel absorbente y se sembraron directamente en el medio harina
de maiz o V8 selectivo NARPH. En el segundo protocolo, los cortes de tejido
enjuagados con agua destilada estéril se trataron con solucién de cloro comercial
(i. a. hipoclorito de sodio, 0.6%) a 10% durante 30 seg, se enjuagaron dos veces
con agua destilada estéril y se secaron con papel absorbente estéril. En ambos
casos los tejidos se sembraron e incubaron a una temperatura de 25 °C hasta
observar el crecimiento de las colonias.
Para aislar Phytophthora directamente de suelo o sustrato de siembra y suelo de
la rizosfera de plantas con marchitez se usaron hojas de Rhododendron como
cebos (tejidos trampa). Seis hojas completas de Rhododendron fueron
colocadas sobre suelo inundado (10 g de suelo o sustrato de siembra y 20 mL

de agua destilada estéril) y se incubaron por 48 h a 25 °C. El peciolo de la hoja
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de azalea se cortd y se desinfest6 en cloro comercial a 10% (0.6% hipoclorito de
sodio) durante 30 seg, se enjuagd con agua destilada estéril, se seco con toallas
de papel estériles y se transfirié a medio selectivo V8 (NARPH) e incubé a 25 °C.
Las colonias se examinaron bajo el microscopio y se seleccionaron aquellas
semejantes a Phytophthora, estas colonias se transfirieron a medio agar harina
de maiz para obtener cultivos puros de los aislados por el método de punta de
hifa. Para realizar la caracterizacion morfologica se indujo la formacién de
esporangios incubando bloques de agar V8 con micelio en agua destilada estéril
0 extracto de suelo no estéril, a 25 °C bajo luz fluorescente continua durante tres
a cinco dias. Las caracteristicas morfoldégicas de las esporas sexuales y
asexuales se comparararon con las reportadas en la clave tabular de
Phytophthora (Martin et al., 2012) y la clave licida
http://idtools.org:8080/key_server/player.jsp?keyld=48. Las estructuras que se
analizaron fueron: esporangios (con papila, semipapilado o no papilado),
caducidad del esporangio (caduco, no caduco y algunas veces caduco), longitud
del pedicelo (presencia: corto, mediano, largo, o ausencia), presencia o ausencia
de proliferacién interna del esporangio, forma o ramificacion del esporangiéforo
(simpodio cerrado, simpodio simple, no ramificado, simpodio compuesto,
irregularmente ramificado, umbelado), presencia (en ocasiones la forma) o
ausencia de clamidosporas, formacion de hinchamientos en las hifas (forma, en
ocasiones los forma, no forma). Con respecto a las estructuras sexuales se
determind si el anteridio era anfigino, paragino o ambos estaban presentes,
presencia o ausencia de ornamentacion de la pared del oogonio, oospora

plerotica, aplerotica o ligeramente aplerdtica y la estrategia reproductiva
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homotalica o heterotélica. Se midié el largo y ancho de los esporangios de cada

aislado, obteniéndose rangos y valores medios.

Determinacion del tipo de compatibilidad y caracteristicas de estructuras
sexuales

Los tipos de compatibilidad de los aislados de Phytophthora se
determinaron cruzandolos con cepas de tipo de compatibilidad conocido de P.
capsici (Al y A2) y P. cinnamomi (Al y A2) en agar V8 a 25 °C por 20 dias en
oscuridad. Si el aislado en la cruza con Al formé oosporas se le designo el tipo
de compatibilidad A2 y viceversa. Los aislados que no produjeron oosporas en
medio V8 se cruzaron en medio agar ejote (colocando 6 mL en cajas de 60 X 15,
de medio preparado con: 339 g Gerber de ejote, Nestle®, 15 g agar y 646 mL de
agua destilada). Se utilizaron 6 mL de medio agar ejote por caja para evitar
creciera abundante micelio algodonoso y se pudieran observar claramente las

oosporas.

Prueba de crecimiento a 35 °C

El crecimiento a 35 °C fue otra prueba que se realiz6 para facilitar la
identificacion de especies de Phytophthora. Para llevar a cabo esta prueba se
transfirieron discos de medio de harina de maiz agar (AHM) con micelio de 6 mm
de diametro, de los aislados obtenidos de tejido vegetal y suelo (se utilizaron
cultivos de cuatro a cinco dias), y se sembraron en medio agar V8 para
determinar su crecimiento a 35 °C. Las cajas se colocaron en incubadora
(Barnstead Labline modelo Max 4000) a temperatura constante de 35 °C por 24

h.
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Patrones de crecimiento

Otra caracteristica que se utiliz6 para diferenciar los aislados de
Phytophthora fue observando los patrones de crecimiento en medio PDA y AHM
(Erwin y Ribeiro, 1996). Para determinar estos patrones se sembr6 un disco de
6 mm de medio AHM con micelio de cada aislado en cajas Petri de 100 x 15 mm
en medio de cultivo PDA y HMA. Las cajas se incubaron en obscuridad a 25 °C
y se revisaron ocho dias después de la siembra para determinar el patron de

crecimiento basandonos en los descritos por Erwin y Ribeiro (1996).

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento es otra caracteristica que varia entre especies de
Phytophthora, aunque no es un caracter taxonémico, puede contribuir en la
diferenciacion de éstas. Se seleccionaron 52 aislados de Phytophthora para
determinar su tasa de crecimiento. Se sembré un disco de 6 mm de diametro de
medio AHM con micelio en el centro de cajas Petri de 100 x 15 mm con medio
PDA, HMA y V8 y se incubaron en obscuridad a 25 °C. Se realiz6 una curva de
crecimiento midiendo diariamente el diametro en centimetros del micelio hasta
que este cubrié la totalidad de la caja. La tasa de crecimiento micelial de cada
aislado se determindé de acuerdo al protocolo descrito por Guigén-Lopez y
colaboradores (2010), con la formula: Tasa de Crecimiento (mm/dia) =

(Crecimiento Final — Crecimiento Inicial) /Tiempo de Incubacion.

Pruebas de patogenicidad de los aislados de Phytophthora spp.

Inoculacion de P. capsici en plantas de chile pimiento morrén
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El experimento se llevd a cabo en plantas de chile pimiento morrén
(Capsicum annuum L.). Las semillas se desinfestaron con etanol a 70% durante
30 seg, posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril, el exceso de
agua se retirg con toallas de papel. Las semillas se germinaron en semilleros de
162 orificios con un volumen de 10 mL cada uno. Se utilizé6 como sustrato Peat
moss humedecido, el cual se esterilizdé por 1 h dos veces. Los semilleros se
mantuvieron durante 10 dias en una camara himeda bajo condiciones de
laboratorio para favorecer la germinacion. Para conservar la humedad del
sustrato, el semillero se colocé en el interior de una charola de plastico con agua,
y esta se cubrié con una bolsa de plastico. Cinco semanas después de la
siembra, las plantulas se trasplantaron a charolas de 6 compartimentos para su

desarrollo (plantas donadas por C. Sdnchez-Gurrola).

Inoculacion. Se seleccionaron cuatro aislados (LEV6692, LEV6695, LEV6708 y
LEV6709) obtenidos de plantas de chile (Capsicum annuum). La produccién de
esporangios y zoosporas se realizd siguiendo el procedimiento de Ristaino
(1990) con modificaciones. El in6culo se obtuvo creciendo cada aislado en medio
V8 agar durante cinco dias. La produccion de esporangios se realiz6 cortando
blogues de medio mas micelio de los aislados, posteriormente se les agrego
agua destilada estéril y se mantuvieron bajo luz blanca directa a 25 °C hasta que
se observo esporulacion. La liberacion de zoosporas se indujo incubando los
aislados a 4 °C durante 30 min. El conteo de zoosporas se realiz6 en una camara
de Nuebauer, y se prepar6 una suspension de 10,000 zoosporas/mL. Plantas de
chile de 102 dias desde su germinacion, se inocularon en la base del tallo cerca

de laraiz con 1 mL de la suspension con un total de 10,000 zoosporas por planta.
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Se inocularon seis plantas por aislado. Las plantas control se inocularon con 1
mL de agua destilada estéril. Previo a la inoculacion, el sustrato de las plantas
se satur0 de agua para favorecer el establecimiento del patégeno (P. capsici).
Las plantas inoculadas se distribuyeron al azar colocdndose en charolas de
plastico sin drenaje, estas se llenaron de agua destilada estéril a una altura
aproximada de 4 cm (Figura 1). Esta condicion se mantuvo durante 24 h para

asegurar el establecimiento del patégeno, después se regaron cada 3 dias. Las

plantas fueron monitoreadas diariamente hasta la observacion de sintomas.
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Figura 1. Plantas de chile pimiento morrén al momento de la inoculacion con

aislados de P. capsici obtenidos de Capsicum annuum de vivero.

Inoculacion de plantas de Petunia con Phytophthora cactorum

El aislado homotéalico LEV6745 obtenido de una planta de Petunia x
hibrida sp. se inocul6 en tres plantas de Petunia, en la base del tallo cerca de la
raiz, para determinar si era patogénico (Figura 2). La produccion de indculo se
realizé siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, con una modificacién,

para la produccion de esporangios se utilizé extracto de suelo no estéril.
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Figura 2. Plantas sanas de Petunia x hibrida sp. inoculadas con el aislado

homotalico LEV6745 de P. cactorum.

Inoculacion de plantas de Rhododendron sp. con Phytophthota cinnamomi

Las plantas de Rhododendron sp. fueron inoculadas en la base del tallo
cerca de la raiz con los aislados heterotalicos LEV6688, LEV6702, LEV6711,
LEV6712, LEV6720y LEV6725 de P. cinnamomi obtenidos de diferentes plantas
de Rhododendron sp. (Figura 3). La produccion de inéculo y la inoculacion se

realiz6 como se menciond anteriormente.

Figura 3. Plantas de Rhododendron sp. inoculadas con los aislados LEV6688,

LEV6702, LEV6711, LEV6712, LEV6720 y LEV6725 de P. cinnamomi.
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Inoculacion de plantas de Sempervivum sp. con Phytophthora tropicalis
Las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo en plantas de
Sempervivum bajo condiciones controladas (25 °C). La inoculacién se realizo
haciendo una herida con un bisturi estéril en dos puntos opuestos en la base del
tallo y sobre esta se colocé un disco de agar V8 con micelio y esporangios. Se
inocularon tres plantas y en las plantas control Unicamente se hicieron heridas

con un bisturi estéril (Figura 4).

Figura 4. Plantas de Sempervivum sp. inoculadas con el aislado LEV6743 de P.

tropicalis de Cuautla, Morelos.

Reaislamiento del patégeno

Para cumplir con los postulados de Koch, a partir de las plantas que
presentaron necrosis en el tallo y marchitez se realizaron aislamientos del tejido
vegetal enfermo en medio selectivo agar V8. Dos dias después del aislamiento
se tomd un bloque de 0.5 cm? de medio con micelio caracteristico de P. capsici
y se transfirié6 a medio agar harina de maiz, y de la colonia que se desarroll6 se

transfirié un blogue a medio agar agua al 1.5%. Dos dias después se tomé una
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punta de hifa utilizando el microscopio estereoscépico y se sembré en medio
agar harina de maiz, una vez que se desarrollé la colonia se tomé un disco de 6
mm y se coloc6 en medio Luria Bertani para descartar que hubiera
contaminacion  por  bacterias. Posteriormente, se  caracterizaron
morfolégicamente los aislados en medio V8. El cultivo puro crecié durante 5 dias
en agar harina de maiz, y se obtuvieron discos con micelio de 6 mm de diametro
y se colocaron 5 discos en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. A los tubos se
les agreg6 1 mL de agua destilada estéril y se almacenaron a 15 °C en la

coleccion de Phytophthora del Laboratorio de Patologia Vegetal, IIAF, UMSNH.

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN gendmico se obtuvo cultivando los aislados a 21+1 °C por 15 a 20
dias en medio liquido V8 clarificado al 2% siguiendo el protocolo de Mdller et al.
(1992) con modificaciones en el rompimiento del tejido, previamente descrito por
Robideau et al. (2011). En el paso final, la pastilla de ADN se resuspendid en
0.1X TE buffer con 50 yg/mL de RNasa A y se incubd a 65 °C por 10 min. La
region ITS (internal transcribed spacer) se amplific6 empleando los
oligonucledtidos UN-up18S42 (Bakkeren et al., 2000), UN-102851220 (Bala et
al., 2010), Oom-up18S67, UN-1028S22 e ITS4 (Lévesque y de Cock, 2004). Las
secuencias parciales del gen mitocondrial CO1 (cytochrome c oxidase subunit 1)
fueron amplificadas con OomCoxILevup y Fm85mod modificados por Martin y
Tooley (2003), y Oom-Btub-up415 y Oom-Btub-l01401 (Bilodeau et al., 2007) de
la regidn del gen Btubulina para los aislados del complejo de especies P. capsici

y P. cryptogea.
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El volumen de la reaccion de PCR para los tres genes (ITS, CO1 y Btubulina) fue
de 10 pL, con concentraciones finales de 1 x Titanium Taq buffer (con 3.5 mM
de MgCl2), 0.1mM de dNTPs, 0.08 uM de cada oligonucle6tido, 0.5 x Titanium
Taq polimerasa y de 1 a 10 ng/uL de ADN. Se agregd agua S-HPLC hasta
obtener un volumen de 10 pL.

La amplificacion de la region ITS SSU/LSU con los oligonucleétidos Oom-
upl8S67 y UN-1028S1220 se realizé de acuerdo con el siguiente protocolo: 95
°C durante 3 min seguido por 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 58 °C durante 45
S, 72 °C por 2 min, y finalmente 72 °C por 8 min de extension. Para los
oligonucledtidos UN-up18S42 y UN-1028S22 o ITS4 las condiciones fueron: 95
°C durante 3 min seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 30 s, 68 °C durante 45
s, 72 °C por 1’30,y 72 °C por 10 min de extension final.

Las condiciones para la amplificacién de CO1 fueron las descritas por Robideau
et al., (2011). Las condiciones para Btubulina para los aislados de P. capsiciy P.
tropicalis fueron: 95 °C durante 3 min seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 1
min, 55 °C durante 1 min, 72 °C por 1 min, y finalmente 72 °C por 8 min de
extensién. Mientras que para el complejo P. cryptogea (P. cryptogea, P.
drechsleri y P. pseudocryptogea) se realizé un PCR “touch-down” bajo las
condiciones descritas por Blair et al., (2008), disminuyendo la temperatura de 68
a 58 °C.

Se utilizé un analizador genético Applied Biosciences Prism® 3130xl para
generar las secuencias de ADN a partir de las reacciones de amplificacion de
secuenciacion. Las secuencias se ensamblaron, editaron, generaron secuencias
consenso y alinearon con secuencias publicadas en la base de datos del

GenBank (NCBI. National Center for Biotechnology Information
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https://www.ncbi.nim.nih.gov/) mediante andlisis Blast con el programa Geneious

(Geneious v. 8.1, www.geneious.com) para determinar los porcentajes de
identidad e identificar la especie de Phytophthora. Las secuencias se subieron a
la base de datos del banco de genes (GenBank). Los niumeros de acceso estan

en proceso de obtenerse.
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RESULTADOS

En los 115 viveros de plantas ornamentales muestreados en la Ciudad de
México, Michoacéan y Morelos durante los afios 2014, 2015 y 2016 se colectaron
219 muestras en total, de plantas y suelo o sustrato de siembra. Se obtuvieron
aislados de Phytophthora de tejido enfermo mediante los dos protocolos
utilizados. Con el primer protocolo de siembra directa de tejido (con tejido
Unicamente enjuagado con agua destilada estéril, sin cloro y secado con papel
estéril) sobre medio selectivo, se observaron 53 colonias. Con el segundo
protocolo donde el tejido adicionalmente se desinfestd con cloro, fueron 60
(Cuadro 1). Ademas, se registraron 93 colonias de suelo o sustrato de la planta
usando como cebo hojas de Rhododendron sp. (Cuadro 2) en 33 aislados
sembrados. También se obtuvo un aislado de suelo de monte usando como cebo
hojas de Rhododendron sp. El aislado LEV6689 se obtuvo desinfestando el tejido
en etanol al 70% durante 30 seg y sembré sin enjugar. En algunos casos se
obtuvieron aislados de Phytophthora de una planta y de suelo o sustrato de

siembra con los dos protocolos.
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Cuadro 1. Aislados obtenidos de tejido de las plantas de vivero con sintomas

mediante dos protocolos/tratamientos.

No. aislado No. aislado Tratamiento Tratamiento
coleccion coleccion siembra con
Canada México directa cloro
LEV6691 PVM-7 1/3* 0/3
LEV6692 PVM-10 5/6 6/6
LEV6694 PVM-17 2/6 3/6
LEV6695 PVM-20 1/6 3/6
LEV6700 PVM-32 4/6 4/6
LEV6702 PVM-36 1/6 1/6
LEV6710 PVM-75 5/6 4/6
LEV6711 PVM-83 0/6 1/6
LEV6713 PVM-102 0/6 2/6
LEV6714 PVM-103 5/6 5/6
LEV6715 PVM-104 6/6 6/6
LEV6719 PVM-108 2/6 3/6
LEV6720 PVM-111 0/6 0/6
LEV6723 PVM-117 2/6 4/6
LEV6724 PVM-121 1/6 0/6
LEV6740 PVM-163 6/6 6/6
LEV6744 PVM-193 6/6 6/6
LEV6745 PVM-207 6/6 6/6

*El numerador representa el nimero de colonias de Phytophthora y el denominador el nimero de secciones de tejido
sembrados en el medio. La primera columna muestra los codigos asignados a los aislados en Canada (LEV=Lévesque,
y el nimero de coleccién del aislado). La segunda columna muestra los cédigos (P=Phytophthora, V=Viveros, M=México
mas el nimero de coleccién del aislado) asignados a los aislados en México en el aboratorio de patologia vegetal, IIAF,
UMSNH.
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Cuadro 2. Aislados obtenidos de suelo o sustrato de siembra de plantas de

vivero con sintomas, utilizando como tejido trampa hojas de azalea.

No. Aislado No. aislado Tratamiento cebos

coleccion coleccion en suelo o sustrato
Canada México de siembra
LEV6696 PVM-24 +
LEV6697 PVM-25 +
LEV6708 PVM-59 +
LEV6710 PVM-75 +
LEV6711 PVM-83 4/6*
LEV6712 PVM-85 1/6
LEV6713 PVM-102 2/6
LEV6714 PVM-103 0/6
LEV6718 PVM-107 4/6
LEV6719 PVM-108 5/6
LEV6720 PVM-111 2/6
LEV6723 PVM-117 0/6
LEV6724 PVM-121 6/6
LEV6725 PVM-129 +
LEV6726 PVM-134 +
LEV6727 PVM-135 +
LEV6728 PVM-136 +
LEV6729 PVM-137 +
LEV6730 PVM-138 +
LEV6733 PVM-152 6/6
LEV6734 PVM-153 4/6
LEV6735 PVM-154 6/6
LEV6736 PVM-158 5/6
LEV6737 PVM-159 4/6
LEV6738 PVM-161 6/6
LEV6739 PVM-162 6/6
LEV6740 PVM-163 0/6
LEV6741 PVM-164 3/6
LEV6742 PVM-165 6/6
LEV6743 PVM-167 4/6
LEV6744 PVM-193 3/6
LEV6745 PVM-207 0/6
LEV6746 PVM-215 6/6

+= Se aisl6 Phytophthora pero no se contd el numero de peciolos colonizados, se considera como 1 aislado; *El
numerador representa el nimero de colonias de Phytophthora y el denominador el nimero de peciolos de tejido
sembrados en el medio

Produccién de esporangios
Los aislados de Phytophthora que produjeron esporangios fueron 27 con
agua destilada estéril y 33 con extracto de suelo no estéril. Quince aislados

produjeron esporangios con ambos tratamientos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Aislados de Phytophthora que produjeron esporangios con agua

destilada estéril y con extracto de suelo no estéril.

No. aislado No. aislado Agua Extracto
coleccion coleccion destilada de suelo
Canada México estéril no estéril
LEV6688 PVM-1 - +
LEV6689 PVM-2 + ND
LEV6690 PVM-3 + ND
LEV6691 PVM-7 - +
LEV6692 PVM-10 + -
LEV6694 PVM-17 - +
LEV6695 PVM-20 + -
LEV6696 PVM-24 +
LEV6697 PVM-25 + -
LEV6700 PVM-32 - +
LEV6702 PVM-36 - +
LEV6708 PVM-59 + -
LEV6709 PVM-60 + -
LEV6710 PVM-75 - +
LEV6711 PVM-83 +
LEV6712 PVM-85 - +
LEV6713 PVM-102 + +
LEV6714 PVM-103 - +
LEV6715 PVM-104 + -
LEV6718 PVM-107 - +
LEV6719 PVM-108 +
LEV6720 PVM-111 - +
LEV6723 PVM-117 + +
LEV6724 PVM-121 - +
LEV6725 PVM-129 +
LEV6726 PVM-134 - +
LEV6727 PVM-135 + +
LEV6728 PVM-136 + +
LEV6729 PVM-137 + +
LEV6730 PVM-138 + +
LEV6733 PVM-152 + -
LEV6734 PVM-153 + +
LEV6735 PVM-154 + +
LEV6736 PVM-158 + +
LEV6737 PVM-159 + +
LEV6738 PVM-161 + +
LEV6739 PVM-162 + +
LEV6740 PVM-163 + +
LEV6741 PVM-164 + +
LEV6742 PVM-165 + +
LEV6743 PVM-167 + -
LEV6744 PVM-193 - +
LEV6745 PVM-207 +
LEV6746 PVM-215 - +
LEV6747 PVM-219 + -

ND= No Determinado; += Si produjeron esporangios; -= No produjeron esporangios.

Caracterizacion morfologica de los aislados

En 27 de los viveros muestreados se obtuvieron 46 aislados de
Phytophthora y uno de Phytopythium. Ademas, de varios aislados de Pythium,
estos ultimos se descartaron. Las caracteristicas morfoldgicas de los aislados se
muestran en el cuadro 4. El aislado LEV6746 se caracterizé en medio agar ejote,

al cual se le agrego extracto de suelo no estéril para inducir la produccion de
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esporangios debido a que en medio V8 formd pocos esporangios. En la figura 5

se muestran algunas estructuras observadas de diferentes especies de

Phytophthora.

Cuadro 4. Morfologia de aislados de Phytophthora y Phytopythium litorale

obtenidos de viveros en la Ciudad de México, Michoacan y Morelos.

No. No.
a|s|ad_9 a|s|ad_9 Hospedante Caracteristicas
coleccién  coleccion
Canada México
Esporangios no papilados, simpodio simple, ovoide, obpiriforme,
LEV6688  PVM-1 Rhododendron sp.  clamidosporas terminales e intercalares, hinchamientos en las hifas,
anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.
Cvclamen Esporangios papilados con pedicelo no caduco, obpiriforme clavado,
LEV6689 PVM-2 ye: clamidosporas terminales, hinchamientos en las hifas, anteridio
persicum o o P
anfigino, oospora aplerdtica, heterotalico.
Catharantus Esporangios papilados algunos con pedicelo lateral, ovoide-
LEV6690 PVM-3 roSeus obpiriforme, micelio muy ramificado con hinchamientos, anteridio
anfigino, oospora aplerética algunas colapsadas, heterotalico.
LEV6691 PVM-7 Gerbera sp. Esp,)o.ranglos no papl,la_dos, ovmdgs, simpodio simple, anteridio
anfigino, oospora pleroética, heterotdlico.
Esporangios papilados ovoides ovados, algunos en forma de rifion
y otros casi redondos, pedicelo caduco, simpodio simple,
LEV6692 PVM-10 Capsicum annuum  hinchamientos en las hifas, agregados de hifas, micelio toruloso,
clamidosporas intercalares, anteridio anfigino, oospora pler6tica,
heterotalico.
Esporangios no papilados con pedicelo largo, ovoides, proliferacion
LEV6694 PVM-17 Solenostemon sp.  interna, simpodio simple, anteridio anfigino, oospora plerdtica,
heterotélico.
Esporangios papilados con pedicelo largo ovoides a subesféricos,
LEV6695 PVM-20 Capsicum annuum  algunos bipapilados, simpodio simple, anteridio anfigino, oospora
plerética, heterotélico.
Esporangios no papilados, con hinchamiento en el pedicelo,
LEV6696 PVM-24 Suelo de monte persistente, simpodio simple, periforme a obpiriforme, anteridio
anfigino, oospora aplerética, heterotalico.
Euphorbia Abundantes esporangios no papilados obpiriformes, anteridio
LEV6697 PVM-25 pulcherrima Var. . o L ’
anfigino, oospora aplerdtica, heterotalico.
Fredoom red
Esporangios no papilados con pedicelo no caduco, ovoide a
LEV6700 PVM-32 Bellis perennis obpiriforme clavado, anteridio anfigino, oospora pler6tica,
heterotalico.
LEV6702 PVM-36 Rhododendron sp. Esporangios no papilados, ovoides, obpiriformes, clamidosporas

terminales, anteridio anfigino, oospora pleroética, heterotalico.
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LEV6708

LEV6709

LEV6710

LEV6711

LEV6712

LEV6713

LEV6714

LEV6715

LEV6718

LEV6719

LEV6720

LEV6721

LEV6722

LEV6723

LEV6724

LEV6725

PVM-59

PVM-60

PVM-75

PVM-83

PVM-85

PVM-102

PVM-103

PVM-104

PVM-107

PVM-108

PVM-111

PVM-
1151

PVM-
115.2

PVM-117

PVM-121

PVM-129

Capsicum annuum
(suelo)

Capsicum annuum
(tallo)

Senecio cruentus

Rhododendron sp.
(suelo)

Rhododendron
sp.
(suelo)

Catharanthus
roseus

Catharanthus
roseus

Capsicum annuum

Mandevilla sp.

Mandevilla sp.

Rhododendron sp.

Rhododendron sp.

Rhododendron sp.

Catharanthus
roseus

Senecio cruentus

Rhododendron sp.

Esporangios papilados con pedicelo largo caduco, limoniformes a
ovoides, simpodio simple, anteridio anfigino, oospora plerética,
heterotalico.

Esporangios papilados con pedicelo largo, limoniforme a ovoide,
simpodio simple, hinchamientos en las hifas, anteridio anfigino,
oospora plerética, heterotdlico.

Esporangios no papilados, dimorficos ovoides a obpiriformes y en
forma de bolo, algunos esporangios en racimos surgiendo de la
misma hifa los pedicelos, con 3 a 5 esporangios en forma de bolo
como formando una flor, simpodio simple y cerrado, anteridio
anfigino, oospora aplerética, heterotalico.

Esporangios no papilados, ovoides-ovados, clamidosporas
terminales, hinchamiento intercalar en la base del esporangiéforo,
hinchamiento en la hifa, micelio toruloso, anteridio anfigino, oospora
plerética, heterotélico.

Esporangios no papilados, ovoides, simpodio simple, clamidosporas
terminales, micelio toruloso, anteridio anfigino, oospora plerética,
heterotélico.

Esporangios papilados con pedicelo no caduco, algunos con
pedicelo lateral, ovoides a subesféricos, obpiriformes,
clamidosporas terminales, micelio toruloso, anteridio anfigino,
oospora plerética, heterotélico.

Esporangios papilados con pedicelo no caduco, subesféricos,
globosos, ovoides, clamidosporas, anteridio anfigino, oospora
plerética, heterotélico.

Esporangios papilados y algunos bipapilados con pedicelo caduco
largo, ovoides, obpiriformes, simpodio simple, se observé un
hinchamiento en la base del esporangio, agrupamiento de hifas,
micelio toruloso, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios no papilados con pedicelo no caduco, ovoides,
simpodio simple, clamidosporas terminales, anteridio anfigino,
oospora plerética, heterotélico.

Esporangios no papilados, ovoides, simpodio simple,
clamidosporas, hinchamientos intercalares en el esporangiéforo,
anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios no papilados, elipsoides, subesféricos a ovoides,
clamidosporas terminales e intercalares, hinchamientos, micelio
toruloso, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangio papilado, ovoides, limoniformes y distorcionados,
simpodio simple, clamidosporas intercalares y terminales e
hinchamientos en las hifas, heterotalico, anteridio anfigino, oospora
plerética.

Micelio toruloso, esporangio no papilado, ovoides, simpodio simple,
clamidosporas terminales e hinchamientos, heterotdlico, anteridio
anfigino, oospora plerética.

Esporangios papilados con pedicelo no caduco, algunos pedicelos
por un costado del esporangio, ovoides-obpiriformes, simpodio
simple, un hinchamiento intercalar, anteridio anfigino, oospora
plerética, heterotalico.

Esporangios no papilados, ovoides, simpodio simple, abundantes

hinchamientos en las hifas, anteridio anfigino, oospora aplerdtica,
heterotalico.

Esporangios no papilados, ovoides, clamidosporas terminales,
anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.
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LEV6726

LEV6727

LEV6728

LEV6729

LEV6730

LEV6733

LEV6734

LEV6735

LEV6736

LEV6737

LEV6738

LEV6739

LEV6740

LEV6741

LEV6742

LEV6743

LEV6744

PVM-134

PVM-135

PVM-136

PVM-137

PVM-138

PVM-152

PVM-153

PVM-154

PVM-158

PVM-159

PVM-161

PVM-162

PVM-163

PVM-164

PVM-165

PVM-167

PVM-193

Capsicum annuum
var. annuum
poblano

Capsicum annuum

Capsicum annuum

Capsicum annuum

Cineraria maritima

Capsicum annuum

Ruta graveolens

Catharanthus
roseus

Cineraria maritima

Pentas lanceolata

Capsicum
chinense

Capsicum
chinense

Capsicum annuum

Capsicum annuum

Capsicum annuum

Sempervivum sp.

Senecio cruentus

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, ovoides,
obpiriformes y distorsionados, anteridio anfigino, oospora plerética,
heterotalico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, ovoides,
obpiriformes, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotdlico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, ovoides,
simpodio simple, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, obpiriformes,
ovoides a subesféricos, simpodio simple, agregados de hifas,
clamidosporas terminales, enrollamientos de hifas, anteridio
anfigino, oospora pleroética, heterotélico.

Esporangios no papilados, simpodio simple, ovoides, ovados,
periformes, un hinchamiento intercalar en la base del esporangio,
anteridio anfigino, oospora aplerética, heterotélico.

Esporangios papilados algunos bipapilados con pedicelo caduco
largo, elipsoides, obpiriformes, ovoides, formas distorsionadas,
simpodio simple, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios papilados, algunos bipapilados con pedicelo caduco
largo, obpiriformes, ovoides, limoniformes, simpodio simple,
anteridio anfigino, oospora pleroética, heterotalico.

Esporangios papilados, algunos con pedicelo lateral, ovoides,
obpiriformes, simpodio simple, clamidosporas intercalares y
terminales, hinchamientos intercalares, anteridio anfigino, oospora
ligeramente aplerética, heterotalico.

Esporangios no papilados, ovoide-obpiriforme, simpodio simple,
anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios no papilados, ovoide-ovado, simpodio simple, anteridio
anfigino, oospora plerdética, heterotélico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, ovoides,
obpiriformes, obturbinados, globosos, formas distorsionadas,
simpodio simple, agregados de hifas, abundantes clamidosporas
terminales, anteridio anfigino, oospora aplerética, heterotalico.

Esporangios papilados, algunos bipapilados con pedicelo caduco
largo, obpiriformes, ovoides, globosos, elipsoides, limoniformes,
formas distorsionadas, simpodio simple, abundantes clamidosporas
terminales, anteridio anfigino, oospora pleroética, heterotalico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, obpiriformes,
ovoides, limoniformes, formas distorsionadas, simpodio simple,
anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios papilados, algunos bipapilados con pedicelo caduco
largo, ovoides, obpiriformes, limoniformes, formas distorsionadas,
simpodio simple, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios papilados, algunos bipapilados con pedicelo caduco
mediano, ovoides, simpodio simple, clamidosporas intercalares y
terminales, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotalico.

Esporangios papilados con pedicelo caduco largo, limoniformes,
ovoides, simpodio simple, clamidosporas terminales e intercalares,
agregados de hifas, anteridio anfigino, oospora plerética,
heterotalico.

Esporangios no papilados con pedicelo no caduco, ovoides,

simpodio simple, hinchamientos en las hifas, anteridio anfigino,
oospora plerética, heterotdlico.
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Esporangios papilados con pedicelo caduco corto, ovoides,
simpodio simple, oogonio de pared lisa, anteridio paragino, oospora
plerética, homotalico.

Petunia x hibrida
sp.

LEV6745 PVM-207

Esporangios no papilados con pedicelo no caduco, ovoide,
LEV6746 PVM-215 Senecio cruentus esporangiéforo no ramificado, hinchamientos en las hifas,
agrupados, anteridio anfigino, oospora plerotica, heterotélico.

Esporangios papilados, algunos bipapilados con pedicelo caduco
Capsicum largo, ovoides, obovoides, simpodio simple, escasos
pubescens hinchamientos intercalares, clamidosporas terminales globosas,
hifas enrolladas, anteridio anfigino, oospora plerética, heterotélico.

LEV6747 PVM-219

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de diferentes especies de Phytophthora.

A, Gy M. Clamidosporas; N. Hinchamiento; B. Ooospora aplerética con anteridio
anfigino; H. Oospora plerdtica con anteridio paragino; C y I. Hinchamientos; O.
Hifas cenociticas; D y E. Agregados de hifas; F. Esporangio no papilado; J.
Esporangios en simpodio simple; K. Esporangio germinando dando origen a otro
esporangio; P. Esporangio germinando; L. Esporangio papilado; Q.
Hinchamientos de hifas globosos; R. Hinchamientos de hifas de formas

distorsionadas.
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El aislado LEV6710 de P. drechsleri obtenido de Senecio cruentus de la Ciudad
de México mostré caracteristicas atipicas de la especie. Las estructuras se

formaron agregando extracto de suelo no estéril (Figura 6).

-
Figura 6. Caracteristicas morfologicas de P. drechsleri. A. Esporangios en

racimo surgiendo de la misma hifa (simpodio simple cerrado), no papilados; B.
Esporangios dimdrficos ovoides a obpiriformes surgiendo de la misma hifa; C.
Esporangio con la parte apical en forma de yunque; D. Esporangio con dos tubos
germinativos; E. Esporangio; F. Hinchamiento en la base del esporangio; G.
Esporangio dando origen a otro esporangio; H. Esporangio germinando; I.

Proliferacion interna.
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Aislados de Phytophthora capsici que producen clamidosporas

La caracterizacion morfolégica y molecular de las especies de
Phytophthora obtenidas concuerdan en la mayoria de los aislados. Sin embargo,
existe discrepancia con lo que se reporta en la clave Iicida de Phytophthora para
P. capsici y lo observado para algunos aislados de este estudio ya que menciona
que no presenta clamidosporas (Martin et al.,, 2012). En los aislados de
Capsicum annuum (LEV6692 Temixco, LEV6716 Cuernavaca, LEV6717
Cuernavaca, LEV6729 Cuemanco y LEV6742 Cuautla), Capsicum chinense
(LEV6738 Cuautla y LEV6739 Cuautla), y Capsicum pubescens (LEV6747

Morelia) de P. capsici se observaron clamidosporas (Figura 7) en diferentes

medios de cultivo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Aislados de P. capsici obtenidos de tres especies de Capsicum que

formaron clamidosporas en diferentes medios.

No. aislado No. aislado
coleccion coleccion Medio HMA Medio V8 Medio AA TC
Canada México
Clamidosporas  Clamidosporas Clamidosporas A2
LEV6692 PVM-10 terminales e intercalares intercalares
intercalares
LEV6716 PVM-105.1 Clamidosporas Clamidosporas Al
terminales
LEV6717 PVM-105.2 Clamidosporas Clamidosporas A2
Clamidosporas  Clamidosporas Clamidosporas Al
LEV6729 PVM-137 escasas Escasas
terminales
LEV6738 PVM-161 Clamidosporas Clamidosporas Al
terminales abundantes
Clamidosporas Al
LEV6739 PVM-162 terminales
abundantes
Clamidosporas A2
LEV6742 PVM-165 terminales e
intercalares
LEV6747 PVM-219 Clamidosporas  Clamidosporas A2

terminales

terminales
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Figura 7. Estructuras de P. capsici en medio agua agar. A y B. Clamidosporas

terminales LEV6738; C. Clamidospora, esporangio y zoosporas.

El aislado LEV6715 produjo agregados de hifas, una caracteristica atipica de P.
capsici. Otra caracteristica atipica de P. capsici (LEV6747) aislada de Capsicum

pubescens fue la presencia de enrollamientos de hifas en medio agua agar

(Figura 8).
-
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Figura 8. Estructuras de P. capsici en medio agua agar. A. Agregados de hifas;

B. Hifas enrolladas.
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Caracterizacion de esporangios
Tamafno

Las medias del tamafio de los esporangios de largo por ancho variaron en
aislados dentro de la misma especie de Phytophthora. Los rangos de los aislados
de P. cactorum fueron: largo (40-55) x ancho (32.5-40), P. capsici (19.5-82.5) x
(20-52.5), P. cinnamomi (27.5-80) x (17.5-62.5), P. cryptogea (40-65) x (25-40),
P. drechsleri (35-65) x (20-42.5), P. nicotianae (30-72.5) x (22.5-47.5), P.
pseudocryptogea (37.5-57.5) x (27.5-37.5), P. tropicalis (35-55) x (20-35) y

Phytopythium litorale (37.5-62.5) x (25-37.5) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Medias y rangos del tamafio (largo y ancho) de esporangios de

aislados de Phytophthora y Phytopythium litorale.

Codigo Media Longitud Longitud intervalo Media Ancho Ancho intervalo
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
PVM-1 59.3 42.5-75 42.5 32.5-62.5
PVM-2 451 35-55 29.75 16.25-37.5
PVM-3 42 30-52.5 30.7 25-37.5
PVM-7 48.8 42.5-57.5 34.15 30-40
PVM-10 46.65 40-52.5 29.7 20-36.25
PVM-17 46.95 37.5-57.5 31.8 27.5-37.5
PVM-20 47.7 37.5-62.5 35.8 30-47.5
PVM-24 55.3 46.25-65 31.8 25-37.5
PVM-25 47.35 40-60 30.2 25-37.5
PVM-32 46.65 40-55 30.35 25-37.5
PVM-36 56.85 32.5-80 36.5 27.5-45
PVM-54 45.25 37.5-50 28.55 22.5-32.5
PVM-55 46.9 40-60 27.55 22.5-32.5
PVM-59 65.6 57.5-77.5 31.15 25-37.5
PVM-60 60.95 52.5-70 30.3 25-35
PVM-75 42 35-40 26.8 20-32.5
PVM-83 41 32.5-55 29 22.5-40
PVM-85 52.15 40-65 34.9 27.5-42.5
PVM-102 52.8 45-60 41.1 32.5-475
PVM-103 50.9 42.5-57.5 39.3 32.5-47.5
PVM-104 55.75 35-72.5 34.15 22.5-42.5
PVM-107 54.6 35-70 37.85 17.5-50
PVM-115.1 62.05 50-72.5 324 25-37.5
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PVM-115.2
PVM-108
PVM-111
PVM-117
PVM-121
PVM-129
PVM-134
PVM-135
PVM-136
PVM-137
PVM-138
PVM-152
PVM-153
PVM-154
PVM-158
PVM-159
PVM-161
PVM-162
PVM-163
PVM-164
PVM-165
PVM-167
PVM-193
PVM-207
PVM-215
PVM-219

48.5
49.05
50.95

46.5

48.7
37.45
51.95

43.8

44.6

61.3
42.25
51.35

57

50.6
49.55
43.25

53

54.6

53.8
23.86

50.6

42.4

46.7

46.3

48.7

55.6

37.5-62.5
40-70
40-65
40-53.75
37.5-62.5
27.5-52.5
42.5-70
22.5-57.5
37.5-62.5
42.5-82.5
35-55
37.5-65
37.5-75
35-72.5
40-60
37.5-47.5
30-70
40-80
40-72.5
19.5-28.5
40-60
35-55
42.5-52.5
40-55
40-65
45-62.5

34.6
36.4
36.65
34.4
31.3
28.9
34.3
28.85
29.65
43.15
31.9
32.6
34
34.9
32.45
32.25
40.05
36.1
32
30.25
32.85
25.7
35.7
36.5
30.2
37.8

25-47.5
30-47.5
27.5-47.5
27.5-42.5
25-37.5
20-42.5
27.5-47.5
22.5-42.5
25-37.5
27.5-52.5
27.5-37.5
25-47.5
27.5-42.5
22.5-42.5
25-42.5
25-37.5
27.5-52.5
30-42.5
23.75-42.5
25-42.5
25-37.5
20-35
32.5-40
32.5-40
27.5-35
27.5-45

Tipos de compatibilidad (TC)

Se detectaron aislados con TC Al, A2 y homotalicos. EIl TC Al se
presentd con mayor frecuencia (25 aislados) con respecto al TC A2 (22) y se
detectaron aislados homotalicos, uno con anteridio anfigino y el otro paragino
(Cuadro 7). Por otro lado, se detectaron casos de incompatibilidad de algunos
aislados cruzados con cepas de P. cinnamomi por lo que alternativamente se
cruzaron con una cepa de P. capsici. Dos aislados cruzados con ambos tipos de
compatibilidad de P. cinnamomi y P. capsici ho produjeron oosporas en V8, por
lo que estos se cruzaron en medio agar ejote en donde si produjeron oosporas.

Los aislados LEV6721 (P. capsici) y LEV6722 (P. cinnamomi) se cruzaron y
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prudujeron oosporas Unicamente en el medio agar-ejote a los 18 dias. Con las
cruzas realizadas se determind en los aislados el tipo de anteridio y de oospora
y se midi6 el tamafio de estas Ultimas.

Los tipos de compatibilidad A1y A2 de P. capsici estan presentes en viveros de
la Ciudad de México, Michoacan y Morelos, asi como en forma homotélica en la
Ciudad de México. Se detecto el tipo de compatibilidad A2 de P. cinnamomi en
Ciudad de México, Michoacan y Morelos. Mientras que el A1l de P. drechsleri
esta presente en viveros de Morelos (Cuemanco y Cuautla) afectando Cineraria
maritima, en Cuernavaca en suelo y en Euphorbia pulcherrima. El el A1y A2 en
Petunia x hibrida en la localidad de Xochimilco, Ciudad de México. Ambos tipos
de compatibilidad de P. cryptogea estan presentes en Cuernavaca, Morelos, Al
en Bellis perennis y A2 en Senecio cruentus. El A1y A2 de P. nicotianae fueron
detectados en Catharanthus roseus en Cuernavaca. Unicamente fue detectado
el Al de P. pseudocryptogea en Pentas lanceolata en Cuautla y en

Solenostemon sp. en Cuernavaca.

Cuadro 7. Tipos de compatibilidad, medias y rangos del tamaiio (largo y ancho)
de oosporas de los aislados de Phytophthora y Phytopythium litorale obtenidos

de plantas ornamentales.

Codigo TC Media Longitud Longitud Media Ancho Ancho intervalo
(um) intervalo (um) (um) (um)
PVM-1 A2 354 32.5-40 36.75 32.5-42.5
PVM-2 Al 30.7 27.5-35 31.65 27.5-37.5
PVM-3 A2 28.55 22.5-35 29.45 25-37.5
PVM-7 A2 33.7 22.5-45 34.8 25-40
PVM-10 A2 29 25-35 29.8 25-35
PVM-17 Al 30.9 25-35 32.25 27.5-37.5
PVM-20 Al 30.25 25-36.25 32 26.25-37.5
PVM-24 Al 29.9 25-37.5 32.15 27.5-38.75
PVM-25 Al 26.95 22.5-32.5 28.4 22.5-35
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PVM-32
PVM-36
PVM-54
PVM-55
PVM-59
PVM-60
PVM-75.1
PVM-83
PVM-85
PVM-102
PVM-103
PVM-104
PVM-107
PVM-108
PVM-111
PVM-115.1
PVM-115.2
PVM-117
PVM-121
PVM-129
PVM-134
PVM-135
PVM-136
PVM-137
PVM-138
PVM-152
PVM-153
PVM-154
PVM-158
PVM-159
PVM-161
PVM-162
PVM-163
PVM-164
PVM-165
PVM-167
PVM-193
PVM-207
PVM-215
PVM-219

Al
A2
Al
Al
i
Al
Al
A2
A2
A2
A2
Al
A2
A2
A2
Al
A2
Al
Al
A2
Al
Al
Al
Al
Al
A2
A2
A2
Al
Al
Al
Al
Al
A2
A2
Al
A2
H
A2
A2

30.75
35.4
32.55
32.2
32.2
33.7
26.95
38.55
37.25
28.2
29
26.85
37.9
37.35
36.75
30.6
36.45
29.1
31.75
37.05
25
26.8
25.75
30.9
29.7
26.2
274
27.55
28.35
31.75
25.7
26
25.3
29
27.55
22.85
32.3
26.9
32.7
32.2

22.5-40
30-42.5
27.5-37.5
27.5-37.5
25-37.5
27.5-40
22.5-32.5
32.5-42.5
32.5-42.5
22.5-32.5
27.5-32.5
22.5-32.5
32.5-42.5
32.5-42.5
32.5-42.5
27.5-35
32.5-42.5
25-35
28.75-35
32.5-45
22.5-37.5
22.5-32.5
22.5-28.75
22.5-40
25-35
22.5-35
22.5-30
22.5-30
25-32.5
27.5-35
22.5-30
22.5-35
22.5-27.5
25-32.5
23.75-32.5
20-25
25-37.5
22.5-30
25-35
25-40

325
35.5
33.7
33.6
325
345
29.6
39.2
37.25
29.55
30.7
29.15
38.75
37.6
37.7
32.9
36.85
32
33.45
37.5
32.85
26.8
27.85
32.5
32.45
27.65
28.6
28.7
30.55
33.15
26.85
26.6
27.35
30.2
28.9
23.95
34.6
27.1
34.45
34.5

22.5-42.5
30-45
30-37.5
30-37.5
25-37.5
30-40
25-35
32.5-43.75
32.5-42.5
25-35
27.5-35
25-35
33.75-42.5
32.5-42.5
32.5-42.5
28.75-37.5
32.5-42.5
27.5-40
30-37.5
32.5-45
25-40
22.5-32.5
25-32.5
25-42.5
23.75-37.5
22.5-35
25-32.5
23.75-32.5
25-35
28.75-40
22.5-30
22.5-35
25-32.5
25-37.5
25-35
20-27.5
27.5-40
22.5-30
25-37.5
27.5-42.5

TC=Tipo de Compatibilidad de especies heterotalicas; *H=Homotalico.
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Tipos de compatibilidad de Phytophthora en un mismo vivero

Se detectdé en un mismo vivero a P. capsici en plantas de Capsicum
annuum (A2, LEV6733) y de Ruta graveolens (A2, LEV6734), y la especie P.
nicotianae en Catharanthus roseus (A2, LEV6735) en el municipio de Cuautla,

Morelos durante la estacion de verano (Figura 9).

Figura 9. Plantas con sintomas de marchitez infectadas por Phytophthora en un
mismo vivero. A. Catharanthus roseus; B. Ruta graveolens; C. Capsicum

annuum.

Se encontraron ambos tipos de compatibilidad (A1 y A2) en cuatro viveros
diferentes en distintas localidades. En algunos casos el tipo de compatibilidad
complementario se detectd en plantas hospedantes diferentes.

Se detecté en un mismo vivero en el municipio de Cuautla a P. capsici en C.
chinense (Al, LEV6738, LEV6739) y C. annuum (Al, LEV6740y A2, LEV6741,
LEV6742). En Cuernavaca a P. cinnamomi (A2, LEV6720, LEV6722)y P. capsici

(A1, LEV6721) en Rhododendron y, en un vivero diferente de la misma localidad

56



a P. nicotianae (A2, LEV6713, LEV6714) en Catharanthus roseus y P. capsici
(Al, LEV6715, LEV6716) y (A2, LEV6717) en C. annuum. También se detecto a
P. drechsleri (A1, LEV6731) y (A2, LEV6732) en Petunia x hibrida en Xochimilco

(Cuadro 8).

Cuadro 8. Tipos de compatibilidad de Phytophthora detectados en el mismo

vivero.

L No. Especie de Tipo de -
Codigo vivero Phytophthora compatibilidad Planta hospedante Localidad

LEV6738 70 Phytophthora capsici Al Capsicum chinense  Cuautla
LEV6739 70 Phytophthora capsici Al Capsicum chinense  Cuautla
LEV6740 70 Phytophthora capsici Al Capsicum annuum Cuautla
LEV6741 70 Phytophthora capsici A2 Capsicum annuum Cuautla
LEV6742 70 Phytophthora capsici A2 Capsicum annuum Cuautla

Crecimiento a 35 °C

El crecimiento de los aislados a 35 °C en medio V8 agar varid, 33 aislados

crecieron a esta temperatura, 14 no crecieron (Cuadro 9).

Cuadro 9. Crecimiento de los aislados de Phytophthora y Phytopythium litorale

a 35 °C.

Cédigo Respuesta Cadigo Respuesta Cadigo Respuesta
PVM-1 - PVM-83 + PVM-137 +
PVM-2 + PVM-85 - PVM-138 +
PVM-3 - PVM-102 + PVM-152
PVM-7 - PVM-103 + PVM-153 +
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PVM-10 + PVM-104 + PVM-154
PVM-17 + PVM-107 PVM-158
PVM-20 + PVM-108 PVM-159
PVM-24 + PVM-111 PVM-161
PVM-25 + PVM-115.1 + PVM-162
PVM-32 + PVM-115.2 PVM-163
PVM-36 PVM-117 + PVM-164
PVM-54 + PVM-121 + PVM-165
PVM-55 + PVM-129 + PVM-167
PVM-59 + PVM-134 ND PVM-193
PVM-60 + PVM-135 + PVM-207
PVM-75 + PVM-136 + PVM-215

*ND=No Determinado; +=Crecid; -=No crecid.

Patron de crecimiento de la colonia

En este estudio las cepas se crecieron en medio agar papa dextrosa
(PDA) y agar harina de maiz (AHM) para determinar el patron de crecimiento de
la colonia. En medio AHM el patron ligeramente estrellada se presenté con mayor
frecuencia (43.75%), mientras que en PDA el que se observd con mayor

frecuencia (31.25%) fue el de ligeramente algodonosa (Cuadro 10).

Cuadro 10. Forma de la colonia en medio PDA y AHM crecidas durante 8 dias.

Codigo PDA AHM

PVM-1 Estolonifera Algodonosa

PVM-2 Rosacea Petaloide

PVM-3 Estolonifera Estolonifera

PVM-7 Ligeramente estrellada Ligeramente estrellada
PVM-10 Ligeramente algodonosa Ligeramente algodonosa
PVM-17 Ligeramente algodonosa Ligeramente estrellada
PVM-20 Estrellada Ligeramente estrellada
PVM-24 Ligeramente estrellada Ligeramente algodonosa
PVM-25 Ligeramente petaloide Ligeramente estrellada
PVM-32 Algodonosa Algodonosa

PVM-36 Ligeramente algodonosa Ligeramente algodonosa
PVM-54 Estrellada Ligeramente estrellada
PVM-55 Petaloide Ligeramente estrellada
PVM-59 Ligeramente algodonosa Algodonosa a indefinido
PVM-60 Estrellada Estrellada

PVM-75 Ligeramente algodonosa Ligeramente estrellada
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Tasa de crecimiento de la colonia

La tasa de crecimiento micelial indica la velocidad con que un aislado es
capaz de colonizar un medio de cultivo. Se seleccionaron 15 aislados (Figuras
10 a 12). Los aislados crecieron mayormente en medio V8, medianamente en

medio HMA y menormente en medio PDA.
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Figura 10. Tasa de crecimiento (mm) de 15 aislados de Phytophthora en medio
HMA durante 96 horas.
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Figura 11. Tasa de crecimiento (mm) de 14 aislados de Phytophthora en medio
PDA durante 96 horas.
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Figura 12. Tasa de crecimiento (mm) de 15 aislados de Phytophthora en medio
V8 durante 96 horas.

Pruebas de patogenicidad de aislados de Phytophthora spp.
Patogenicidad de P. capsici en chile pimiento morrén

Las plantas inoculadas con los aislados de P. capsici LEV6692 (PVM-10),
LEV6695 (PVM-20), LEV6708 (PVM-59) y LEV6709 (PVM-60) obtenidos de
plantas de vivero mostraron sintomas de necrosis en la base del tallo asi como
marchitez, tres dias después de la inoculacion. Seis dias después de la
inoculacion se observaron clorosis y defoliacion de las hojas basales, lo cual fue
avanzando a la parte superior hasta causar la muerte de la planta,
confirmandose la patogenicidad de los aislados. Las plantas control no
mostraron sintomas (Figura 13). Se reaislaron los aislados y caracterizaron

morfolégicamente para compararlos con los inoculados.
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Figura 13. Plantas de chile pimiento morron con sintomas de marchitez tres dias
después de la inoculacién con aislados de P. capsici obtenidos de Capsicum
annuum de vivero. En el extremo derecho se muestran las plantas control sin

inocular.

Patogenicidad de Phytophthora cactorum en Petunia x hibrida sp.

El aislado de P. cactorum (LEV6745) fue patogénico en las plantas de
Petunia x hibrida sp. inoculadas. Los primeros sintomas que presentaron las
plantas fue pérdida de turgencia en el tallo y amarillamiento en las hojas,
posteriormente necrosis en el tallo la cual fue ascendiendo hasta que causoé

marchitamiento y finalmente la muerte de la planta (Figura 14).
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Figura 14. Plantas de Petunia x hibrida sp. inoculadas con Phytophthora

cactorum, con sintomas de marchitez.

Patogenicidad de Phytophthora cinnamomi en Rhododendron sp.

Las plantas inoculadas de dicha especie vegetal con los aislados
LEV6688, LEV6702, LEV6711, LEV6712, LEV6720 y LEV6725 obtenidos de

diferentes plantas de Rhododendron sp. no presentaron sintomas.

Patogenicidad de Phytophthora tropicalis en Sempervivum sp.

Las plantas inoculadas con el aislado LEV6743 de P. tropicalis obtenido
de una planta de Sempervivum sp. presentaron sintomas de clorosis,
marchitamiento y pudricion de hojas, seguido de una lesion necrotica en el tallo
23 dias post-inoculacién (Figura 15). Finalmente las hojas se tornaron de
amarillas a cafés y se observé una pudriciébn suave. Los sintomas fueron
similares a aquellos observados en las plantas de vivero. No se observaron

sintomas en las plantas control. P. tropicalis fue reaislada del tejido de tallo
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sintomético infectado e identificada morfolégicamente, completandose los

postulados de Koch.

Figura 15. Sintomas de pudricion en plantas de Sempervivum sp. ocasionados

por P. tropicalis.

Identificacién molecular de especies de Phytophthora

Diferentes especies del género Phytophthora fueron identificadas
molecularmente con dos y tres genes (Cuadro 11). Con base en las
caracteristicas moleculares y morfolégicas 46 aislados fueron identificados como
Phytophthora y uno como Phytopythium litorale. Los aislados fueron identificados
como P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, P.
nicotianae, P. pseudocryptogea y P. tropicalis. En el aislado de Cyclamen

persicum no se logré determinar la especie. Los aislados LEV6698, LEV6699,
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LEV6701, LEV6703, LEV6704, LEV6705, LEV6706, LEV6707 obtenidos por

Diaz-Celaya (2011) también se identificaron molecularmente en Canada.

Cuadro 11. Especies de Phytophthora y Phytopythium aisladas de plantas

ornamentales con sintomas de marchitez.

No. .
aislado No. alsl'a,do . .

L7 Coleccion Especies TC Hospedante o sustrato Localidad

Coleccion o
. México
Canadéa

LEV6688 PVM-1 P. cinnamomi A2 Rhododendron sp. Morelia
LEV6689 PVM-2 P. sp. Al Cyclamen persicum Morelia
LEV6690 PVM-3 P. nicotianae A2 Catharanthus roseus Morelia
LEV6691 PVM-7 P. cryptogea A2 Gerbera sp. Xochimilco
LEV6692 PVM-10 P. capsici A2 Capsicum annuum Temixco
LEV6694 PVM-17 Eéeudocryptogea Al Solenostemon sp. Cuernavaca
LEV6695 PVM-20 P. capsici Al Capsicum annuum Cuernavaca
LEV6696 PVM-24 P. drechsleri Al Suelo Cuernavaca
LEV6697 PVM-25 P. drechsleri Al Euphorbia pulcherrima Cuernavaca
LEV6700 PVM-32 P. cryptogea Al Bellis perennis Cuernavaca
LEV6702 PVM-36 P. cinnamomi A2 Rhododendron sp. Cuautla
LEV6708 PVM-59 P. capsici Homotélico  Suelo de Capsicum annuum Cuemanco
LEV6709 PVM-60 P. capsici Al Capsicum annuum de tallo Cuemanco
LEV6710 PVM-75 P. drechsleri Al Senecio cruentus Cuemanco
LEV6711 PVM-83 P. cinnamomi A2 Suelo de Rhododendron sp. Cuernavaca
LEV6712 PVM-85 P. cinnamomi A2 Suelo de Rhododendron sp. Cuernavaca
LEV6713 PVM-102 P. nicotianae A2 Catharanthus roseus Cuernavaca
LEV6714 PVM-103 P. nicotianae A2 Catharanthus roseus Cuernavaca
LEV6715 PVM-104 P. capsici Al Capsicum annuum Cuernavaca
LEV6718 PVM-107 P. cinnamomi A2 Mandevilla sp. Cuernavaca
LEV6719 PVM-108 P. cinnamomi A2 Mandevilla sp. Cuernavaca
LEV6720 PVM-111 P. cinnamomi A2 Rhododendron sp. Cuernavaca
LEV6721 PVM-115.1 P. capsici Al Rhododendron sp. Cuernavaca
LEV6722 PVM-115.2 P. cinnamomi A2 Rhododendron sp. Cuernavaca
LEV6723 PVM-117 P. nicotianae Al Catharanthus roseus Cuernavaca
LEV6724 PVM-121 Ili3t2)r/;c|>§yth|um Al Senecio cruentus Cuemanco
LEV6725 PVM-129 P. cinnamomi A2 Rhododendron sp. Cuemanco
LEV6726 PVM-134 P. capsici Al Capsicum annuum Cuemanco
LEV6727 PVM-135 P. capsici Al Capsicum annuum Cuemanco
LEV6728 PVM-136 P. capsici Al Capsicum annuum Cuemanco
LEV6729 PVM-137 P. capsici Al Capsicum annuum Cuemanco
LEV6730 PVM-138 P. drechsleri Al Cineraria maritima Cuemanco
LEV6733 PVM-152 P. capsici A2 Capsicum annuum Cuautla
LEV6734 PVM-153 P. capsici A2 Ruta graveolens Cuautla
LEV6735 PVM-154 P. nicotianae A2 Catharanthus roseus Cuautla
LEV6736 PVM-158 P. drechsleri Al Cineraria maritima Cuautla
LEV6737 PVM-159 Eéeudocryptogea Al Pentas lanceolata Cuautla
LEV6738 PVM-161 P. capsici Al Capsicum chinense Cuautla
LEV6739 PVM-162 P. capsici Al Capsicum chinense Cuautla
LEV6740 PVM-163 P. capsici Al Capsicum annuum Cuautla
LEV6741 PVM-164 P. capsici A2 Capsicum annuum Cuautla
LEV6742 PVM-165 P. capsici A2 Capsicum annuum Cuautla
LEV6743 PVM-167 P. tropicalis Al Sempervivum sp. Cuautla
LEV6744 PVM-193 P. cryptogea A2 Senecio cruentus Cuernavaca
LEV6745 PVM-207 P. cactorum Homotalico  Petunia x hibrida sp. Cuemanco
LEV6746 PVM-215 P. cryptogea A2 Senecio cruentus Cuemanco
LEV6747 PVM-219 P. capsici A2 Capsicum pubescens Morelia

TC = Tipo de compatibilidad. El ADN y micelio de los aislados estan en la coleccién de C. Andre Lévesque en el

departamento de Agriculture and Agri-Food Canada con los codigos mostrados en la primer columna.
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Las especies detectadas con mayor frecuencia en viveros de la Ciudad de
México, Michoacan y Morelos fueron P. capsici, P. cinnamomi, P. drechsleri, P.
nicotianae, P. cryptogea, P. pseudocryptogea en orden de mayor a menor
frecuencia y se detecto solo un aislado de las siguientes especies: P. tropicalis,

Phytopythium litorale, P. cactorum y Phytophthora. sp. (Figura 16).

Proporcién de especies detectadas
20/0 20/0

2% = P. capsici
\ \ * P. cinnamomi
\\ = P. drechsleri
\ 38%

N * P. nicotianae
» P. cryptogea

= P. pseudocryptogea
= P. tropicalis

= P, litorale

= P. cactorum
= P. sp.

Figura 16. Proporcion de especies de Phytophthora y Phytopythium detectadas

en viveros de la Ciudad de Mexico, Michoacan y Morelos.

Especies de Phytophthora detectadas por estacion del afio 2014 a 2016

En la estacion de invierno fueron detectadas P. cactorum (1), P. cryptogea
(2) y P. drechsleri (1); durante primavera se detectaron P. capsici (2), P.
cinnamomi (6) y P. nicotianae (3); en verano se encontraron las especies P.
capsici (16), P. cinnamomi (2), P. cryptogea (2), P. drechsleri (4), P. nicotianae
(2), P. pseudocryptogea (2), Phytophthotra sp. (1), P. tropicalis (1) y

Phytopythium litorale (1), en esta estacion se detectaron el mayor numero de

65



especies de Phytophthora; en otofio se detecté P. cinnamomi (1). Las
frecuencias de las especies de Phytophthora y Phytopythium litorale en las

estaciones del afio se muestran en la figura 17.

Aislados obtenidos por estacion 2014 a 2016
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Figura 17. Frecuencia de aislados de Phytophthora y Phytopythium litorale

obtenidos en las cuatro estaciones del afio.

66



DISCUSION
Los protocolos que se utilizan para aislar Phytophthora son de suma

importancia ya que se debe considerar a la especie para elegir el procedimiento
apropiado (Erwin y Ribeiro, 1996). El aislamiento de Phytophthora puede
dificultarse cuando se utiliza solamente un procedimiento, los resultados en este
trabajo demuestran que es necesario probar varios protocolos para aislar
Phytophthora. Por ejemplo, el aislado LEV6720 de P. cinnamomi solo se aislo
cuando se usaron hojas de azalea como tejido trampa (cebo), mientras que el
aislado LEV6724 de Phytopythium litorale solo se aisl6 mediante siembra directa
y con tejidos trampa pero no con el tratamiento con cloro. El aislado LEV6714 de
P. nicotianae se aislé con siembra directa y cloro pero no con cebos (hojas de
azalea). Estos resultados contribuyen para efectuar futuras investigaciones, ya
que el aislamiento de Phytophthora sigue siendo complicado para algunos
investigadores en América Latina (S. Fernandez-Pavia, comunicacion personal).
Las especies detectadas en viveros de plantas ornamentales en México han sido
reportadas en otros paises. En este estudio se detectd por primera vez en México
a P. drechsleri en Cineraria maritima; P. cryptogea en Gerbera sp., Senecio
cruentus y Bellis perennis; P. cactorum en Petunia x hibrida; P. capsici en Ruta
graveolens y Capsicum pubescens; P. cinnamomi en Mandevilla sp. y
Rhododendron sp.; P. pseudocriptogea en Pentas lanceolata y Solenostemon
sp., y P. tropicalis en Sempervivum sp. y Phytopythium litorale en Senecio
cruentus. Las especies de Phytophthora detectadas en plantas de Arctotis,
Cineraria maritima, Pentas lanceolata, Ruta graveolens, Sempervivum sp. y
Solenostemon sp. son nuevos hospedantes de Phytophthora no reportados
previamente a nivel mundial. Aunque ya existe un reporte de P. capsici en

Capsicum pubescens en el estado de México (Vallejo-Gutiérrez et al., 2018), la
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secuencia que alinearon con P. capsici_LT1534 version 11 con namero de
acceso PcapLT1534 _SCO064 de la base datos del NCBI (Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica) presenté una identidad muy baja (83%). Nuestro
aislado (LEV6747) fue identificado con la region ITS, Btubulinay CO1. La region
ITS se alined a la secuencia tipo CPHST_BL_33G con numero de acceso
MG865467 de P. capsici con 99.9% de identidad, 99.9% de sitios idénticos y
100% de cobertura con un fragmento de 746pb.

Estos resultados indican que los viveros en México estan infestados por diversas
especies de Phytophthora y si no se realiza un manejo adecuado este problema
se ira incrementando, ya que son Estados que comercializan plantas a diferentes
regiones del pais y fuera del pais.

La especie detectada con mayor frecuencia en los viveros muestreados fue P.
capsici, de plantas principalmente de Capsicum annuum, de acuerdo con Martin
et al. (2012) una de las caracteristicas que la distingue a esta especie es la
ausencia de clamidosporas. Aragaki y Uchida (2001), diferencian
morfolégicamente a P. capsici de P. tropicalis entre otros caracteres, por la
ausencia de clamidosporas. Sin embargo, los aislados de P. capsici LEV6692,
LEV6716, LEV6729, LEV6738 y LEV6742 presentaron clamidosporas, K.
Lamour (comunicacién personal) experto en esta especie, también ha detectado
aislados de P. capsici con clamidosporas. Las clamidosporas son estructuras de
resistencia que permiten al patdgeno sobrevivir en condiciones adversas. Estas
pueden estar jugando un papel muy importante en la evolucion, dispersién y
colonizacion del patdégeno a lugares donde no estaba presente y adaptarse a
nuevos ambientes. Algunos aislados de P. capsici que presentaron

clamidosporas son tipo de compatibilidad Al y otros A2. Esto indica que la
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reproduccion sexual podria estar ocurriendo y se estaria generando mayor
diversidad genética dentro de la misma la especie o interespecifica. Deben
realizarse mas estudios para resolver el complejo de especies P. capsici y para
entender mas sobre su biologia.

El movimiento de plantas entre viveros, la proximidad de tipos de compatibilidad
y la diversidad genotipica sugieren que esta ocurriendo la reproduccion sexual.
La presencia de ambos tipos de compatibilidad de la misma especie de
Phytophthora o diferentes especies en la misma o diferente especie de planta
hospedante dentro del mismo vivero hace suponer que pueden estar ocurriendo
procesos de hibridacion, lo que podria llevar al surgimiento de nuevas especies.
La presencia de diversas especies de Phytophthora con tipos de comptibilidad
diferentes detectada en este estudio sugiere que podrian surgir hibridos y
nuevas especies en los viveros comerciales. Existe un reporte previo de la
presencia de ambos tipos de compatibilidad en plantas de vinca en viveros de
Sinaloa, México (Alvarez-Rodriguez et al., 2016). La hibridacién podria estar
jugando un papel evolutivo importante en la transferencia de material genético
dentro de este género (Stukenbroock 2016, Bertier et al., 2013), como ocurre
entre P. cactorum x P. hedraiandra (Man in ‘t Veld et al., 2007), P. nicotianae x
P. cactorum (Bonants et al., 2000). Asimismo se ha demostrado entre diferentes
especies de Phytophthora y plantas hospedantes, tal es el caso de las cruzas
entre P. capsici aislado de calabaza y P. tropicalis de Rhododendron que
hibridizan (Donahoo y Lamour, 2008). La hibridacion entre especies podria estar
incrementandose a medida que se intensifica el comercio de plantas infectadas,
lo que representa un riesgo potencial en sistemas de produccion agricola,

parques, bosques y jardines.
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Con base en las diferentes colectas realizadas en los viveros de plantas
ornamentales durante las cuatro estaciones del aio (invierno, primavera, verano
y otofio), se detectd variacion del numero de especies obtenidos en cada
estacion. De 47 aislados caracterizados molecularmente, uno fue obtenido
durante la estacion de otofio, cuatro en invierno, 11 en primaveray 31 en verano.
Nuestros datos concuerdan con lo mencionado por Erwin y Ribeiro (1996),
quienes mencionan que el patdgeno se presenta con mayor frecuencia en el
verano por las condiciones climatoldgicas que prevalecen en esta estacion como
la humedad alta, consecuencia de las lluvias abundantes, lo cual favorece su
reproduccion y diseminacion. Esto indica que en esta época del afio deben
extremarse precauciones en los viveros, como evitar la reutilizacién de suelo de
plantas que se mueren, asi como macetas y agua de riego, entre otras.

Aunado a la diversidad de especies detectadas en viveros, la forma de la colonia
también vari6 entre aislados de una misma especie, este es un caracter utilizado
para caracterizarlos, ya que cuando se obtienen patrones de crecimiento
distintivos entre las cepas (Erwin y Ribeiro,1996), esto sugiere que existe
variabilidad genética intraespecifica. Rodriguez-Moreno et al. (2004) utilizan este
parametro como indicador de la patogenicidad de los aislados. Aunque en el
presente estudio no se correlacion6 la forma de la colonia con alguna
caracteristica en particular, se puede inferir a partir de los patrones de
crecimiento observado, que existe variabilidad genética.

Los viveros de México se caracterizan por tener heterocultivos en plantas y
material vegetal, haciéndolos extremadamente complejos para el manejo de
enfermedades causadas por Phytophthora. Las plantas generalmente se

trasplantan varias veces a diferentes objetos de propagacion a partir de semillas,
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plantulas y esquejes que pueden traer consigo Phytophthora, y se trasladan del
lugar de propagacion a invernaderos de produccién. Las especies de
Phytophthora representan un riesgo potencial en jardines de México debido a la
falta de regulacion en la distribucion de plantas. Las malas practicas de manejo
realizadas por los productores en los viveros de México deben mejorarse para
evitar la diseminacion del patdgeno hacia areas donde no estaba presente, como
parques, jardines, bosques, viveros y campos de cultivo o areas reforestadas.
Phytophthora infecta un amplio rango de especies de plantas, lo que sugiere que
otros géneros de las familias de las plantas que se detectaron infectadas podrian
estar también siendo afectadas. Esto puede causar grandes pérdidas
econdmicas, y la alteracion de ecosistemas ya que puede causar la muerte de
las plantas afectadas. Las rutas comerciales de entrada de las especies de
Phytophthora detectadas en México aun se desconocen, asi como el centro de
origen de muchas de estas. El comercio global es considerado como una de las
principales vias entre el ecosistema invadido y el habitat original (Moralejo et al.,
20009).

Uno de los objetivos mas importantes es prevenir la introduccion de
Phytophthora en los viveros a través de material vegetal infectado. Es necesaria
una reevaluacion de las estrategias actuales de manejo en México para
mejorarlas, particularmente mediante el uso de enfoques que tomen en cuenta
los puntos criticos de control en viveros donde el riesgo de propagacion de este
importante patégeno de plantas puede ser mitigado; para lo cual la capacitacion

del personal que labora en los viveros es de suma importancia.
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CONCLUSIONES

1. El uso de diferentes procedimientos de aislamiento de Phytopthora
incrementa las posibilidades de lograr una exitosa obtencion del
patdégeno.

2. Esta investigacion provee una idea general de la problematica y situacion
actual causada por especies de Phytophthora en los viveros de plantas
ornamentales de la region centro de México.

3. La presencia de Phytophthora tanto en tejido enfermo como en el sustrato
en viveros que producen plantas ornamentales podria a futuro causar
grandes pérdidas econdémicas a los productores si no utilizan medidas de
manejo fitosanitarias adecuadas.

4. Esta investigacion nos da un panorama preliminar del rango de
hospedantes que tienen las especies de Phytophthora detectadas en
viveros de la regidn centro de México.

5. El medio agar ejote es util y de bajo costo, por lo que representa una
alternativa para inducir la formacion de oosporas de aislados de
Phytophthora que no las forman en medios convencionales de V8 y harina
de maiz agar.

6. La presencia de los tipos de compatibilidad A1 y A2 de la misma o
diferentes especies de Phytophthora detectados en un mismo vivero en
la misma o diferente planta hospedante en este estudio sugiere que la
recombinacion genética esté ocurriendo, con la posible formacion de

hibridos y el surgimiento de nuevas especies en los viveros comerciales.

72



PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

1. El impacto econdmico que causan las especies de Phytophthora en
viveros, campos de cultivo y bosques se desconoce en México, por lo que
se requiere determinarlo.

2. Se necesitan realizar muestreos en viveros de todo México para detectar
las especies de Phytophthora presentes en viveros de plantas
ornamentales.

3. Se requiere continuar con este tipo de investigaciones para identificar la
formacion de posibles hibridos, nuevas especies de Phytophthora, su
papel ecoldgico y virulencia en viveros de plantas ornamentales de
México.

4. Los productores en los viveros deben realizar practicas de prevencién y
manejo para evitar la diseminacion de Phytophthora.

5. La capacitacion del personal de trabajo y duefios de viveros sobre
mejores practicas de manejo por parte de personal especializado es

necesaria para prevenir la diseminaciéon de Phytophthora.
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RESUMEN
La presencia de ambos tipos de compatibilidad de especies de

Phytophthora en la misma maceta no ha sido reportada en hospedantes de
viveros comerciales en México. Se plante6 la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Es posible que ambos tipos de compatibilidad (A1 y A2) de
Phytophthora esten coexistiendo en una misma planta hospedante?. El objetivo
de esta investigacion fue determinar si ambos tipos de compatibilidad (Al y A2)
de especies de Phytophthora pueden estar presentes en el mismo hospedante,
y si las oosporas se forman in planta bajo condiciones controladas de
invernadero. Se obtuvieron aislados de Phytophthora de viveros comerciales de
la Ciudad de México y el estado de Morelos durante 2015. Se detectaron los
tipos de compatibilidad A1y A2 de P. capsiciy P. drechsleri en plantas marchitas
de Capsicum annuum (tallo) y Petunia x hibrida (rizosfera), en Cuernavaca y
Xochimilco, respectivamente. Asimismo, P. capsci A1l y P. cinnamomi A2 fueron

detectados en plantas de Rhododendron sp. en Cuernavaca, Morelos. Los
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aislados de Phytophthora de Capsicum annuum y Petunia x hibrida coinoculados
in planta formaron oosporas bajo condiciones de invernadero en sus respectivos
hospedantes. Se reaislo a Phytophthora a partir de las plantas inoculadas, e
identific6 con herramientas morfolégicas y moleculares. Los tipos de
compatibilidad A1 y A2 de P. capsici y P. drechsleri, asi como P. capsici y P.
cinnamomi se encuentran coexistiendo en plantas de vivero, esto sugiere que la
recombinacién sexual y variacion genética estdn ocurriendo. Los tipos de
compatibilidad A1 y A2 de estas especies de Phytophthora se reportan por

primera vez en viveros de plantas ornamentales en México.
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ABSTRACT
The presence of both mating types of Phytophthora species in the same

pot has not been reported in hosts of commercial nurseries in Mexico. The
following research question was raised: Is it possible that both mating types (Al
and A2) of Phytophthora are coexisting in the same host plant?. The aim of this
investigation was to determine if both mating types (Al and A2) of Phytophthora
species may be present in the same host, and if oospores are formed in planta
under controlled greenhouse conditions. Isolates of Phytophthora were collected
in commercial nurseries of Mexico City and Morelos state during 2015. Mating
types Al and A2 of P. capsici and P. drechsleri were detected on wilted plants of
Capsicum annuum (stem) and Petunia x hybrid (rhizosphere) in Cuernavaca and
Xochimilco, respectively. Also, P. capsci A1 and P. cinnamomi A2 were detected
in Rhododendron sp. plants in Cuernavaca, Morelos. Phytophthora isolates from
Capsicum annuum and Petunia x hybrid coinoculated in planta formed oospores
in their respective host under greenhouse conditions. Phytophthora was
reisolated from inoculated plants, and identified with morphological and molecular
tools. Mating types Al and A2 of P. capsici and P. drechsleri, as well as P. capsici
y P. cinnamomi occur simultaneously within nursery plants, this suggests that
sexual recombination and genetic variation are occurring. Mating types Al and
A2 of these Phytophthora species are reported for the first time in ornamental

plants in Mexican nurseries.
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INTRODUCCION
Las plantas ornamentales Petunia x hibrida y Rhododendron y plantas de

chile para jardines de casa son producidas en viveros del estado de Morelos y la
Ciudad de México, dos de las localidades mas importantes que cultivan plantas
ornamentales para macetas en México (Mundo-Ocampo, 2006). Sin embargo, la
produccion esta limitada por enfermedades de las raices causadas por varias
especies de Phytophthora. P. capsici es un patdgeno altamente destructivo con
un rango de hospederos de mas de 50 especies de plantas, incluidas
solanaceas, cucurbitaceas, fabaceas y ornamentales en todo el mundo (Lamour
et al., 2012, Fernandez-Pavia et al., 2013); por otro lado, se ha reportado que P.
drechsleri afecta a mas de 25 especies de plantas horticolas y ornamentales
(Lamour et al., 2012, Fernandez-Pavia et al., 2013, Olson et al., 2011, Truong et
al., 2012); por otra parte, P. cinnamomi es una de las especies patdgenas de
plantas mas destructivas. Infecta alrededor de 5000 especies de plantas en el
mundo (Hardham y Blackman, 2018). En México, dos de los patdgenos de raiz
mas importantes son P. capsiciy P. cinnamomi. Estas especies de Phytophthora
son heterotdlicas y requieren la presencia de tipos de compatibilidad opuestos
(Al y A2) para la formacion de oosporas. La presencia de ambos tipos de
compatibilidad de P. capsici, P. drechsleri y P. cinnamomi en el mismo vivero en
diferentes hospedantes se ha detectado en estudios previos realizados en el
laboratorio de Patologia Vegetal, IIAF, UMSNH en México (Diaz-Celaya, 2011).
Sin embargo, la presencia de ambos tipos de compatibilidad de estas especies
en el mismo hospedante en viveros ornamentales no ha sido documentada. Se
planted la siguiente pregunta de investigacion: ¢Es posible que ambos tipos de
compatibilidad (A1 y A2) de Phytophthora esten coexistiendo en una misma

planta hospedante?. Se plante6 la siguiente hipétesis: Los tipos de
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compatibilidad (Al y A2) de Phytophthora coexisten en una misma planta
hospedante y forman oosporas. El objetivo de esta investigacion fue determinar
si ambos tipos de compatibilidad (A1 y A2) de especies de Phytophthora pueden
estar presentes en el mismo hospedante, y si las oosporas se forman in planta

bajo condiciones controladas de invernadero.
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y caracterizacion morfoldgica

Los aislados de Phytophthora se obtuvieron de plantas de viveros
comerciales de Capsicum annuum, Petunia x hibrida y Rhododendron sp. con
sintomas de marchitez en el estado de Morelos y Ciudad de México, México,
durante el 2015. Tejido de la planta de Capsicum annuum y Rhododendron sp.,
suelo de la rizosfera de Petunia x hibrida de plantas enfermas con sintomas de
marchitamiento y pudricion de raiz se analizaron para el aislamiento del
patdégeno. Los tejidos de la planta se enjuagaron con agua de la llave, se cortaron
pequefios fragmentos de tejido enfermo, se colocaron en medio NARPH-V8
(Delvocid Instant (0.02 g L-%) [(50% de natamicina, 50% de lactosa)], ampicilina
(0.27 g L- 1), rifampicina (0.01 g L-%), PCNB (0.10 g L-') e himexazol (0.075 g L-
1) e incubados a 25 °C en la oscuridad. Las muestras de suelo de la rizosfera
fueron utilizadas en un bioensayo con hojas de Rhododendron sp. como cebo.
Seis hojas de Rhododendron sp. desinfestadas se colocaron sobre suelo
inundado (10 g de suelo: 20 mL de agua estéril) y se incubaron durante 48 h a
25 °C, posteriormente se cortd el peciolo necrosado, se desinfestd con una
solucién de cloro comercial a 10% (0.6% de hipoclorito de sodio) durante 30 seg,
se enjuagaron con agua destilada estéril dos veces, se secaron con toallas de
papel estériles, se transfirieron a medio NARPH-V8 e incubaron como antes se
menciond. Los aislados de Phytophthora se identificaron preliminarmente
mediante observaciones bajo el microscopio éptico y se transfirieron a medio de
agar harina de maiz (CMA, 17 g L-1) para obtener cultivos puros por el método
de punta de hifa. Se produjeron esporangios y caracterizaron morfologicamente

incubando bloques de agar V8 mas micelio en agua destilada estéril y/o extracto
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de suelo no estéril a 25 °C bajo luz fluorescente continua durante tres a cinco

dias.

Tipos de compatibilidad e inoculaciones
El tipo de compatibilidad de los aislados de Phytophthora se determind

cruzandolos con cepas de tipo de compatibilidad A1 y A2 ya conocidos de P.
capsici y P. cinnamomi en agar V8 a 25 °C en la oscuridad y se examinaron
después de 20 dias. Posterior a la determinacion del tipo de compatibilidad se
cruzaron los aislados de Phytophthora capsici (Al y A2), P. drechsleri (A1 y A2)
y P. capsici A1 con P. cinnamomi A2, obtenidos de chile, petunia y azalea

respectivamente.

Produccién de oosporas in planta

Las cruzas de tipos de compatibilidad opuestos in planta se llevé a cabo
mediante la inoculacién de aislados de Phytophthora en plantas sanas de
Capsicum annuum, Petunia x hibrida y Rhododendron sp. El in6culo consistio en
bloques de agar V8 con micelio y esporangios. Se colocé un blogue de un aislado
A2 de Phytophthora en la base del tallo, mientras que un segundo bloque de un
aislado de Phytophthora Al se colocé a tres centimetros del primer bloque. Las
plantas control se inocularon con blogues de agar V8 sin el patégeno. Las plantas
se colocaron en charolas de plastico las cuales se inundaron durante 24 h para
favorecer el desarrollo de la enfermedad. La formacion de oosporas in planta se
confirmd observando bajo un microscopio Optico a 40x muestras de tejido
necrotico del tallo. Los tejidos se lavaron cuidadosamente en agua con jabén, se
enjuagaron con agua destilada estéril, se clarificaron en etanol al 96% hirviendo

durante 40 seg en el microondas, se enfriaron durante 30 min y se repitid el paso
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de clarificacion con etanol durante 40 seg. Posteriormente, el tejido se montd en

un portaobjetos de vidrio.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se obtuvo cultivando los aislados en V8
liquido clarificado al 2% a 21 °C durante 15 a 20 dias, y se siguio el protocolo de
Moller et al., (1992) con las modificaciones descritas previamente por Robideau
etal., (2011). En el paso final, la pastilla de ADN se resuspendié en TE 0.1X que

contenia 50 yg/mL de RNasa A e incubd a 65 °C durante 10 minutos.

Amplificacién de ADN

La region ITS (espaciador transcrito interno) del ADN ribosomal se
amplific6 empleando los oligonucleotidos UN-up18S42 (Bakkeren et al., 2000),
UN-102851220 (Bala et al., 2010), Oom-up18S67, UN-1028S22 e ITS4 (Lévesque
y De Cock, 2004). Las secuencias parciales del gen mitocondrial CO1
(subunidad 1 de la citocromo c¢ oxidasa) se amplificaron con los oligonucle6tidos
OomCoxlLevup y Fm85mod (Martin y Tooley, 2003), y el nuclear Btubulina con
los oligonucleo6tidos Oom-Btub-up415 y Oom-Btub-lo1401 (Bilodeau et al.,
2007).
Las amplificaciones por PCR se realizaron utilizando las siguientes condiciones:
todas las reacciones tuvieron un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 3 min y una etapa de extension final a 72 °C durante 8 a 10 min. La
region ITS se amplificé con los oligonucleoo6tidos Oom-up18S67 y UN-102851220
se realizo con 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 58 °C durante 45 sy 72 °C durante

2 min. La misma region se amplifico con los oligonucleotidos UN-up18S42 e ITS4
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se utilizaron 40 ciclos de 95 °C durante 30 s, 68 °C durante 45 sy 72 °C durante
1.5 min.

Las condiciones de amplificacion para CO1 fueron las mismas que las descritas
por Robideau et al., (2011). La amplificacion del gen Btubulina para aislados de
P. capsici fue de 40 ciclos de 95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 miny 72 °C
durante 1 min. Para los aislados de P. drechsleri se realiz6 una PCR touch-down
siguiendo el protoclo descrito por Blair et al., (2008), disminuyendo la
temperatura de 68 a 58 °C.

Se utilizd6 un analizador genético Applied Biosciences Prism® 3130x| para
generar las secuencias de ADN a partir de las reacciones de secuenciacion de
amplificacion. Las secuencias fueron ensambladas y editadas para obtener
secuencias consenso, alineadas con secuencias publicadas (Phytophthora Q-
bank, http://www.q-
bank.eu/fungi/Defaultinfo.aspx?Page=Phytophthora%20Methodologies), y
analizadas utilizando el programa Blast con el software Geneious v. 8.1,
(www.geneious.com) para determinar los porcentajes de identidad. Las
secuencias se subieron al NCBI GenBank.

Un analisis filogenético multi-loci de méxima verosimilitud e inferencia Bayesiana
se construy6 con secuencias tipo para confirmar la identidad de los aislados en

el portal de ciencia CIPRESS v. 3.3 (Miller et al., 2010).
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RESULTADOS
La identificacién de los aislados mediante caracterizacion morfoldgica y

molecular y analisis filogenéticos se logrd satisfactoriamente. Los analisis
filogenéticos concatenados de maxima verosimilitud e inferencia Bayesiana
corroboraron la identidad de los aislados de P. capsici y P. drechsleri al
agruparse con secuencias tipo de Phytophthora (Figura 1). Todos los aislados
tuvieron un 99% de similitud con secuencias disponibles en la base de datos de
Phytophthora — Q-bank

(http:/lwww.g-
bank.eu/bioloMICSSequences.aspx?file=Bacteria&file=FUNGI&file=Arthropods
&file=Nematodes&file=Phytopl&file=Plants&file=Virus&file=Sequence&wsize=2
0). Phytophthora capsici LEV6716 (Al) and LEV6717 (A2) and Phytophthora

drechsleri LEV6731 (Al) and LEV6731 (A2).
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Figura 1. Analisis filogenético de méaxima verosimilitud e inferencia Bayesiana
derivado de la concatenacion de los genes ITS, Btubulinay CO1 de P. capsici y
P. drechsleri con P. cryptogea como grupo externo. Se muestran los valores
bootstrap y probabilidades posteriores del andlisis de maxima verosimilitud e
inferencia Bayesiana en porcentajes en los puntos de las ramas,
respectivamente. La barra de escala indica 0.02 substituciones por sitio por

rama.

Se obtuvieron aislados de Phytophthtora con tipos de compatibilidad A1y A2 del
suelo de la rizosfera de una planta de Petunia x hibrida que correspondieron a
P. drechsleri. Los de tejido de tallo de una planta de C. annuum pertenecieron a
P. capsici. Un aislado de P. capsici con tipo de compatibilidad Al y uno de P.
cinnamomi A2 fueron obtenidos de Rhododendron sp. del tallo de la planta. Los
aislados se encuentran en la coleccion del laboratorio de Patologia Vegetal del

IIAF de la UMSNH. También, fueron depositados en la coleccion de cultivos del
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departamento de Agricultura y Agroalimentaciéon de Canada Agriculture and
(Agriculture and Agri-Food Canada), Ottawa, Canada.

Las plantas de Capsicum annuum inoculadas con aislados de ambos tipos de
compatibilidad de P. capsici mostraron clorosis, defoliacion, marchitez y necrosis
en el tallo cinco dias después de la inoculacion (Figura 2). Las plantas de Petunia
x hibrida inoculadas con tipos de compatibilidad A1 y A2 de P. drechsleri
mostraron sintomas de marchitez 10 dias después de la inoculacion (Figura 4).
Los aislados se reaislaron a partir de las lesiones de las plantas y se identificaron
morfolégicamente con lo cual se completaron los postulados de Koch. Las
plantas de Rhododendron sp. no mostraron sintomas de enfermedad. Las
plantas control se mantuvieron sanas. Se observaron abundantes oosporas en
la epidermis de los tallos de plantas inoculadas de C. annuum y Petunia x hibrida

(Figuras 3 y 5), siete y 10 dias después de la inoculacion, respectivamente.
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Figura 2. Plantas inoculadas. A. Primer dia de la inoculacion; B. Sintomas de

marchitez, pérdida de turgencia, defoliacién y necrosis en la base del tallo en
plantas de Capsicum annuum inoculadas con ambos tipos de compatibilidad Al

y A2 de P. capsici en la misma planta.
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Figura 3. Oospora de P. capsici formada in planta en tejido de raiz de Capsicum

annuum coinoculados con aislados de tipo de compatibilidad Al y A2.

(YY)

Figura 4. Sintomas de marchitez, pérdida de turgencia y necrosis 10 dias
después de la inoculacién en plantas de Petunia x hibrida inoculadas con ambos
tipos de compatibilidad A1 (PVM-140.1) y A2 (PVM-140.2) de P. drechsleri en la

misma planta.
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Figura 5. Oospora de P. drechsleri formada in planta en tejido de raiz y tallo de

Petunia x hibrida coinoculados con aislados de tipo de compatibilidad Al y A2.
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DISCUSION

La presencia de ambos tipos de compatibilidad en aislados de P. capsici
y P. drechsleri, asi como el Al de P. capsici y A2 de P. cinnamomi en la misma
planta y suelo de rizosfera, indica que la reproduccion sexual y variacion genética
estan ocurriendo en las plantas de vivero. La formacion de oosporas podria servir
como inéculo primario (Lehtinen y Hannukkala, 2004), ya que la reutilizacion de
suelo y macetas infestadas se produce en la mayoria de viveros visitados en
México, lo que contribuye a la presencia anual de Phytophthora en las plantas
de vivero. Las osporas pueden ser estructuras resistentes a largo plazo en
viveros, lo que permite una nueva colonizacion del hospedante y pueden
introducir nuevos genotipos recombinantes de Phytophthora en areas donde no
se encontraban. Debido a que los viveros comerciales muestreados distribuyen
plantas a muchos estados de la Republica Mexicana y algunos al extranjero, la
diseminacién de estos patdgenos en nuevas areas agricolas y forestales y zonas
urbanas es altamente probable. Un factor de riesgo adicional es el amplio rango
de hospedantes de P. capsici y P. drechsleri, y aun mayor de P. cinnamomi
(Erwin y Ribeiro, 1996, Lamour et al., 2012). Adicionalmente, aislados con
resistencia a fungicidas pueden desarrollarse y la enfermedad que ocasionen
sera mas dificil de manejar. Los productores deben mejorar las practicas de
manejo recomendadas por Parke y Grinwald (2012), de acuerdo con sus
recursos economicos, para reducir las pérdidas. Este es el primer reporte de los
tipos de apareamiento A1 y A2 en un mismo hospedante, de P. capsici (en
Capsicum annuum), P. drechsleri (en Petunia x hibrida) y P. capsici y P.
cinnamomi (en Rhododendron sp.) detectados en plantas comerciales de vivero

en México.
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CONCLUSIONES

1. Este trabajo mostré que ambos tipos de compatibilidad de P. capsiciy P.
drechsleri ocupan el mismo nicho en ambientes de vivero.

2. La presencia de ambos tipos de compatibilidad de P. capsici y P.
drechsleri en Capsicum annuum y Petunia x hibrida respectivamente, asi
como P. capsici (A1) y P. cinnamomi (A2) en Rhododendron sp. ocupando
el mismo nicho en ambientes de vivero sugiere que se pueden desarrollar
hibridos de oomicetes en plantas de viveros de México.

3. Este estudio sugiere que eventos de alopoliploidia entre P. capsici (Al) y
P. cinnamomi (A2) y/o entre otras especies de Phytophthora podria estar
ocurriendo en viveros.

4. Esta investigacion sugiere que la formacion de oosporas esta ocurriendo
en viveros, lo cual tiene grandes implicaciones biol6gicas y de

bioseguridad en viveros de México.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES
1. Futuros trabajos se requieren para identificar la formacion de posibles
hibridos, de nuevas especies de Phytophthora y su papel ecologico y
virulencia en viveros de plantas ornamentales de México.
2. Es necesario implementar medidas apropiadas de manejo fitosanitario en
los viveros para reducir riesgos de dispersion de especies de

Phytophthora.
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CAPITULO NI
FILOGENIA Y DIFERENCIACION GENETICA DE LOS COMPLEJOS
Phytophthora capsici Y Phytophthora cryptogea EN VIVEROS DE

PLANTAS ORNAMENTALES EN EL CENTRO DE MEXICO

RESUMEN

Los datos moleculares con secuencias de ADN han sido una herramienta
atil para resolver las relaciones filogenéticas entre grupos de especies. El
objetivo de este estudio fue investigar las relaciones filogenéticas y
diferenciacion genética de aislados de viveros de los complejos de especies de
Phytophthora capsici y P. cryptogea provenientes de diferentes hospedantes,
distribucién geografica y tipo de compatibilidad. Se obtuvieron 43 aislados de los
complejos P. cryptogea y P. capsici de plantas de viveros de la Ciudad de
México, Michoacan y Morelos durante el 2014, 2015 y 2016. Se realizd un
analisis multilocus de Maxima Verosimilitud y Bayesiano incluyendo la region ITS
del ADN ribosomal, el gen nuclear B-tubulina y el gen mitocondrial CO1,
adicionalmente secuencias de los Ex-Type de las especies de cada complejo
fueron incluidas. Las corridas fueron por 20 millones de generaciones. La
combinacion de datos de secuencias de la regién ITS, B-tubulina y CO1
generaron un conjunto de datos de 2,407 pares de bases. Los analisis
filogenéticos y tocogenéticos en P. capsici y P. tropicalis soportan a las distintas
especies, como lo han reportado en otros estudios. La filogenia con la region ITS
de los aislados que producen clamidosporas del complejo P. capsici indicé la
presencia de tres filoespecies, P. capsici, Phytophthora aff glovera vy

Phytophthora sp._nov. Se detectaron varios haplotipos compartidos dentro de
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aislados de P. capsici, lo cual podria tener repercusiones en estudios futuros,
como estimar, si hay hibridacién y diseminacion de especies a diferentes
regiones del pais si no se realiza un manejo adecuado en los viveros. Los dos
andlisis multilocus (Maxima Verosimilitud y Bayesiano) mostraron que el
complejo P. cryptogea comprende diferentes clados taxonémicos en los viveros
de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos. Los aislados de P. drechsleri
forman un grupo monofilético con bajos niveles de diversidad intraespecifica,
mientras P. cryptogea es parafilético con mayor diversidad. Las filogenias de
este estudio de los subclados 2b y 8a muestran varios linajes filogenéticos que
justifican una investigacion méas amplia de delimitacion de especies,

coalescencia y filogenomica.
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ABSTRACT

The molecular data with DNA sequences has been a useful tool for solving
phylogenetic relationships between groups of species. The objective of this study
was to investigate the phylogenetic relationships and genetic differentiation of
nursery isolates of the Phytophthora capsici and P. cryptogea species complexes
from different hosts, geographic distribution and mating type. Forty three isolates
of the P. cryptogea and P. capsici complexes from nursery plants of Mexico City,
Michoacan and Morelos were obtained during 2014, 2015 and 2016. A multilocus
analysis of Maximum Likelihood and Bayesian was performed including the ITS
region of the rDNA, the nuclear gene B-tubulin and the mitochondrial gene CO1,
additionally sequences of the Ex-Type species of each complex were included.
The runs were for 20 million generations. The combination of sequence data from
the ITS region, B-tubulin and CO1 generated a data set of 2407 base pairs.
Phytophthora capsici and P. tropicalis phylogenetic and tocogenetic analysis
support different species, as they have been reported in other studies.
Phylogenetic analysis using the ITS region of the isolates that produce
chlamydospores of the P. capsici complex indicated the presence of three
phylospecies, P. capsici, P._aff glovera and P. sp._nov. Several shared
haplotypes within P. capsici isolates were detected, which could have
repercussions in future studies, such as estimating, if there is hybridization and
dissemination of species to different regions of the country if proper management
is not carried out in nurseries. The two multilocus analysis (Maximum Likelihood
and Bayesian) showed that the P. cryptogea complex comprises different
taxonomic groups in the nurseries of Mexico City, Michoacan and Morelos. P.

drechsleri isolates form a monophyletic group with low levels of intraspecific
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diversity, while P. cryptogea is paraphyletic with greater diversity. The
phylogenies of this study of subclades 2b and 8a show several phylogenetic
lineages that justify further research of species delimitation, coalescence and

phylogenomics.
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INTRODUCCION

Phytophthora capsici es un oomicete patégeno de plantas transmitido por
suelo infestado. Este microorganismo presenta distribucién mundial e infecta un
amplio rango de hospedantes causando considerables pérdidas en cultivos de
las familias Solanaceae, Cucurbitaceae y Fabaceae (Lamour et al., 2012,
Gevens et al., 2008, Quesada-Ocampo y Hausbeck 2010). Phytophthora capsici
es un microorganismo diploide, heterotalico (Erwin y Ribeiro 1996)
(ocasionamelmente homotalico) y se reproduce sexualmente cuando los tipos de
compatibilidad A1 y A2 se cruzan para producir oosporas (Lamour y Hausbeck
2001). Ambos tipos de compatibilidad estan presentes en México, asi como
aislados homotalicos. La diversidad de poblaciones de P. capsici se ha analizado
principalmente de campos de chile de la regién norte y centro de México (Castro-
Rocha et al., 2016). Sin embargo, se tiene poca informacién sobre su estructura
genética poblacional en viveros de plantas ornamentales en México. El analisis
de la estructura poblacional y distribucién de diversidad genética de este
patébgeno es necesaria para entender la composicion genética de los aislados
obtenidos de diversos hospedantes procedentes de viveros de plantas
ornamentales en la region centro de México.
La clasificacién taxondmica precisa de los aislados se requiere cuando algunos
de estos tienen caracteristicas que difieren de las que presentan los aislados
tipo, como es la presencia de clamidosporas en P. capsici.
En la clave lucida de IDphy: Molecular and morphological identification of
Phytophthora based on the types por Abad et al. (2019), no mencionan la
formacion de clamidosporas en esta especie. Sin embargo, si se han observado

en algunos aislados de P. capsici (Kurt Lamour, comunicacién personal).

101



Por otro lado, las especies de Phytophthora de un filogrupo agrupadas en el
clado 8a son conocidas por su impacto en la produccion de cultivos de plantas
de invernadero y ornamentales, siendo P. cryptogea y P. drechsleri de las mas
importantes. Phytophthora cryptogea afecta aproximadamente 141 géneros en
49 familias de plantas y P. drechsleri 113 géneros en 40 familias (Olson et al.,
2011, Cline et al., 2008). Phytophthora cryptogea fue descrita inicialmente por
Pethybridge y Lafferty en 1919 causando pudricién en jitomate en Irlanda y P.
drechsleri posteriormente se describié causando pudricion de la papa en EUA
(Pethybridge y Lafferty 1919, Tucker 1931). Las especies dentro del complejo P.
cryptogea comparten caracteristicas morfolégicas por lo cual se traslapan y esto
hace dificil su descripcion taxonémica (Erwin y Ribeiro 1996).

Las secuencias de ADN son herramientas Utiles para la identificacion de aislados
de Phytophthora cuando las caracteristicas morfologicas y biolégicas son muy
similares, asi como para resolver las relaciones filogenéticas de los taxa (Kang
et al., 2010). Los analisis filogenéticos multilocus actualmente son posibles y su
costo es accesible en paises latinoamericanos. Estos andlisis pueden ser
utilizados como parte de la tarea de describir y delimitar la diversidad organica
(Rintoul et al., 2012).

Una especie filogenética hace referencia un grupo monofilético determinado por
una combinacién de caracteres compartidos (Sinapomorfias) (Mishler et al.,
2000). Los datos genéticos empleados para determinar una especie filogenética
son representados por secuencias de aminoacidos o nucledtidos. El
reconocimiento de especies filogenéticas de concordancia genealdgica
operacional utiliza genealogias multigénicas para determinar la topologia

filogenética a través de la concordancia de ramas que apoyan la presencia de
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especies separadas y ramas en conflicto que indican el flujo de genes (Taylor et
al., 2000). Cuando la identificacion de especies dentro de un género se dificulta
por caracteristicas morfolégicas no descritas y comportamiento reproductivo
variable, el reconocimiento de especies filogenéticas de concordancia
genealdgica operacional tiene la capacidad de analizar las relaciones
taxondmicas con una resolucidon mas alta que otras técnicas de reconocimiento
de especies (Moralejo et al., 2008, Taylor et al., 2000).

El complejo de especies P. capsici y P. cryptogea son grupos no resueltos y su
diseminacién en los viveros del centro de México es alto. Es necesario entender
las relaciones filogenéticas del complejo y conocer la diversidad genética de los
complejos P. capsici y P. cryptogea en viveros de plantas ornamentales de la
region centro de México y evaluar la independencia de linajes evolutivos de las
poblaciones. Asi como delimitar la variacion genética entre individuos del

complejo P. capsici.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe diferenciacion genética dentro de los complejos de especies
Phytophthora capsici y Phytophthora cryptogea en aislados de viveros de la

Ciudad de México, Michoacan y Morelos?

HIPOTESIS

Los aislados del complejo Phytophthora cryptogea de viveros de la Ciudad
de México, Michoacan y Morelos son filogenéticamente distintos.

Los aislados de Phytophthora capsici de viveros de la Ciudad de México,

Michoacan y Morelos presentan flujo génico.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las relaciones filogenéticas y diferenciacion genética de
aislados de viveros de los complejos de especies P. capsici y P. cryptogea
provenientes de diferentes hospedantes, distribucion geografica y tipo de

compatibilidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar filogenéticamente mediante un analisis multilocus con la regiones
ITS, B-tubulina y CO1, los aislados de Phytophthora del complejo P.
capsici y P. cryptogea obtenidos de viveros.

2) Dilucidar la variacion genética intra-especifica dentro del complejo P.
capsici en la region ITS, B-tubulinay CO1.

3) Determinar la identidad de los aislados mediante un analisis multilocus
con la region ITS, B-tubulina y CO1 con secuencias tipo de los complejos

P. capsici y P. cryptogea.
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MATERIALES Y METODOS
Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN gendmico se obtuvo de 43 aislados cultivados a 21+1 °C por 15 a
20 dias en medio liquido V8 clarificado al 2% siguiendo el protocolo de Mdller et
al., (1992) con modificaciones en el rompimiento del tejido, previamente descrito
por Robideau et al., (2011). EI ADN extraido se resuspendioé en 0.1X TE buffer
el cual contenia 50 ug/mL de RNasa Ay se incub6 a 65 °C por 10 min.
La regién ITS (Internal transcribed spacer) se amplific6 empleando los
oligonucledtidos UN-up18S42 (Bakkeren et al., 2000), UN-102851220 (Bala et
al., 2010), Oom-up18S67, UN-1028S22 e ITS4 (Lévesque y de Cock, 2004). Las
secuencias parciales del gen mitocondrial CO1 (Cytochrome c oxidase subunit
1) fueron amplificadas con OomCoxILevup y Fm85mod modificados por Martin y
Tooley (2003), y Oom-Btub-up415 y Oom-Btub-l01401 (Bilodeau et al., 2007) de
la region del gen B-tubulina para los aislados del complejo de especies P. capsici
y P. cryptogea.
El volumen de la reaccion de PCR para los tres genes (ITS, B-tubulina y CO1)
fue de 10 pL, con concentraciones finales de 1x Titanium Taq buffer (con 3.5 mM
de MgCI2), 0.1mM de dNTPs, 0.08 uM de cada oligonucleétido, 0.5x Titanium
Taq polimerasa y aproximadamente de 1 a 10 ng/uL de ADN. Se agregd agua
S-HPLC hasta obtener un volumen de 10 pL.
La amplificacion de la region ITS SSU/LSU con los oligonucledtidos Oom-
upl8S67 y UN-102851220 se realizé de acuerdo con el siguiente protocolo: 95
°C durante 3 min seguido por 35 ciclos de 95 °C durante 30 seg, 58 °C durante
45 seq, 72 °C por 2 min, y finalmente 72 °C por 8 min de extension. Para los

oligonucleotidos UN-up18S42 y UN-1028S22 o ITS4 las condiciones fueron: 95
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°C durante 3 min seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 30 seg, 68 °C durante
45 seq, 72 °C por 1'30”, y 72 °C por 10 min de extension final.

Las condiciones de PCR para la amplificacion de CO1 fueron las descritas por
Robideau et al. (2011). Las condiciones de PCR para B-tubulina para los aislados
de P. capsici y P. tropicalis fueron: 95 °C durante 3 min seguido por 40 ciclos de
95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 72 °C por 1 min, y finalmente 72 °C
por 8 min de extension. Mientras que para el complejo P. cryptogea (P.
cryptogea, P. drechsleri y P. kelmania) se realizé un PCR “touch-down” bajo las
condiciones descritas por Blair et al. (2008), disminuyendo la temperatura de 68
a 58 °C.

Se utilizd6 un analizador genético Applied Biosciences Prism® 3130xl para
generar las secuencias de ADN a partir de las reacciones de amplificacién de
secuenciacion.

Las secuencias se ensamblaron, editaron, generaron secuencias consenso y se
alinearon con secuencias de la base de datos del GenBank (NCBI. National

Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nim.nih.gov/) mediante

analisis Blast con el programa Geneious (Geneious v. 8.1, www.geneious.com)
para determinar los porcentajes de identidad e identificar la especie de
Phytophthora. Las secuencias se subieron a la base de datos del banco de genes

(GenBank), los numeros de acceso estan en proceso de obtencion.

Andlisis filogenéticos de los complejos de Phytophthora cryptogea y P.
capsici
Se realizaron analisis multilocus utilizando secuencias de la reion ITS del

ADN rinbosomal, del gen B-tubulina y del gen mitocondrial CO1, de los 43
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aislados de los complejos de P. cryptogea y P. capsici, obtenidos de plantas de
viveros de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos durante el 2014, 2015 y
2016, adicionalmente fueron incluidas secuencias de los Ex-Type (tipo) de las
especies de cada complejo. Las secuencias tipo (Ex-Type) del complejo de
especies de P. cryptogea clado 8a (P. cryptogea CBS 113.19, CBS 114074, P.
erythroseptica CBS 111343, P. medicaginis CBS 119902, P. trifolii CBS 117687

y P. drechsleri CBS292.35) fueron obtenidas de g-bank (http://www.qg-bank.eu)

para las regiones ITS, B-tubulina y CO1. Las secuencias tipo del complejo de
especies P. capsici clado 2b [P. capsici CBS 128.23 y RLW2002.MS8 (NCBI), P.
glovera S_2 (NCBI), P tropicalis CBS 434.91 y AB211 (NCBI)] también fueron
obtenidas del g-bank para los mismos genes.

Se realiz6 un andlisis de Maxima Verosimilitud con la matriz concatenada con
1000 réplicas de bootstrap, y un andlisis Bayesiano desarrollandose las corridas
por 20 millones de generaciones, con temperatura de 0.2 y frecuencia de
muestreo de 100 usando el portal de ciencia CIPRES v. 3.3 (Miller et al., 2010).
El alineamiento de secuencias se realiz6 con MAFFT 7. El mejor modelo
evolutivo de sustitucién de nucleétidos al que se ajustaron el grupo de datos fue
GTR+I+G (Tiempo General Reversible con sitios Invariables mas distribucion
Gamma) obtenido en jModelTest2.1.10
(https://mac.softpedia.com/get/Utilities/jModelTest.shtml).

Los aislados de Phytophthora que produjeron clamidosporas (LEV6692,
LEV6716, LEV6729, LEV6738, LEV6742) fueron sometidos a un analisis
filogenético con 1000 de bootstrap basado en la region ITS del ADN ribosomal
de especies de Phytophthora del clado 2b con especimenes de los Ex-types.

Utilizando a P. tropicalis, P. mengei, y P. siskiyouensis del sub-clado 2, como
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grupos externos.

Redes de haplotipos

Se reconstruyeron redes de haplotipos con secuencias de las regiones
ITS, B-tubulina y CO1, para describir las relaciones entre los aislados del
complejo de especies P. capsici. Las genealogias haplotipicas en estos clados

fueron obtenidas por Haploview v. 4.2 (Barrett et al., 2005).
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RESULTADOS
Arboles filogenéticos de los complejo de especies de Phytophthora
cryptogeay P. capsici

Los analisis filogenéticos multilocus con la matriz concatenada (ITS,
Btubulina y CO1) mostraron buena convergencia con 20 millones de
generaciones. El modelo evolutivo que mejor se ajustd a nuestros datos en la
prueba de maxima verosimilitud y Bayesiana fue el de sustitucion de nucledétidos
de tiempo general reversible (GTR+I+G) con sitios invariables mas distribucion
gamma. Los resultados de los analisis filogenéticos multilocus Bayesianos y de
maxima verosimilitud resultaron generalmente en topologias bien soportadas
con algunas excepciones en algunos clados que se mencionan posteriormente.

Las topologias y tamafio de las ramas se muestran en las Figuras 1y 2.
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Figura 1. Andlisis filogenético multilocus de inferencia Bayesiana construido con
secuencias concatenadas (ITS + CO1 + f-tubulina) de tres marcadores
genéticos. Los numeros en los nodos representan las probabilidades posteriores
en cada clado. El tamafio de las ramas y topologia se muestran. Secuencias de
los Ex-Type (tipo) de las especies de cada complejo fueron incluidas (clado 2a'y
clado 8a). Las secuencias tipo incluidas (Ex-Type) del complejo de especies P.
cryptogea (Phytophthora cryptogea CBS 113.19, CBS 114074, P. erythroseptica
CBS 111343, P. medicaginis CBS 119902, P. trifolii CBS 117687 y P. drechsleri

CBS292.35) fueron obtenidas de g-bank (http://www.g-bank.eu) de ITS, -

tubulina y COL1. Las secuencias tipo del complejo de especies P. capsici (P.
capsici CBS 128.23 y RLW2002.MS8 (NCBI), P. glovera S_2 (NCBI), P. tropicalis
CBS 434.91 y AB211 (NCBI)) también fueron obtenidas de g-bank para los
mismos genes. Las secuencias tipo mas las del presente estudio fueron
concatenadas para los andlisis filogenéticos multilocus. Los aislados obtenidos
en este estudio del clado 8a se muestran en color azul y color verde. La unidad

de escala de la barra indica el nUmero de substituciones de nucleétidos por sitio.
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Figura 2. Andlisis filogenético multiloci de maxima verosimilitud construido con
secuencias concatenadas (ITS + CO1 + f-tubulina) de tres marcadores
genéticos. Los numeros en los nodos representan el porcentaje de soporte de
bootstrap en cada clado. El tamafio de las ramas y topologia se muestran.
Secuencias de los Ex-Type (tipo) de las especies de cada complejo fueron
incluidas (clado 2a y clado 8a). Las secuencias tipo incluidas (Ex-Type) del
complejo de especies P. cryptogea (Phytophthora cryptogea CBS 113.19, CBS
114074, P. erythroseptica CBS 111343, P. medicaginis CBS 119902, P. trifolii
CBS 117687 y P. drechsleri CBS292.35) fueron obtenidas de g-bank

(http://www.qg-bank.eu) de ITS, B-tubulina y CO1. Las secuencias tipo del

complejo de especies P. capsici (P. capsici CBS 128.23 y RLW2002.MS8
(NCBI), P. glovera S_2 (NCBI), P tropicalis CBS 434.91 y AB211 (NCBI)) también
fueron obtenidas de g-bank para los mismos genes. Las secuencias tipo mas las
del presente estudio fueron concatenadas para los analisis filogenéticos
multiloci. Los aislados obtenidos en este estudio del clado 8a se muestran en
color azul y color verde. La unidad de escala de la barra indica el nUmero de

substituciones de nucleétidos por sitio.

Relaciones filogenéticas de especies del complejo Phytophthora cryptogea

Se observd en los analisis filogenéticos de maxima verosimilitud e
inferencia Bayesiana, realizados con las secuencias de ADN (con los genes ITS
+ B-tubulina + CO1) que aislados de P. drechsleri son monofiléticos con bajos
niveles de diversidad genética intraespecifica y aislados del complejo P.
cryptogea presentaron diferentes grupos taxonémicos con mayor variacion

geneética.
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El analisis concatenado de maxima verosimilitud (Figura 2) muestra los aislados
LEV6699 y LEV6700 agrupados en un clado, LEV6691 y LEV6744 en otro clado,
y LEV6746 en un tercer clado. Los clados anteriores son concordantes en el
analisis de Maxima verosimilitud y Bayesiano con valores de soporte que van de
0.97 a 1 y de 82 a mas altos, respectivamente. No asi los aislados de P.
pseudocryptogea (Sin. P. kelmania) LEV6694 y LEV6737 que se agrupan en
clados diferentes en el analisis multilocus de inferencia Bayesiana (Figura 1),
mientras que con maxima verosimilitud se agrupan en un mismo clado (Figura
2) siendo discordantes.

Los aislados de P. drechsleri se agrupan en el mismo clado, formando un grupo
monofilético con inferencia Bayesiana y de maxima verosimilitud con valores de

soporte de 0.86 y 87, respectivamente.

Relaciones filogenéticas del complejo Phytophthora capsici

Los analisis Bayesiano y de maxima verosimilitud soportan robustamente
la separacion de P. capsici y P. tropicalis como especies diferentes.
Phytophthora tropicalis fue aislada de Sempervivum sp. Este es el primer reporte
de P. tropicalis afectando Sempervivum sp. a nivel mundial. El aislado LEV6706
en un clado con soporte (1/71) se resolvio en el analisis filogenético
consistentemente en los andlisis Bayesiano y de maxima verosimilitud. Existe la
posibilidad de que este aislado obtenido de Epipremnum aureum de Tarimbaro,
Michoacan pueda ser descrito como una nueva especie de Phytophthora; sin
embargo, solo se cuenta con un aislado. Asimismo, se detectd un aislado en
Ruta graveolens (LEV6734) de una distinta rama cercanamente relacionados a

P. capsici y P. glovera con buen soporte (0.81/59), sugiriéndolo como un nuevo
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taxon (Figuras 1 y 2). No existen reportes en la literatura cientifica de
Phytophthora afectando Ruta graveolens.

Los andlisis Bayesiano y de maxima verosimilitud muestran la amplia variacion
genética intraespecifica existente entre los aislados de P. capsici de viveros de
la Ciudad de México, Michoacan y Morelos (Figuras 1y 2).

El aislado LEV6706 del complejo P. capsici se mantiene concordante en los
analisis Bayesiano y de Mé&xima verosimilitud con valores de soporte de 1y 71,
respectivamente. El aislado LEV6734 obtenido de Ruta graveolens es
concordante también en los andlisis Bayesiano y de méaxima verosimilitud con
valores de soporte de 0.78 y 99, respectivamente. Este aislado se agrupa con la
secuencia tipo CBS 128.23. Ambos aislados LEV6706 y LEV6734 son
consistentes. Sin embargo, debido a que estos clados estan compuestos de un
solo aislado es dificil determinar que tan distintos son con respecto a los aislados
de P. capsici. Estos aislados permanecen fuera en los extremos y ho comparten
nodos con el mayor grupo de aislados, por lo que pudieran alcanzar un nivel
taxonomico diferente si se tuviesen mas aislados para confirmarlo.

El aislado LEV6743 se agrupa en un clado distinto con secuencias tipo de P.
tropicalis, permaneciendo monofilético y siendo concordante en los analisis
multiloci Bayesiano y de méxima verosimilitud con valores de soporte de 1y 100,

respectivamente.

Filogenia de aislados del complejo Phytophthora capsici que producen
clamidosporas
En el analisis realizado con las secuencias Ex-Types y las del presente

estudio de los aislados que producen clamidosporas, se logré identificar lo
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siguiente: con base en los clados soportados del andlisis de estos aislados de
Phytophthora junto con las secuencias tipo del complejo de especies P. capsici,
los aislados LEV6692, LEV6716 y LEV6729 fueron identificados como P. capsici.
El aislado LEV6738 se agrup6 en un clado diferente con la secuencia tipo de P.
glovera y se identific6 como Phytophthora_aff glovera. El aislado LEV6742 se
separd en otro clado bien soportado y se identific6 como Phytophthora_sp_nov.

(Figura 3).
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Figura 3. Aislados de Phytophthora que producen clamidosporas. Arbol

filogenético con 1000 de bootstrap basado en la region ITS rDNA de especies
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de Phytophthora del clado 2b. Las especies de Phytophthora de este estudio se
muestran en color rojo. P. tropicalis, P. mengei, y P. siskiyouensis en el sub-
clado 2 son los grupos externos. Las marcadas en color blanco son especimenes
de los Ex-types. La unidad de escala de la barra: NUmero de sustituciones de

nucleotidos por sitio.

Heterocigocis en aislados de Phytophthora capsici

Durante el proceso de ensamble de secuencias en ambas direcciones
para generar la secuencia consenso, se observaron dobles picos en la misma
posicion en los cromatogramas en los genes B-tubulina e ITS para algunos
aislados. Esto fue considerado como el resultado de alelos heterocigoticos y se
dejaron como ambigiiedades en la secuencia consenso.
La secuenciacion de ADN de una porcion del gen B-tubulina (Figura 4) e ITS
(Figura 5) en algunos aislados de P. capsici contenian sitios heterocigotos. Esto
sugiere que los aislados son producto de la hibridacién que posiblemente esta
ocurriendo dentro de este complejo de especies. Las ambigiedades fueron

tratadas como caracteres desconocidos en los andlisis.
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Figura 4. Electroferogramas del gen nuclear B-tubulina que ilustra un sitio

heterocigoto de P. capsici en la posicion 287.
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Figura 5. Electroferogramas de la regién ITS que ilustra un sitio heterocigoto de

P. capsici en la posicion 491.

Redes de haplotipos del complejo Phytophthora capsici

Las redes de haplotipos mostraron haplo-grupos bien diferenciados que
separan a P. capsici de P. tropicalis por varios pasos mutacionales. Las
poblaciones de la especie P. capsici mostraron haplotipos compartidos entre las
diferentes localidades de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos. Los pasos
mutacionales que separan estos haplotipos compartidos es muy bajo. Los
haplotipos mas frecuentes para las regiones ITS (Figura 6), B-tubulina (Figura 7)
y CO1 (Figura 8), provenieron de Cuautla, seguido de los de Cuemanco,

Cuernavaca y Morelia. El haplotipo mas ancestral es el de Cuautla, Morelos.
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Figura 6. Red de haplotipos del complejo de especies P. capsici con la
subunidad pequefia de la region ITS. Los puntos en las lineas azules indican
posibles pasos mutacionales. Los circulos representan tipos de secuencia; los
nameros dentro de los circulos son proporcionales al nUmero de aislados;
localidades de los aislados: Te=Temixco, Mo=Morelia, Cv=Cuernavaca,
Ta=Tarimbaro, Co=Cuemanco, Ct=Cuautla; nombre de las especies de
Phytophthora ex—type: ca=P. capsici, me=P. medicaginis, tr=P. tropicalis, gl=P.

glovera.
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Figura 7. Red de haplotipos del complejo de especies P. capsici con el gen
nuclear B-tubulina. Los puntos en las lineas azules indican posibles pasos
mutacionales. Los circulos representan tipos de secuencia; los numeros dentro
de los circulos son proporcionales al nimero de aislados; localidades de los
aislados: Te=Temixco, Mo=Morelia, Cv=Cuernavaca, Ta=Tarimbaro,
Co=Cuemanco, Ct=Cuautla; nombre de las especies de Phytophthora ex-type:

ca=P. capsici, me=P. medicaginis, tr=P. tropicalis, gl=P. glovera.
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Figura 8. Red de haplotipos del complejo de especies P. capsici con el gen
mitocondrial CO1. Los puntos en las lineas azules indican posibles pasos
mutacionales; los circulos representan tipos de secuencia; los nimeros dentro
de los circulos son proporcionales al numero de aislados; localidades de los
aislados: Te=Temixco, Mo=Morelia, Cv=Cuernavaca, Ta=Tarimbaro,
Co=Cuemanco, Ct=Cuautla; nombre de las especies de Phytophthora ex—type:

ca=P. capsici, me=P. medicaginis, tr=P. tropicalis, gl=P. glovera.
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DISCUSION

La inferencia filogenética del complejo P. capsici mostré tres clados. En el
clado | se agrupan aislados de P. tropicalis el cual se resuelve en un clado
monofilético distinto a P. capsici, observandose baja variacion intraespecifica.
En este clado se ubica el aislado LEV6743 obtenido de Sempervivum sp. con un
soporte de 1/100 (Bayesiano y de méxima verosimilitud, respectivamente). El
clado Il lo conforma el aislado LEV6706 de Epipremnum aureum de Tarimbaro,
Michoacéan, estando bien soportado; sin embargo, solo se tiene un aislado, se
requieren mas aislados para describirlo como Phytophthora sp. nov. El clado 1l
agrupa aislados de P. capsici. Los analisis con la region ITS de los aislados que
produjeron clamidosporas muestran que el aislado LEV6742 es una nueva
especie dentro del complejo P. capsici. Mientras que el aislado LEV6738 se
clasifico como P. aff. glovera, por lo que se necesitan realizar mas analisis y
estudios con este aislado para su clara identificacion. Los aislados LEV6692,
LEV6717 y LEV6729 concuerdan con P. capsici. Con esta evidencia se
determina que P. capsici, y la nueva especie LEV6742 dentro del complejo P.
capsici y LEV6738 P. aff. glovera dentro de este mismo complejo, producen
clamidosporas. Siendo una evidencia mas de que se pueden presentar
clamidosporas las cuales ya se han observado en otros aislados (Kurt Lamour,
comunicaciéon personal). La presencia de clamidosporas en P. capsici sugiere
nuevas interrogantes dentro de este complejo de especies. ¢Porqué estan
presentando clamidosporas estos aislados?
Los anadlisis filogenéticos proporcionanron evidencia de flujo genético dentro de
la especie. Las redes de haplotipos demuestran que las poblaciones de P.

capsici de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos estan compartiendo
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haplotipos. Estos datos sugieren que el grupo podria tener altos niveles de
aneuploidia. La cual podria estar jugando un papel importante en la evolucion
del complejo de especies en el campo.

Los analisis de la estructuracion genética en las poblaciones de P. capsici con
secuencias tipo de ADN descargadas de bases de datos verificadas para cada
gen, y su concatenacion con las secuencias de ADN de nuestros aislados,
destaca la importancia de incluir aislados de todos los clados detectados que
representan la variacion genética en P. capsici para el desarrollo de
herramientas de diagndstico, susceptibilidad a fungicidas y resistencia a
hospedantes. La estructura de la poblacién detectada también afectara el disefio
e interpretacion de los estudios de asociacion en P. capsici. Este estudio
proporciona un mapa inicial de la estructura de la poblacién del complejo de
especies P. capsici en la Ciudad de México, Michoacan y Morelos. Es necesario
continuar con el genotipificado de aislados para ampliar nuestro conocimiento de
variacion genética en este importante patdégeno de plantas.

Es importante obtener secuencias tipo de ADN descargadas de bases de datos
verificadas para andlisis filogenéticos por las siguientes razones: porque puede
haber una ligera discordancia que se observa en los arboles filogenéticos debido
a errores en la secuenciacion y baja calidad de algunas de las secuencias
depositadas en la base de datos del banco de genes (Genbak NCBI) que no han
sido verificadas. El ruido de fondo se puede identificar incorrectamente como
caracteristicas filogenéticamente importantes, como los SNP o polimorfismos de
secuencia de las corridas de secuenciacion y baja calidad de secuencia. Algunas
secuencias de la base de datos del banco de genes (GENBANK, NCBI) no tienen

cobertura bidireccional completa y no son de la mas alta calidad y/o estan mal
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identificadas, por lo que se pueden hacer inferencias incorrectas en los analisis
individuales de cada gen. Por lo que para identificar correctamente nuestros
aislados se optd por realizar analisis filogenéticos multiloci (ITS + CO1 + B-
tubulina) Bayesiano y de maxima verosimilitud con secuencias tipo de las
especies del complejo P. cryptogea. Esto ayudé a clasificar con mayor certeza
los aislados.

Las redes de haplotipos con las regiones ITS, pB-tubulinay CO1 de los aislados
de la especie P. capsici, demuestran que existe un fendbmeno de flujo genético
dentro de la especie en viveros de la Ciudad de México, Michoacan y Morelos.
Mientras que la especie P. tropicalis es un haplotipo Unico y no se esta
entrecruzando con los aislados de la especie P. capsici. Los diferentes datos de
los analisis filogenéticos son congruentes con las redes de haplotipos al
observarse que P. capsici y P. tropicalis son distintas especies. Se detecto la
presencia de varios haplotipos compartidos de P. capsici en viveros de plantas
ornamentales de la ciudad de México, Michoacan y Morelos.

La especie de P. capsici fue detectada con mayor frecuencia en viveros de
plantas ornamentales de México principalmente en Capsicum annuum. Los
estudios de P. capsici afectando C. annuum, C. chinense y C. pubescens en
México son escasos en comparacion con los reportados en EUA. En un estudio
realizado por Quesada-Ocampo et al.,, (2011) para determinar la estructura
genética de poblaciones de P. capsici en C. annuum analizando el nimero
promedio de diferencias de bases nucleotidicas, se encontré una diferenciacion
genética de 3.14 con 13 aislados de México comparado con 164 aislados de
EUA con 2.77 de diferencia genética, por lo tanto, México tiene mayor diversidad

genética. México es uno de los centros de origen, domesticacion, diversificacion
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e importancia economica del género Capsicum (Aguilar-Rincon et al., 2010).
Esto sugiere que México podria ser el centro de origen y diversificacion de P.
capsici en el mundo. Futuros estudios tienen que realizarse para resolver el
complejo de especies P. capsici y determinar los genes de virulencia y los que
producen las clamidosporas. Una reevaluaciéon del complejo de especies P.
capsici y P. cryptogea debe realizarse para clarificar su taxonomia,
patogenicidad y de fenotipos de virulencia, rango de hospedantes, y detectar la
existencia de hibridos naturales. La utilizacién de varios genes hipervariables
nucleares y mitocondriales enlazados servira para detectar flujo genético para lo
cual se necesitan mas muestreos y obtencidon de aislados de los cinco
continentes.

En los andlisis filogenéticos multilocus (ITS + CO1 + B-tubulina) Bayesiano y de
maxima verosimilitud de los aislados LEV6691 y LEV6744, son concordantes las
topologias de los arboles de genes y estan soportados (0.97/78). No hay
incongruencias, no se produjeron sesgos, es decir no hay nodos incongruentes.
La topologia es similar en todos los clados. Lo que sugiere que no hay flujo
génico y ahi termina la especie. Estos aislados deben clasificarse como
Phytophthora sp. nov.

El andlisis de los electroferogramas de las regiones ITS y B-tubulina muestran
escasos a nulos dobles picos indicando que no hay heterocigosis. Esto provee
fuerte evidencia de que no hay flujo génico entre los aislados del complejo P.
cryptogea. Rintoul et al., (2012), menciona que en los analisis filogenéticos
basados en conjuntos de datos concatenados, es poco probable que algunas
diferencias leves de topologia puedan representar el flujo de genes y afecten las

conclusiones finales y/o se reflejen en la disminucion de los apoyos de las ramas.
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El aislado LEV6746 (1/91 de soporte) se agrupa solo en un clado diferente en
los andlisis filogenéticos multiloci (ITS + CO1 + B-tubulina) Bayesiano y de
maxima verosimilitud a los aislados LEV6691 y LEV6744. Estos aislados deben
clasificarse como Phytophthora sp. nov. Por otro lado, dentro del mismo
complejo de especies de P. cryptogea, los aislados LEV6699 y LEV6700 (1/88)
se agrupan en un mismo clado en el analisis multiloci (ITS + CO1 + B-tubulina)
Bayesiano y de maxima verosimilitud. Por lo que deben clasificarse como
Phytophthora sp. nov. El gen mitocondrial CO1, ha sido utilizado para resolver
especies de Phytophthora que son indistinguibles con ITS ADNr (Robideau et
al., 2011), siendo una buena alternativa para resolver complejos de especies
aparentes. Robideau et al. (2011) y Lévesque (comunicacion personal),
mencionan que las secuencias de la region ITS de los mismos aislados en
algunos casos han mostrado que la identificacion con el gen CO1 es una buena
opcién complementaria debido a que es ADN mitocondrial y no nuclear. En
algunos casos, CO1 ha sido mas discriminatorio que ITS a nivel de especie,
contrastando con la subunidad ribosomal larga, que mostr6é una baja resolucién
de las especies cuando se secuencio a partir de un subconjunto de los aislados
utilizados en dicho estudio. Los resultados descritos indican que la
secuenciacion de CO1 y el conjunto de datos generado son un complemento
valioso a los recursos de taxonomia de oomicetes disponibles en la actualidad,
son marcadores de ADN aceptables y complementarios que se utilizan para la
identificacion de oomicetos.

Los aislados LEV6700 y LEV6744 aislados de Bellis perennis y Senecio cruentus
de Cuernavaca, Morelos, con tipos de compatibilidad A1 y A2 respectivamente,

sugiere una recombinacion putativa entre los tipos de compatibilidad Al y A2.
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Esto sugiere que la reproduccion sexual puede ocurrir o ha ocurrido en la historia
de estos aislados generando variacion genética en éstos. No se observa una
clara relacion entre el linaje molecular y el tipo de compatibilidad en estos
aislados. La cruza de tipos de compatibilidad es posible, ya que no es evidente
de que existan barreras para el cruzamiento entre los aislados, se necesitan
estudios integrales de cruzas para examinarlo con mas detalle.

Un mayor numero de aislados de los complejos P. capsici y P. cryptogea son
necesarios para evaluar completamente la posicion taxonémica de estos
aislados antes de cualquier cambio taxonémico formal.

De este andlisis, se concluye que hay movimiento de plantas infectadas de
Phytophthora entre la Ciudad de México, Michoacan y Morelos y que existe un
mal manejo de los viveros de plantas ornamentales en las localidades antes
mencionadas. La Ciudad de México y Morelos son los principales estados
productores de plantas ornamentales en maceta en vivero en México, los cuales
abastecen la demanda de planta en nuestro pais. Dichas localidades son una
fuente de inéculo de especies de Phytophthora, y con el flujo continuo de plantas
y por consiguiente de especies de este patdgeno se dispersa a viveros de otros
estados y nuevos ambientes donde no estaba presente. EI movimiento de
plantas por personas a través del comercio nacional o internacional parece ser
un factor importante en la diseminacion del patégeno. Esto podria estar
favoreciendo la variacion genética y diseminacion de especies a diferentes
regiones del pais o el mundo si no se tiene un manejo adecuado y buenas
practicas fitosanitarias en los viveros. La informacién obtenida en este estudio

sera util para generar hospedantes resistentes.
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CONCLUSIONES

1. Los aislados del complejo Phytophthora cryptogea de viveros de la Ciudad
de México, Michoacan y Morelos son filogenéticamente distintos.

2. Los aislados de Phytophthora capsici de viveros de la Ciudad de México,
Michoacéan y Morelos presentan flujo génico.

3. Este estudio provee un mapa inicial de la estructura poblacional del
complejo P. capsici y P. cryptogea en viveros de México. Es necesario
continuar con el genotipificado de aislados para expandir nuestro
conocimiento sobre la variacién genética de estos patdgenos de plantas
en el pais.

4. La estructura poblacional detectada impactard en el disefio e
interpretacion de estudios del complejo de especies P. capsici y P.
cryptogea.

5. Este trabajo muestra el papel que esta jugando el flujo continuo de plantas
y especies de Phytophthora entre viveros de la Ciudad de México,
Michoacan y Morelos a otros estados y nuevos ambientes donde no
estaba presente, favoreciendo la variacion genética y diseminacion de

especies o formacion de nuevas especies en diferentes regiones del pais.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

1. En México se desconocen los mecanismos de recombinacion sexual de
poblaciones de Phytophthora en campo y la evolucion y linajes clonales y
los mecanismos basicos de patogenicidad.

2. Es necesario realizar muestreos en todos o la gran mayoria de viveros de
plantas ornamentales de México para detectar especies de Phytophthora,
especialmente de P. cryptogea para obtener un mayor numero de
aislados y determinar si existe una correlacion entre el origen geografico
de los aislados del complejo o si hay especificidad de hospedantes. Asi
como determinar si hay o hubo divergencia evolutiva.

3. La secuenciacion completa de genomas de poblaciones de aislados de
los complejos P. capsici y P. cryptogea de México ayudara a entender
mas sobre su biologia y genética.

4. Los analisis filogendmicos de poblaciones de aislados de los complejos
P. capsici y P. cryptogea podrian ser una buena opciéon para diferenciar

nuevos taxones dentro de estos complejos.
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DISCUSION GENERAL

Las especies detectadas en este estudio en viveros de plantas
ornamentales en México han sido reportadas en viveros de otros paises. En
Australia (Hardy y Sivasithamparam 1988, Linderman y Zeitoun 1977), Estados
Unidos de América (Lamour et al., 2003, Warfield et al., 2008, Olson y Benson
2011, Schwingle et al., 2007, Yakabe et al., 2009, Reeser et al., 2015), Espaia
(Moralejo et al., 2009, Pérez-Sierra 2012), Italia (Cacciola et al., 2008, Prigigallo
et al., 2015), Reino Unido (Denton et al., 2008), Republica Checa (Cerny et al.,
2011) y en Sudafrica (McLeod y Coertze 2007). Lo cual indica que las especies
de Phytophthora estan ampliamente distribuidas debido al inadecuado manejo
que prevalece en muchos viveros, por lo que éstas se han dispersado en viveros
alrededor del mundo .
La especie de P. capsici fue detectada con mayor frecuencia en viveros de
plantas ornamentales de México principalmente en Capsicum annuum. Los
estudios de P. capsici afectando C. annuum en México son escasos en
comparacioén con los reportados en EUA. En un estudio realizado por Quesada-
Ocampo et al., (2011) para determinar la estructura genética de poblaciones de
P. capsici en C. annuum analizando el nimero promedio de diferencias de bases
nucleotidicas, encontraron una diferenciacién genética de 3.14 con 13 aislados
de México comparado con 164 aislados de EUA con los que obtuvieron 2.77 de
diferencia genética, lo que demostrO que Meéxico tiene mayor diversidad
genética. Esto concuerda con la hipotesis de que México es el centro de origen
y diversificacion de P. capsici en el mundo ya que México es uno de los centros
de origen, domesticacion, diversificacion e importancia econdémica del género

Capsicum (Aguilar-Rincén et al., 2010). Otra caracteristica de los aislados de P.
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capsici de México es que a diferencia de lo que se ha observado en otros paises
algunos aislados analizados en el presente estudio LEV6692, LEV6716,
LEV6729, LEV6738 y LEV6742 presentan clamidosporas, estructuras no
reportadas en la literatura para P. capsici. El andlisis realizado consisitié en la
secuenciacion de tres genes y aunque una de las caracteristicas morfolégicas
que diferencian a P. capsici de P. tropicalis es la ausencia de clamidosporas en
la primera (Aragaki y Uchida, 2001), el analisis molecular de nuestros aislados
concuerda con P. capsici.

Una reevaluacion amplia del complejo de especies P. capsici debe realizarse
para clarificar su taxonomia, patogenicidad, fenotipos de virulencia, rango de
hospedantes y formacioén de hibridos naturales, para los cuales se necesitan
realizar mas muestreos y obtencion de aislados de los cinco continentes.

Es recomendable usar varios genes hipervariables nucleares y mitocondriales
enlazados para detectar flujo genético en el complejo de especies. Los andlisis
gendmicos y filogendmicos son otras herramientas que pueden emplearse para
conocer mas sobre la biologia y genética de este complejo de especies. Lo
mismo se sugiere para el complejo de especies P. cryptogea ya que se encontrd
que lo que se consideraba que correspondia a esta especie en realidad abarca
varias especies entre las que se encuentran P. pseudocryptogea y P. drechsleri.
Los tipos de compatibilidad A1y A2 de P. capsici estan presentes en viveros de
la ciudad de México, Michoacan y Morelos, asi como en su forma homotalica en
Ciudad de México. El tipo de compatibilidad A2 de P. cinnamomi esta presente
anicamente en México. Mientras que el A1 de P. drechsleri esta presente en
viveros del estado de Michoacan afectando Arctotis sp., y Capsicum annuum y

el A2 en Gerbera sp. y Euphorbia pulcherrima. Asi como el A1y A2 en Petunia

135



x hibrida en la localidad de Xochimilco, Ciudad de México. Ambos tipos de
compatibilidad de P. cryptogea estan presentes en el estado de Morelos, el Al
en Bellis perennis y el A2 en Senecio cruentus. EI A1y A2 de P. nicotianae fueron
detectados en Catharanthus roseus en Cuernavaca, Morelos. Alvarez-Rodriguez
et al. (2016) reporta la presencia de ambos tipos de compatibilidad en plantas de
vinca en viveros de Sinaloa, México. EI movimiento de planta entre viveros, la
proximidad de tipos de compatibilidad y la diversidad genotipica sugieren que
esta ocurriendo la reproduccion sexual. La presencia de reproduccion sexual
conlleva a la existencia de diversidad de las especies de Phytophthora en viveros
de la ciudad de México, Michoacan y Morelos como consecuencia del
intercambio de material genético entre aislados debido al mal manejo
fitosanitario.

La presencia de ambos tipos de compatibilidad en aislados de P. capsici en
Capsicum annuum y P. drechsleri en Petunia x hibrida, en la misma planta y
rizosfera, respectivamente, indica que la reproduccion sexual y variacion
genética estan ocurriendo en las plantas de vivero de Morelos y la Ciudad de
México. Las oosporas podrian estarse formando y ser una fuente de inGculo
primario (Lehtinen y Hannukkala, 2004), ya que la reutilizacién de suelo y
macetas infestadas se lleva a cabo en viveros en todo México, lo que contribuye
a la presencia anual de Phytophthora en las plantas de vivero. Las oosporas son
estructuras resistentes que podrian sobrevivir por un periodo largo en viveros, lo
que permite una nueva colonizacion del hospedante y pueden introducir nuevos
genotipos recombinantes de Phytophthora en nuevas areas. Este trabajo mostro
gue ambos tipos de compatibilidad de P. capsiciy P. drechsleri ocupan el mismo

nicho en ambientes de vivero. Los productores necesitan mejorar las practicas

136



de manejo recomendadas por Parke y Griinwald (2012), acorde con sus recursos
economicos, para reducir pérdidas significativas. Estudios previos en México han
confirmado la presencia de ambos tipos de compatibilidad dentro de un mismo
campo de cultivo agricola en diferentes zonas productoras de chile en los
estados de Aguascalientes, Chihuahua, Guanajuato, Jalisco y Zacatecas
(Rodriguez et al.,, 2004 y Silva-Rojas et al., 2009). Sanchez-Gurrola (2019)
observd oosporas in planta en chile pimiento morron al inocular los tipos de
compatibilidad A1y A2 de P. capsici obtenidos de una misma planta de un cultivo
agricola de chile de pimiento de la localidad de Delicias, Chihuahua. Sin
embargo, este es el primer reporte en México que demuestra la presencia de
ambos tipos de compatibilidad (Al y A2) in planta en viveros.

La presencia de los dos tipos de compatibilidad de la misma especie de
Phytophthora o diferentes especies en la misma o diferente especie de planta
hospedante dentro del mismo vivero sugiere que pueden estar ocurriendo
procesos de hibridacion, lo que podria llevar al surgimiento de nuevas especies.
La hibridaciébn podria estar jugando un papel evolutivo importante en la
transferencia de material genético dentro de este género (Stukenbroock 2016,
Bertier et al., 2013), como ocurre entre P. cactorum x P. hedraiandra (Man in ‘t
Veld et al., 2007), P. nicotianae x P. cactorum (Bonants et al., 2000). Asi como
se ha demostrado entre diferentes especies de Phytophthora y plantas
hospedantes, como en el caso de las cruzas entre P. capsici aislado de calabaza
y P. tropicalis de Rhododendron que hibridizan (Donahoo y Lamour, 2008). La
hibridacion entre especies podria estar incrementandose a medida que se
intensifica el comercio de plantas infectadas, lo que representa un riesgo

potencial en sistemas de produccion agricola, parques, bosques y jardines. Las
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especies de Phytophthora hibridas introducidas en nuevos ecosistemas de
plantas heterogéneos y las especies que ya se encuentran en el ecosistema,
podrian llevar al surgimiento de especies genéticamente diferentes o especies
nuevas, incrementando la diversidad genética del género.

Los andlisis filogenéticos multiloci de maxima verosimilitud y Bayesiano del
complejo P. capsici demuestran la presencia de distintos grupos filogenéticos y
estos andlisis proporcionan evidencia de flujo genético dentro del complejo. Las
redes de haplotipos demuestran que las poblaciones de P. capsici de la Ciudad
de México, Michoacan y Morelos estan compartiendo haplotipos. Estos datos
sugieren que el grupo podria tener altos niveles de aneuploidia. Barchenger et
al., (2017), encontraron ploidia en aislados de P. capsici con expansion y
contraccion intragendémica. La cual podria estar jugando un papel importante en
la evolucién y plasticidad del complejo en campo.

La estructura de la poblacion detectada también afectard el disefio e
interpretacion de los estudios de asociacion en P. capsici. Este estudio
proporciona un mapa inicial de la estructura de la poblacién global de P. capsici
sin embargo, es necesario continuar con el genotipificado de aislados para
ampliar nuestro conocimiento de variacién genética en este importante patégeno
de plantas.

Las redes de haplotipos con los genes ITS, B-tubulina y CO1 de los aislados de
la especie P. capsici demuestran que existe un fendmeno de intercambio
genético dentro de la especie en viveros de la Ciudad de México, Michoacan y
Morelos. Mientras que la especie P. tropicalis es un haplotipo Unico y no se esta
entrecruzando con los aislados de la especie P. capsici. Los diferentes datos de

los andlisis filogenéticos son congruentes con las redes de haplotipos al
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observarse que P. capsici y P. tropicalis son distintas especies. Se detecto la
presencia de varios haplotipos compartidos de P. capsici en viveros de plantas
ornamentales de la ciudad de México, Michoacan y Morelos.

En P. drechsleri se encontraron niveles bajos de variacion intraespecifica en
comparacion con P. cryptogea. Los analisis filogenéticos en este estudio,
claramente dan buen soporte a P. drechsleri como un taxén monofilético distinto,
corroborando lo demostrado en estudios previos (Yang et al., 2017, Olson et al.,
2011). Los analisis concatenados resuelven distintos grupos dentro de P.
cryptogea. Estos grupos comparten un ancestro comun reciente pero ha ocurrido
una posible divergencia evolutiva por la especificidad al hospedante o el origen
geografico. Por lo tanto, es probable que cualquier analisis biogeografico sea
confuso por la distribucién generalizada del patdgeno mediante el comercio
nacional e internacional de plantas infectadas (Brasier 2008).

Se concluye que existe un mal manejo de los viveros de plantas ornamentales
en las localidades donde se realizo este estudio. La Ciudad de México y Morelos
son los principales estados productores de plantas ornamentales en maceta en
vivero en México, los cuales abastecen la demanda de planta en nuestro pais.
Dichas localidades son una fuente de inéculo de especies de Phytophthora, y
con el flujo continuo de plantas y por consiguiente de especies de este patdgeno
se dispersa a viveros de otros estados y nuevos ambientes donde no estaba
presente. El movimiento de plantas por personas a traves del comercio nacional
o0 internacional parece ser un factor importante en la diseminacion del patdgeno.
Esto podria estar favoreciendo la hibridacion y diseminacion de especies a
diferentes regiones del pais o el mundo si no se tiene un manejo adecuado y

buenas practicas fitosanitarias en los viveros.
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Los viveros de México se caracterizan por tener heterocultivos, haciéndolos
extremadamente complejos para el manejo de enfermedades causadas por
Phytophthora. Las plantas se propagan a partir de semillas, plantulas, cultivo in
vitro y esquejes, se trasplantan varias veces y trasladan del lugar de propagacion
a invernaderos o viveros pudiendo llevar consigo Phytophthora. Las especies de
Phytophthora representan un riesgo potencial en jardines de México debido a su
distribucion no regulada. Las malas practicas de manejo realizadas por los
productores en los viveros de Meéxico deben mejorarse para evitar la
diseminacién del patégeno hacia areas donde no estaba presente, parques,
jardines, bosques, viveros y campos de cultivo. Phytophthora infecta un amplio
rango de especies de plantas, lo que indica que otros géneros de las familias de
plantas infectadas podrian estar siendo infectadas. Esto a su vez puede causar
grandes pérdidas econdmicas, y la alteracion de ecosistemas ya que causa la
muerte de las plantas afectadas. Las rutas comerciales de entrada de las
especies de Phytophthora detectadas en México aln se desconocen, asi como
el centro de origen de muchas de estas. El comercio global es considerado como
una de las principales vias entre el ecosistema invadido y el habitat original
(Moralejo et al., 2009).

En México se tiene que prevenir la introduccion de Phytophthora en los viveros
a través de material vegetal infectado. Es necesaria una reevaluacion urgente
de las estrategias actuales de manejo en México para mejorarlas,
particularmente mediante el uso de enfoques que tomen en cuenta los puntos
criticos de control en viveros donde el riesgo de propagacion de este importante
patdogeno de plantas puede ser mitigado. La deteccion de Phytophthora en

viveros de México parece similar a la de otros paises; sin embargo, en el pais

140



esta situacion es preocupante, por la gran dispersion de este patégeno, debido
a la falta de regulacion ya que no existe certificacion de viveros. Es
recomendable que trabajen de manera conjunta y coordinada las instituciones
de gobierno y viveristas produciendo planta certificada libre de este patdégeno
para reducir la dispersion y afectaciones causadas por Phytophthora en viveros,

bosques, jardines y campos agricolas.
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CONCLUSIONES GENERALES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Especies de Phytophthora estan afectando plantas de algunos viveros de
la Ciudad de México el estado de Michoacéan y Morelos.

Las plantas de vivero infectadas con Phytophthora son una fuente de
in6culo en viveros de la ciudad de México, el estado de Michoacan y
Morelos.

La presencia de Phytophthora en plantas de Arctotis, Cineraria maritima,
Pentas lanceolata, Ruta graveolens, Sempervivum sp. y Solenostemon
sp. como nuevos hospedantes de Phytophthora, indica que el rango de
hospedantes conocidos se ird ampliando a medida que se realicen mas
estudios.

La coexistencia de especies de Phytophthora en un mismo vivero podria
generar nuevos taxa via hibridacion.

La presencia del tipo de compatibilidad A1 y A2 de Phytophthora en una
misma planta de chile serrano, petunia y azalea indica que la reproduccion
sexual esta ocurriendo en viveros de la Ciudad de México y Morelos.
Repercutiendo en mayor cantidad de indculo e infeccion de plantas por el
patégeno al tener mayor variacion genética.

La presencia de ambos tipos de compatibilidad de la misma especie o
diferente en un mismo vivero sugiere mayor variabilidad y que nuevas
especies podrian estar surgiendo.

Este estudio provee un mapa inicial de la estructura poblacional de los
complejos P. capsici y P. cryptogea en viveros de México. Es necesario

continuar con el genotipificado de aislados para expandir nuestro
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conocimiento sobre la variacion genética de estos patdgenos de plantas
en el pais.
8) La estructura poblacional detectada impactard en el disefio e

interpretacion de estudios de P. capsici y P. cryptogea.
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ANEXO

Medios de cultivo

Cantidades para preparar 1 litro de medio de cultivo, todos los medios se

mezclan y posteriormente se esterilizan 20 min a 121 °C.

Agar harina de maiz (AHM)

17 g de agar harina de maiz

1000 mL de agua destilada

Agar V8 (AVS8)

15 g de agar

3 g de carbonato de calcio CaCos

160 mL de jugo de verduras V8 (Campbell’s)

840 mL de agua destilada

Agar harina de maiz o V8 selectivo (NARPH)

Preparar 1 L de medio de agar harina de maiz o V8, esterilizar.

Enfriar el medio (49 °C) y agregar 2 mL de los siguientes fungicidas y antibiéticos:

PCNB

Natamicina (Delvocid)
Ampicilina
Rifampicina

Himexazol

Considerar el volumen de los antibidticos antes de agregar el agua destilada al

medio de cultivo. Ejemplo: si se prepara 1L de medio se agregan solamente 990
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mL de agua destilada, cuando los antibiéticos y fungicidas estan disueltos en 10
mL.

La rifampicina tiene que cubrirse y/o estar en oscuridad durante el
descongelamiento, debido a que es altamente sensible a luz.

Las cajas Petri se cubren con papel aluminio antes de almacenar para evitar la

degradacion de los antibioticos por la luz.

Agua agar
15 g de agar bacteriolégico

1000 mL de agua destilada

Agar papa dextrosa (PDA)
39 g de agar papa dextrosa

1000 mL de agua destilada

Medio agar ejote
339 g de gerber de ejote Nestlé®
15 g de agar bacteriolégico

646 mL de agua destilada

Medio LB (Luria Bertani). Medio para detectar presencia de bacterias en los
cultivos

1. Disolver 20 g de agar en 1L de agua.

2. Agregar 2 mL a cada tubo de ensayo.

3. Esterilizar los tubos con medio a 121 °C por 20 min.
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4. Dejar enfriar y almacenar a 15 °C.

5. Usar hasta el dia siguiente para asegurar que no hay presencia de
contaminantes en el medio.

Procedimiento para detectar contaminacion bacteriana:

1. Seleccionar cajas de cultivo de las que se sospeche estan contaminadas
con bacterias. Realizar cortes de cubos de 5 mm? aproximadamente de
medio mas micelio de diversas partes de la caja.

2. Colocar de tres a cuatro cuadros de medio (agar) con micelio en un tubo
con medio estéril Luria Bertani bajo condiciones asépticas, cerrar e
incubar a temperatura del laboratorio (24 °C) por al menos 24 h.

3. Realizar observaciones despues de 24 h. Si el medio esté turbio significa
que hay bacterias, es decir que estd contaminando el cultivo, si

permanece cristalino (claro) indica ausencia de bacterias.

Agar papa dextrosa (PDA) + &cido tartarico

Preparar 1 L de PDA esterilizar.

En un tubo preparar 14 mL de &cido tartarico a 10% vy esterilizar (1.4 g de acido
tartérico en 14 mL).

Mezclarlos antes de vaciar el medio en las cajas Petri.

Método de superposicion para limpieza de aislados contaminados con
bacterias

1. Cortar un cubo de 5 mm? aproximadamente de medio mas micelio

contaminado con bacterias y colocarlo en una caja petri nueva estéril,

orientando el crecimiento micelial hacia arriba.
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2. Colocar sobre el cubo un triangulo de medio selectivo V8 (NARPH).

3. Incubar las cajas en obscuridad a 25 °C.

4. Realizar observaciones periddicas con el microscopio estereoscépico
para ver si crecio micelio sobre el triangulo.

5. Si se observa micelio sobre el triangulo tomar micelio y transferir a cajas

con medio.

Metodo de superposicion. El triangulo se coloca sobre el bloque de agar con el

micelio contaminado.

Limpieza de aislados en medio PDA mas acido tartarico
1. Cortar un cubo de 5 mm? aproximadamente de medio mas micelio
contaminado con bacterias y colocarlo en una caja Petri con medio PDA
mas acido tartarico orientando el crecimiento micelial hacia abajo,
teniendo contacto el micelio con el medio PDA mas &cido tartarico.
2. Incubar las cajas a 25 °C y realizar observaciones periodicas y transferir

el micelio a cajas Petri con medio HMA.

Extracto de suelo no estéril para inducir la formacion de esporangios

1. Pesar 20 g de suelo de campo y colocar en un matraz de 2 L.

2. Agregar al matraz 1L de agua destilada estéril.
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3. Colocar el suelo en agitacion constante durante 3 h a temperatura
ambiente usando una barra magnética. Se recomienda agitar a una
velocidad de 6.

4. Filtrar usando una bomba de vacio, en un matraz Kitasato, colocar un
embudo de porcelana y papel filtro de diferente tamafio de poro en el
siguiente orden: nimero 2 GF/A de 1.6 ym y GF/C de 1.2 um.

5. Filtrar tres veces con el filtro GF/A de 1.6 um y tres veces con el GF/C de
1.2 um.

6. Colocar el liquido del extracto de suelo en frascos color ambar y
almacenar a 4 °C.

7. El liquido del extracto de suelo se agrega a las cajas con bloques de
medio V8, a la misma temperatura que estan los bloques para evitar la

liberacion de zoosporas por el cambio de temperatura.

Induccidn de esporulacién

1. Sembrar un bloque de medio con micelio de los aislados en medio V8
agar y dejar crecer de 3 a 5 dias.

2. Cortar la mitad del medio V8 agar y transferir una mitad a una caja estéril.

3. Cortar blogues de 5 mm? aproximadamente en las dos cajas y agregar
suficiente agua destilada estéril hasta 3/4 del bloque sin que el agua los
cubra.

4. Incubar bajo luz blanca fluorescente y cambiar cada 24 h el agua destilada

estéril hasta observar esporangios.
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La figura del lado izquierdo muestra la mitad de medio V8 mas micelio y la del

lado derecho con los bloques y agua destilada estéril.

Protocolo para aislamiento de Phytophthora de tejido

1.

2.

5.

Lavar con agua de la llave el tejido con sintomas.
Cortar en pequerias secciones de 5 a 10 mm? aproximadamente usando
un bisturi estéril a partir del borde de la lesion.
Enjuagar los cortes de tejido con agua destilada estéril.
Para la desinfestacion del tejido se probaron tres variantes:
a. Los cortes de tejidos de la planta se enjuagan dos veces, secan y
se siembran directamente en el medio de cultivo.
b. Los cortes de tejidos se sumergen en etanol a 70% durante 30 seg,
se secan y siembran en el medio de cultivo.
c. Los cortes de tejidos se colocan en una solucion de hipoclorito de
sodio (Clorox®) a 10% durante 30 seg, enjuagar, secar y sembrar
en el medio de cultivo.

Los cortes de tejido se enjuagan con agua destilada estéril.
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6. Se colocan sobre papel absorbente estéril para retirar el exceso de agua,
para evitar que crezcan bacterias.

7. Las secciones de tejido se tranfieren con pinzas estériles a cajas Petri con
medio selectivo V8 o HMA (NARPH) y se incuban a temperatura

constante de 25 °C hasta observar crecimiento de colonias.

Secciones de tejido sembradas en medio de cultivo

Aislamiento de Phytophthora de suelo o sustrato de siembra
1. Tomar una muestra de suelo de 10 g de una planta con sintomas de
marchitez, suelo o sustrato de siembra y colocarlo en una caja de Petri
con 20 mL de agua destilada estéril. Colocar como tejido trampa hojas
completas de Rhododendron spp. (azalea) e incubar de 24 a 48 h a 25 °C

en obsuridad.
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2. Las hojas completas se desinfestan con una solucion de cloro comercial
(Clorox®) a 1% durante 30 seg y se secan con toallas de papel
absorbente estéril.

3. El peciolo necrosado se corta y siembra en medio selectivo V8 (NARPH).

4. Incubar a 25 °C en obscuridad hasta observar crecimiento de colonias.

Nota: Las hojas de Rhododendron spp. antes de colocarlas en las cajas Petri
con suelo o sustrato de siembra deben lavarse con agua y jabon.
Preferentemente tomar hojas jévenes (en desarrollo) de la parte apical de la

planta.

Peciolos de hojas de Rhododendron sp. sembrados en medio selectivo V8

(NARPH).
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