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Resumen general

Phytophthora proviene del latin phytdén = planta y phthora = destruccion, que significa
“destructor de plantas”, debido a que es un género de Oomycetes muy destructivo en
plantas de interés econdmico y representa una de las principales amenazas para la
produccidn agricola mundial. Phytophthora capsici es un patdgeno capaz de infectar a un
amplio rango de especies vegetales de importancia econémica, principalmente dentro de
las familias Solanaceae y Cucurbitaceae, y representa la principal limitante del cultivo de
chile (Capsicum annuum) a nivel mundial. EI manejo de P. capsici es complejo, debido
a la existencia de fenotipos de virulencia, los cuales tienen la capacidad de infectar a
cultivares de la misma especie que poseen diferentes genes de resistencia. Ademas, este
patégeno produce un arsenal de proteinas efectoras que pueden contrarrestar los
mecanismos de defensa de la planta a nivel fisiologico. Por lo tanto, los avances en el
conocimiento a nivel poblacional, genémico y fenotipico; asi como la busqueda de
material vegetal con resistencia, son claves para el desarrollo de mejores estrategias de

manejo de este importante patdgeno.

En el presente trabajo, se realizaron muestreos para la obtencion y caracterizacion de
aislados de P. capsici de diferentes hospedantes en el centro de México, la cual es una
region donde el patdgeno ha mostrado una elevada variabilidad genética. Posteriormente,
se determiné el fenotipo de virulencia en 13 aislados en C. annuum mediante el uso de
las Lineas Endogamicas Recombinantes de Nuevo México (NMRILs). Cinco de estos
fenotipos se evaluaron bajo condiciones de invernadero frente a cuatro cultivares de chile
tipo pasilla para la busqueda de material vegetal local con resistencia especifica. Se
secuencio el genoma de seis aislados incluyendo tres fenotipos de virulencia; se realizo
el ensamble de las secuencias mediante distintos programas bioinformaticos y se

obtuvieron secuencias de genes de proteinas efectoras de tipo RXLR, CRN Yy fitotoxinas
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NPP1, los cuales son los principales factores de virulencia de este patégeno. Se
obtuvieron un total de 44 aislados de P. capsici provenientes de Solanaceas y
Cucurbitaceas en nueve municipios de los estados de Ciudad de México, Jalisco,
Michoacan y Morelos. Se encontraron aislados con distinto tipo de compatibilidad sexual
en la misma parcela en los municipios de Copandaro, La Barca, Queréndaro, Tarimbaro
y Yurécuaro. Se encontr6 un aislado homotélico, y dos con capacidad para formar
clamidosporas. Trece de los aislados obtenidos se caracterizaron en 10 fenotipos de
virulencia en C. annuum; este trabajo representa el primer reporte en México sobre
caracterizacion de fenotipos de virulencia de aislados de P. capsici. En las evaluaciones
fenotipo de virulencia x cultivar de chile pasilla, tres de los cultivares de chile pasilla
mostraron tolerancia a algunos de los fenotipos de virulencia evaluados. Finalmente, se
obtuvieron ensambles de genomas de buena calidad mediante el programa Platanus-
Allee. Se encontraron un total de 2,057 proteinas de efectores RXLR, 1,115 de tipo CRN
y 468 proteinas pertenecientes a la familia de toxinas NPP1 en los seis genomas. La
informacion generada en el presente trabajo de tesis podria resultar Gtil para un mejor
conocimiento en México acerca de la distribucién de P. capsici, caracterizacién de
fenotipos de virulencia, la identificacion de nuevos genes y proteinas de factores de
virulencia, asi como la busqueda de material vegetal con resistencia a fenotipos locales

de P. capsici.

Palabras clave: fenotipo de virulencia, resistencia, genomas, factores de virulencia,

oomycete.



General abstract

Phytophthora capsici comes from the latin words phyton = planta and phthora =
destruction, that means “plant destructor”, since is a very destructive Oomycete genus in
plants of economic interest and represents one of the main threats for global agricultural
production. Phytophthora capsici is a pathogen capable of infecting a wide range of
vegetable species of economic importance, mainly in the Solanaceae and Cucurbitaceae
families, and represents the main problem for the chili pepper crops (Capsicum annuum)
worldwide. The management of P. capsici is complex due to the presence of virulence
phenotypes that are capable of infecting cultivars from the same species that possesses
different resistance genes. Moreover, it’s known that this pathogen produces an arsenal
of effector proteins that counteract the plant’s defense mechanisms at a physiological
level. Therefore, the advances in the knowledge at population, genomic and phenotypic
levels; and the search for resistant material, are key for the development of better

management strategies of this important pathogen.

In the present work, sampling to obtain and characterize P. capsici isolates was performed
from different hosts in central Mexico which is a region where the pathogen shows high
genetic variability. Afterwards, the virulence phenotype of 13 isolates was determine in
C. annuum, using the New Mexico Recombinant Inbred Lines (NMRIL’s). Five of these
phenotypes were tested under greenhouse conditions against four pasilla chili cultivars to

search local plant material with specific resistance.

The genomes of six isolates were sequenced, including three virulence phenotypes; the
assembly of the sequences was made using different bioinformatics software, and protein
effector sequences of RXLR, CRN, and NPP1 phytotoxins were obtained; these proteins

are the main virulence factors of the pathogen. A total of 44 isolates of P. capsici were



obtained from Solanaceae and Cucurbitaceae in nine municipalities from Ciudad de
Mexico, Jalisco, Michoacan and Morelos. Isolates with the same mating type were found
in the same field in the municipalities of Copandaro, La Barca, Queréndaro, Tarimbaro
and Yurécuaro. A homothallic isolate, and two capable to produce chlamydospores were
found. Thirteen of the isolates obtained were characterized into 10 virulence phenotypes
for C. annuum. This is the first report about characterization of P. capsici virulence
phenotypes in Mexico. Three pasilla chili cultivars showed tolerance to some of the
virulence phenotypes tested. Finally, good quality genome assemblies were generated
using the Platanus-Allee software. A total of 2,057 RXLR, 1,115 CRN, and 468 NPP1
family phytotoxin proteins were obtained from the six genomes. The results of this thesis
provide a better knowledge about the distribution of P. capsici, characterization of
virulence phenotypes, identification of new genes from virulence factors proteins, as well

as the search of resistant plant material to local phenotypes of P. capsici.

Key words: virulence phenotype, resistance, genomes, virulence factors, oomycete.
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Introduccion general

Phytophthora, el destructor de plantas

El género Phytophthora es causante de algunas de las principales enfermedades de
especies vegetales a nivel mundial (Erwin y Ribeiro, 1996). La palabra Phytophthora
proviene del latin phyton = planta y phthora = destruccion, que significa “destructor de
plantas”. Entre las especies de mayor importancia se encuentran P. infestans agente causal
del tizén tardio de la papa y el tomate (Akino et al., 2014), P. ramorum, causante de la
muerte repentina del roble (Fichtner et al., 2007), P. cinnamomi, causante de la tristeza
del aguacate (Reeksting et al., 2014), P. sojae, causante de pudricion de raices y damping
off en soya (Tyler, 2007), P. cactorum, causante de pudricion de la raiz y tizon foliar en
fresa, P. palmivora, causante de la mancha negra del cacao, y P. capsici, causante de la
marchitez del chile (Lamour et al., 2012). En la actualidad, no existen métodos de control
eficaces de las enfermedades causadas por Phytophthora una vez que se observan
sintomas en las plantas, y generalmente las estrategias de manejo se basan en medidas de
prevencion (Hwang et al., 2014). Muchas de las especies de este patdgeno pueden atacar
diferentes partes de la planta, tanto la raiz, el tallo y el fruto (Candole et al., 2010; Sy et
al., 2005). Esta caracteristica hace que Phytophthora sea uno de los patégenos que causa

mayor devastacion en los cultivos agricolas (Erwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora capsici, patégeno con un amplio rango de hospedantes

Phytophthora capsici es un importante fitopatdgeno debido a que presenta un amplio
rango de hospedantes de interés comercial, principalmente solanaceas (Capsicum
Solanum, Cestrum), y cucurbitaceas (Cucurbita, Cucumis, Citrulus) (Bautista-Calles et
al., 2010; Enzenbacher et al., 2015; Granke et al., 2012; Leonian, 1922; Mora-Dafiino,

2014; Quesada-Ocampo y Hausbeck, 2010; Tian y Babadoost 2004). Es el agente causal
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de la principal enfermedad del cultivo de chile conocida en México como “marchitez” o
“secadera”. Esta enfermedad puede provocar pérdidas de hasta el 100% de la produccion
en campo (Espinosa-Victoria et al., 2004; Granke et al., 2012). La fase asexual de este
fitopatdgeno es devastadora, ya que se producen esporangios papilados que liberan una
gran cantidad de zoosporas capaces de dispersarse a través del agua de riego o
salpicaduras del agua de lluvia (Ristaino, 1990). En la fase sexual se producen oosporas,
las cuales son resistentes a las condiciones ambientales adversas, lo cual permite su
supervivencia entre diferentes estaciones. Ademas, en esta fase ocurre recombinacién
genética por medio de la cruza de los gametangios masculino y femenino. Si en un mismo
campo de cultivo existen aislados de distinto tipo de compatibilidad sexual (Aly A2), la
recombinacion homologa producto de la cruza entre aislados diferentes puede favorecer
el surgimiento de individuos mas resistentes a fungicidas quimicos y otros factores

abioticos (Bi et al., 2014).

Fenotipos de virulencia de Phytophthora capsici en Capsicum annuum

Un fenotipo de virulencia es considerado como un aislado que presenta un patron de
virulencia particular en cultivares de la misma especie hospedante (Barchenger et al.,
2018b). De tal manera que ciertos fenotipos de virulencia podrian ser virulentos en
algunos genotipos de chile y en otros no. Para la caracterizacién de fenotipos de virulencia
es necesario la evaluacion de los aislados del patdgeno en hospedantes diferenciales que
contengan genes de resistencia, y permitan diferenciar cada fenotipo en patrones
diferenciales de resistencia/susceptibilidad (Oelke et al., 2003). En el patosistema C.
annuum - P. capsici, el grupo de trabajo del Dr. Bosland y colaboradores de la
Universidad Estatal de Nuevo México desarrollaron un grupo de hospedantes
diferenciales conocido como ‘“New Mexico Recombinant Inbred Lines” (NMRILs), las

cuales se han usado como referencia a nivel mundial para la caracterizacion de fenotipos
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de virulencia de P. capsici (Barchenger et al., 2018b; da Costa Ribeiro y Bosland, 2012;
Jiang et al., 2015; Monroy-Barbosa y Bosland, 2010; Monroy-Barbosa y Bosland, 2011,
Sy et al., 2008). La presencia de fenotipos de virulencia en el patosistema C. annuum - P,
capsici dificulta el manejo de la enfermedad, debido a que no existen cultivares que sean
resistentes a todos los fenotipos de virulencia del patdgeno que se encuentran en una zona
0 region determinada (Reyes-Tena et al., 2019). La busqueda de material vegetal
resistente o tolerante a P. capsici depende en gran medida del conocimiento de los
fenotipos de virulencia presentes en las zonas donde se evaluara el material. En este
sentido, mediante el empleo de las NMRILs se han caracterizado 12 aislados de Nuevo
México, 11 aislados de Brasil, y 24 aislados de Taiwan (Barchenger et al., 2018b; da
Costa Ribeiro y Bosland, 2012; Jiang et al., 2015; Sy et al., 2008). Esta informacion es
atil para el conocimiento de los fenotipos de virulencia que existen en regiones
productoras de este cultivo; sin embargo, es necesario la caracterizacion en otras areas
importantes como son las de México, ya que como pais posee una alta diversidad

genotipica de este patdgeno (Castro-Rocha et al., 2016).

Blsqueda de material vegetal resistente a Phytophthora capsici

La busqueda de material vegetal con resistencia a P. capsici es una tarea compleja debido
a la variabilidad en la virulencia de este patdgeno, nuevos fenotipos pueden surgir
continuamente y romper la resistencia del hospedante (Barchenger et al., 2018a). Por otro
lado, la herencia de la resistencia a este patdgeno es poligénica lo que dificulta el
desarrollo de variedades con resistencia universal (Garcia-Rodriguez et al., 2010). Se
conoce que el criollo de Morelos CM-334 es el Gnico cultivar que presenta resistencia a
numerosos aislados de P. capsici (Dunn and Smart, 2015). Sin embargo, una de las
limitantes de este material para su uso productivo es que los frutos no poseen

caracteristicas agrondémicas deseables para su comercializacion. Recientemente se han
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reportado cultivares de chile huacle y serrano de diferentes regiones de México, con
resistencia a diversos aislados virulentos del patdgeno, estos genotipos poseen genes
dominantes de resistencia (Gomez-Rodriguez et al., 2017; Palma-Martinez et al., 2017).
La evaluacion de la resistencia a P. capsici en material vegetal criollo de uso comercial
podria ser una estrategia prometedora para encontrar cultivares que puedan ser utilizados
directamente en campo, o bien, en programas de fitomejoramiento de chile. Sin embargo,
la busqueda de resistencia debera focalizarse en la evaluacion frente a los fenotipos de
virulencia presentes en las principales regiones de produccion, con el objetivo de

desarrollar variedades con resistencia especifica a nivel local (Foster y Hausbeck, 2010).

Efectores RXLR y CRN

Los efectores son moléculas secretadas por fitopatdgenos que se unen a proteinas de
defensa de las plantas, suprimen su respuesta modulando su funcion para facilitar la
infeccion y colonizacion (Bozkurt et al., 2012; Chen et al., 2019; Lo Presti et al., 2015).
Estas moléculas son los principales factores de virulencia de microorganismos patdégenos
y en gran medida se desconoce su mecanismo de accién (Chen et al., 2019). En
oomycetes, existen dos grandes grupos de efectores clasificados de acuerdo a la via de
acceso a la planta: apoplasticos y citoplasmicos. Los efectores de tipo apoplastico se
caracterizan por secretarse y movilizarse en el espacio extracelular, interactan con
receptores de la pared celular y son principalmente inhibidores de glucanasas, quitinasas
y proteasas (Kamoun, 2006; Schornack et al., 2009). Los efectores de tipo citoplasmico
son translocados al interior de la celula por medio de estructuras especializadas como el
haustorio y vesiculas de infeccion (Kamoun, 2006). Dentro del género Phytophthora, los
efectores citoplasmicos de tipo RXLR y CRN, se caracterizan por poseer motivos
repetitivos conservados de aminoacidos localizados en el dominio N-terminal los cuales

son necesarios para su translocacion al citoplasma celular, mientras que el dominio C-
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terminal posee motivos conservados que se encargan de modular la respuesta de defensa
de la planta (Shen et al., 2013). Los efectores de tipo RXLR poseen el motivo: Arginina-
cualquier_aminodcido-Leucina-Arginina, este motivo conservado funciona como una
sefial para su translocacion dentro de la célula (Rehmany et al., 2005). Entre sus funciones
se encuentra la interaccion con proteinas de resistencia intracelulares, lo cual facilita la
infeccion del hospedante y la promocion de la virulencia del patégeno (Morgan y
Kamoun, 2007). Por otro lado, los genes de efectores RXLR se encuentran bajo seleccion
positiva, lo cual podria favorecer sus mecanismos de adaptacion al hospedante (Win et
al., 2007). Los efectores CRN fueron conocidos originalmente como causantes de
arrugamiento y necrosis y su nombre se deriva de las palabras en inglés crinkling and
necrosis, poseen el motivo conservado Leucina-cualquier_aminoécido-Leucina-
Fenilalanina-Leucina-Alanina-Lisina (LXLFLAK) (Amaro et al., 2017). Estos efectores
estan ampliamente distribuidos en el phylum oomycota y entre sus funciones se encuentra
la supresién e induccion de la muerte celular programada y la inhibicion de las respuestas
de defensa de la planta regulando la expresion de proteinas promotoras (Song et al.,
2015). En la actualidad, la disponibilidad de nuevas secuencias de genomas podria
facilitar la busqueda y el descubrimiento de nuevos efectores y mecanismos de accion, lo
cual podria representar un avance en el conocimiento sobre las interacciones entre

Phytophthora y sus hospedantes.

Justificacion

El conocimiento de las razas fisiologicas o fenotipos de virulencia de P. capsici presentes
en zonas productoras de solanaceas y cucurbitaceas del centro de México, asi como la
evaluacion de material vegetal tolerante al patogeno sera de utilidad para el manejo de la

enfermedad. Por otro lado, la disponibilidad de nuevos datos de secuenciacion genémica
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y la busqueda de nuevas secuencias de genes de efectores de tipo RXLR y CRN podria
contribuir al descubrimiento de nuevas moléculas relacionadas con la virulencia del

patdgeno y sus mecanismos de accion dentro del hospedante.

Hipotesis

Existen distintos fenotipos de virulencia de Phytophthora capsici en zonas de produccion

de solanéceas y cucurbiticeas del centro de México.

Cultivares de chile pasilla de Michoacan son tolerantes a fenotipos de virulencia de

Phytophthora capsici.

Genomas de Phytophthora capsici obtenidos de aislados de distintos hospedantes

contienen secuencias de efectores RXLR y CRN.

Objetivo general

Determinar los fenotipos de virulencia, evaluar la resistencia en cultivares de chile pasilla
y obtener datos de secuencias de efectores RXLR y CRN de aislados de P. capsici del

centro de México.

Objetivos especificos

1. Caracterizar a nivel morfolégico aislados de P. capsici provenientes de solanaceas
y cucurbitaceas del centro de México.

2. Determinar los fenotipos de virulencia en el patosistema C. annuum — P. capsici
de aislados de distintos hospedantes.

3. Evaluar la resistencia de cultivares de chile pasilla a fenotipos de virulencia de P.
capsici.

4. Ensamblar genomas de aislados de P. capsici de distintos hospedantes.
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5. Obtener secuencias de efectores RXLR y CRN en genomas de P. capsici.

17



Capitulo 1. Caracterizacion morfoldgica de aislados de Phytophthora capsici

provenientes del centro de México
Alfredo Reyes-Tena, Gerardo Rodriguez-Alvarado, John Larsen, Gerardo VVazquez-Marrufo, Martha Elena

Pedraza-Santos, Nuria Gomez-Dorantes, Sylvia Patricia Fernandez-Pavia*.

Resumen

En México, Phytophthora capsici representa el principal problema para la produccion de
chile (Capsicum annuum), debido a que causa la enfermedad méas importante de este
cultivo conocida como la “marchitez del chile”. Ademads, es capaz de infectar a otras
plantas de interés comercial de las familias Solanaceae y Cucurbitaceae. La ausencia de
informacion acerca de la presencia de este patdgeno en importantes zonas de produccion
dificulta la prevencién y manejo de la enfermedad. Con el objetivo de ampliar el
conocimiento sobre la presencia y distribucion de P. capsici en importantes zonas de
produccion de chile y otras solanaceas y cucurbitaceas del centro de México, se realizd
el aislamiento y la caracterizacion morfoldgica de aislados provenientes de cultivos y
viveros con marchitez. La morfologia comparativa de los aislados se realizé mediante el
empleo de una clave interactiva del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
de América, considerando caracteres sexuales y asexuales. Se caracterizaron un total de
44 aislados, los cuales presentaron esporangiéforos simples simpddicos con esporangios
elipsoides, ovoides y con formas irregulares o distorsionadas; papilados, caducos con
pedicelo largo y oosporas pleroticas con anteridio anfigino. La morfologia observada
concordo con las caracteristicas descritas para P. capsici. Se registraron 23 aislados con
el tipo de compatibilidad A1 y 20 con el tipo A2, Gnicamente se encontro un aislado
homotalico. Los aislados CPV-279 y CPV-302 presentaron clamidosporas globosas,
terminales. De acuerdo con los resultados obtenidos, P. capsici esta presente en las zonas
de produccion muestreadas y afecta la productividad y rentabilidad de los cultivos de

chile.
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Introduccion

Phytophthora capsici es una de las especies del género Phytophthora con mayor
importancia fitosanitaria a nivel mundial, debido a que es capaz de infectar a méas de 50
especies de plantas cultivables y provocar graves pérdidas econdmicas (Bautista-Calles
et al., 2010). Entre los principales hospedantes de importancia agricola se encuentran:
chile (Capsicum annuum), jitomate (Solanum lycopersicum), calabaza (Cucurbita pepo),
sandia (Citrullus lanatus), melén (Citrullus melo) y pepino (Cucumis sativus), (Tian y
Babadoost 2004; Quesada-Ocampo y Hausbeck 2010; Granke et al., 2012). Actualmente
se conocen 94 hospedantes de 27 familias boténicas y afio con afio se registran nuevos
hospedantes (Reis et al., 2018). Phytophthora capsici es considerado uno de los
patdgenos de mayor interés cientifico, debido a su elevada tasa evolutiva, alta diversidad
genética, rapidez de dispersion, adaptacion hacia nuevos hospedantes y ambientes, y
podria representar una amenaza para la seguridad alimentaria a nivel mundial (Lamour et

al., 2012; Kamoun et al., 2015).

Por otro lado, México es uno de los principales productores y exportadores de chile a
nivel mundial con una produccién anual de 3.2 millones de toneladas. De acuerdo con
datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), en el afio 2016,
México fue el principal exportador de chiles y pimientos con un total de 986,500
toneladas. Los estados que lideran la produccion de chile son: Chihuahua, Sinaloa,
Zacatecas, San Luis Potosi, Jalisco y Michoacan. La productividad del estado de
Michoacéan se concentra principalmente en los municipios de Queréndaro, Tanhuato,

Yurécuaro y Vista Hermosa.
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Sin embargo, los cultivos de chile son afectados por la enfermedad conocida como
“marchitez del chile” causada por P. capsici, y representa la principal limitante para su
produccion (Garcia-Rodriguez et al., 2010; Castro-Rocha et al., 2012). En México, se
han desarrollado diversos estudios sobre la presencia, diversidad genética y control
biologico de éste patdgeno (Moran-Bariuelos et al., 2010; Castro-Rocha et al., 2016;
Reyes-Tena et al., 2017; Aguilar-Rincon et al., 2017; Palma-Martinez et al., 2017). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios se han desarrollado con aislados provenientes de
zonas de produccion de los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Guanajuato y
Zacatecas. De tal manera que, en zonas importantes de produccion de chile existe falta de
informacion entre los productores sobre la presencia de éste patdgeno, lo que
frecuentemente ocasiona que se apliquen productos quimicos contra otros patdgenos

menos frecuentes como Fusarium sp. o Rhizoctonia sp.

De acuerdo con datos del Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP,
2016), el valor de produccidn de chile verde en los estados de Michoacan y Jalisco fue de
més de 2,300 millones de pesos mexicanos, con una produccién conjunta de 253,689
toneladas. Sin embargo, la presencia de la marchitez del chile en estos estados es
frecuente, y se han registrado pérdidas de hasta el 100% en algunos cultivos. En las
principales zonas de produccion, localizadas en los municipios de Copandaro,
Queréndaro, Tarimbaro y Yurécuaro, Michoacan; y La Barca, Jalisco, no existen estudios
sobre la presencia o distribucion de este patdgeno. Por este motivo, el presente estudio
tuvo como objetivo obtener e identificar aislados de Phytophthora provenientes de dichas

zonas de produccién

Materiales y métodos
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Muestreo de suelo y tejido vegetal enfermo. Durante los afios 2016 y 2017 se realizaron
muestreos en diferentes zonas productoras de solanaceas y cucurbitaceas de los
municipios de Copandaro, Morelia, Queréndaro, Tarimbaro, Vista Hermosa y Yurécuaro,
Michoacan; y La Barca, Jalisco (Figura 1). Se realizaron colectas de tejido vegetal
enfermo y suelo en cultivos y viveros con plantas enfermas por marchitez, los cuales
registraron una incidencia de la enfermedad en el rango de 20 a 80% (Figura 2). En estas
zonas cada afio se cultiva chile, con excepcién de Queréndaro donde se realizan
rotaciones de cultivos con gramineas y el chile es cultivado cada 5 afios. Las parcelas
muestreadas presentaron suelos francos, con franco-arenosos en Queréndaro, franco-
arcillo-arenosos en Copandaro, Morelia y Tarimbaro; y franco-arcillosos en Yurécuaro y
La Barca. Ademas se obtuvieron plantas de chile ornamental (Capsicum annuum) con
sintomas de marchitez provenientes de viveros de Cuautla, Morelos y Xochimilco,
Ciudad de México, las cuales fueron obtenidas por el Dr. Alejandro Soto Plancarte.
Finalmente se realiz6 la colecta de una planta de C. chinense con sintomas de marchitez

en un vivero de Morelia, Mich.
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Figura 2. Cultivos de solanaceas y cucurbitaceas con sintomas de marchitez del chile en
los municipios de: a) Morelia, (Cucurbita pepo); b) Tarimbaro, (chile serrano); c)
Queréndaro, (chile chilaca); d) Copandaro, (chile poblano) ubicados en Michoacén; e) La
Barca, Jalisco, (chile poblano); y f) Yurécuaro, Michoacén (chile poblano).
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Deteccion preliminar de Phytophthora mediante inmuno-tiras. Las muestras de tejido
vegetal enfermo se sometieron a una prueba seroldgica para la deteccion rapida de
Phytophthora mediante el empleo de inmuno-tiras (InmunoStrip, Agdia®). De acuerdo a
las instrucciones del fabricante, se tomaron aproximadamente 25 g de tejido radicular con
necrosis y se coloco en una solucion salina, se aplicd una friccion ligera, y se inserto la
inmuno-tira. Después de pocos minutos, las muestras positivas registraron dos bandas de
coloracion morada. Las muestras que resultaron positivas fueron procesadas para realizar
el aislamiento del patdgeno. Esta prueba es sensible para la deteccion de varias especies

del género Phytophthora.

Aislamiento de Phytophthora a partir de suelo. Las muestras de suelo colectadas en el
municipio de Copandaro se obtuvieron directamente de la rizésfera de plantas de chile
poblano y jalapefio con sintomas de marchitez y fueron procesadas para el aislamiento de
Phytophthora. Se realiz6 un bioensayo empleando hojas de Rhododendron como tejido
trampa. El bioensayo consistié en colocar 10 g de suelo y 20 mL de agua destilada estéril
en cajas Petri de 16 cm de didmetro. Las hojas de Rhododendron se desinfestaron con
jabdn, se enjuagaron con agua destilada estéril y se colocaron con el peciolo sumergido
en la suspension de suelo para facilitar la infeccién por el patégeno (Erwin y Ribeiro,
1996). Las cajas se sellaron con parafina plastica Parafilm®, y se colocaron a 24°C
durante 48-36 h o hasta la observacion de necrosis en el peciolo. Posteriormente, el

peciolo se transfiri6 a NARPH.

Aislamiento de Phytophthora a partir de tejido vegetal. Para favorecer el aislamiento
de Phytophthora, se cortaron trozos de raiz y tallo en la zona de crecimiento activo del
patogeno, es decir, trozos con la interfase entre necrosis y tejido sano. Los trozos de tejido
se desinfestaron en una solucion de cloro comercial al 10% (0.6% de hipoclorito de sodio

de concentracion final). Posteriormente, se enjuagaron en agua destilada estéril y se
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colocaron en papel secante estéril de acuerdo al procedimiento descrito por Soto-
Plancarte et al. (2017). Los trozos de tejido se sembraron en NARPH y después de 48 a

72 h se observé el crecimiento de micelio.

Los aislados obtenidos se transfirieron a medio agar-agua para su posterior purificacion
mediante la técnica de punta de hifa, y se transfirieron a Agar-harina de maiz. Para
determinar si los aislados presentaban bacterias contaminantes se coloc6 un disco de agar
con micelio por 24 h a 24°C en un tubo de ensaye con tapa con medio LB completamente
esteril, si no se observaba turbidez, el aislado se considero libre de bacterias. En caso de
observar contaminacion por bacterias, el cultivo se transfirié a agar-papa-dextrosa con
acido tartarico al 0.14% (Soto-Plancarte et al., 2017). Posteriormente, se tomaron discos
de medio con micelio de 5-7 dias de edad para su conservacion en agua destilada estéril
dentro de micro-tubos a 15°C. Los aislados se depositaron en la coleccion de oomycetes
del Laboratorio de Patologia Vegetal de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo con el cddigo CPV (Coleccién Patologia Vegetal).

Morfologia comparativa de aislados de Phytophthora capsici. Los aislados obtenidos
se crecieron en medio Agar-V8 y se almacenaron a 24°C durante 5-7 dias. Cuando el
crecimiento cubrié las placas de medio de cultivo, se cortaron en trozos de
aproximadamente 1x1 cm. Para para inducir la formacion de esporangios se adicionaron
15 a 18 mL de agua destilada estéril, el agua se cambid cada 24 h durante tres dias. A los
aislados que formaron pocos esporangios, se les adiciond extracto de suelo no estéril y se
dejaron a 24°C durante 24 h. Se realiz6 la descripcion de los caracteres asexuales cuando
los aislados esporularon de manera abundante. La prueba de caducidad de los esporangios
se realiz6 de la siguiente manera: se coloc6 una gota de agua en un portaobjetos, se tomo
un trozo de agar con micelio, y se colocé sobre la gota de agua agitandolo ligeramente.

Se realizaron observaciones bajo el microscopio optico a una ampliacion de 40X para
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registrar la caducidad o persistencia del pedicelo en los esporangios. Se registro el tipo de
esporangidforo, forma de los esporangios, longitud de la papila, longitud del pedicelo, y

se observo la presencia o ausencia de clamidosporas.

Para determinar el tipo de compatibilidad sexual, todos los aislados se cruzaron con dos
aislados de tipo de compatibilidad conocida (Al y A2) en medio agar-V8. Después de 5-
10 dias se observo la formacién de oosporas en las cruzas donde se registré la formacion
y unién de gametangios. Se registro el tipo de oospora y el tipo de anteridio. Por otro
lado, todos los aislados se sometieron a una prueba de crecimiento a 35°C en medio Agar-
V8 durante 48 h. Los resultados se compararon con la clave tabular descrita por Abad
(2018) y la clave lucida para Phytophthora del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos de América (USDA), la cual se encuentra disponible en

http://idtools.org/id/phytophthora/index.php. Ademas, se empled clave tabular disefiada

por la Dra. Gloria Abad, la cual esta basada en las caracteristicas morfoldgicas de las
cepas tipo, y se encuentra disponible en:

http://idtools.org/id/phytophthora/Phytophthora%20Tabular%20Key%201Dphy%20MA

STER%20FINAL%20for%201Dphy%207-25.pdf.

Resultados

Se obtuvieron un total de 44 aislados de Phytophthora en las zonas muestreadas (Cuadro
1). La gran mayoria de los aislados obtenidos fueron provenientes de los municipios de
Yurécuaro, Copandaro, Morelia y Queréndaro, Michoacéan; se obtuvo un aislado de
Cuautla, Morelos y otro de Xochimilco a partir de plantas de chile ornamental. Los
hospedantes a partir de los cuales se obtuvieron los aislados fueron distintos cultivares de

C. annuum, C. chinense, S. lycopersicum y C. pepo. En total se obtuvieron dos aislados a
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partir de muestras de suelo de cultivos de chile enfermos por marchitez en el municipio

de Copandaro, Michoacan.

Cuadro 1. Aislados de Phytophthora obtenidos de solanaceas y cucurbitaceas de Ciudad

de México, Jalisco, Michoacan y Morelos.

ANO DE
AISLADO FUENTE HOSPEDANTE TIPO DE CHILE MUNICIPIO COLECTA
CPV-258 Tejido Capsicum annuum Ornamental Cuautla, Morelos 2016
CPV-259 Suelo Capsicum annuum Poblano Copéndaro Mich. 2016
CPV-260 Tejido Capsicum annuum Serrano Copéndaro Mich. 2016
CPV-261 Suelo Capsicum annuum Jalapefio Copéndaro Mich. 2016
CPV-262 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-263 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-264 Tejido Capsicum annuum Poblano Copéndaro Mich. 2016
CPV-265 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-266 Tejido Capsicum annuum Jalapefio Copandaro Mich. 2016
CPV-267 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-268 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-269 Tejido Cucurbita pepo Morelia, Mich. 2016
CPV-270 Tejido Capsicum annuum Serrano Tarimbaro, Mich. 2016
CpPVv-271 Tejido Capsicum annuum Serrano Tarimbaro, Mich. 2016
CPV-272 Tejido Capsicum annuum Serrano Tarimbaro, Mich. 2016
CPV-273 Tejido Lycopersicum esculentum Tarimbaro, Mich. 2016
CPV-274 Tejido Lycopersicum esculentum Tarimbaro, Mich. 2016
CPV-276 Tejido Capsicum annuum Ornamental Ciudad de México 2017
CPV-277 Tejido Capsicum annuum Chilaca Queréndaro, Mich. 2017
CPV-278 Tejido Capsicum annuum Chilaca Queréndaro, Mich. 2017
CPV-279 Tejido Capsicum annuum Chilaca Queréndaro, Mich. 2017
CPV-280 Tejido Capsicum annuum Chilaca Queréndaro, Mich. 2017
CPV-281 Tejido Capsicum annuum Chilaca Queréndaro, Mich. 2017
CPV-282 Tejido Capsicum annuum Poblano Copandaro Mich. 2017
CPV-283 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-284 Tejido Capsicum annuum Paoblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-285 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-286 Tejido Capsicum annuum Poblano La Barca, Jal. 2017
CPV-287 Tejido Capsicum annuum Gliero Copéndaro Mich. 2017
CPV-288 Tejido Capsicum annuum Glero Copandaro Mich. 2017
CPV-289 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-290 Tejido Capsicum annuum Paoblano La Barca, Jal. 2017
CPV-291 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-292 Tejido Capsicum annuum Poblano La Barca, Jal. 2017
CPV-293 Tejido Capsicum annuum Paoblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-294 Tejido Capsicum annuum Poblano Copandaro Mich. 2017
CPV-295 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-296 Tejido Capsicum annuum Pablano Copéndaro Mich. 2017
CPV-297 Tejido Capsicum annuum Poblano Vista Hermosa, Mich. 2017
CPV-298 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-299 Tejido Capsicum annuum Pablano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-300 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-301 Tejido Capsicum annuum Poblano Yurécuaro, Mich. 2017
CPV-302 Tejido Capsicum chinense Habanero Morelia, Mich. 2017

CPV = Cddigo de la coleccion de oomycetes del Laboratorio de Patologia Vegetal del IAF-UMSNH

Morfologia comparativa de aislados de Phytophthora. En el Cuadro 2 se presenta la

descripcion detallada de los diferentes caracteres sexuales y asexuales evaluados. Todos

los aislados mostraron esporangios dispuestos en esporangioforos simples simpddicos,

43 aislados presentaron esporangios caducos, papilados y con pedicelo largo, solo el

aislado CPV-269 mostrd esporangios semipapilados con pedicelo mediano. Con respecto
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a la forma de los esporangios, 10 de los aislados mostraron formas irregulares o
distorsionadas (Figura 3c); de manera general predominaron las formas elipsoide, ovoide
y globosa. Se registré la presencia de clamidosporas globosas y terminales (Figura 3e) en
los aislados CPV-279 y CPV-302 obtenidos de C. chinense. La mayoria de los aislados
registraron crecimiento a 35°C, con excepcion de los aislados CPV-280, CPV-285, CPV-
294, CPV-295 y CPV-296. En los caracteres sexuales, todos los aislados presentaron
oosporas plerdticas con anteridio anfigino (Figura 3d). Por otro lado, 43 aislados fueron
heterotalicos y un aislado homotélico, de los cuales 23 aislados fueron de tipo de
compatibilidad Al y 20 registraron el tipo A2. Se encontraron ambos tipos de
compatibilidad sexual en parcelas de cultivos de chile de los municipios de Copandaro,

Tarimbaro, Queréndaro, Yurécuaro, Michoacan y La Barca, Jalisco.

Figura 3. Estructuras sexuales y asexuales de Phytophthora capsici: a) esporangioforo
simple simpddico, b) esporangio ovoide papilado, ¢) esporangio con formas irregulares,
d) oosporas pleréticas con anteridio anfigino, €) clamidosporas globosas, terminales, y f)
esporangio caduco. Las barras en las imagenes equivalen a 20 um
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Cuadro 2. Morfologia comparativa de aislados de Phytophthora capsici.

AISLADO ESPORANGIOFORO ESPORANGIOS PRESENCIA DE PAPILA PEDICELO OOSPORA ANTERIDIO COMPATIBILIDAD CREC.A35°C
CLAMIDOSPORAS SEXUAL
CPV-258 Simple simpédico. Elipsoides. Caducos. - Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
papilados 49.5um).
(x 4.6pum).
CPV-259 Simple simpédico. Elipsoides, globosos, - Esporangios Largo Plerética Anfigino Al +
formas irregulares. papilados (x 45.6 pm).
Caducos. (x 3.8pum).
CPV-260 Simple simpddico. Elipsoides, globosos, - Esporangios Largo Plerética Anfigino A2 +
bipapilados. Caducos. papilados (x 38.7 um).
(x 4.2 pm).
CPV-261 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. - Esporangios Largo Plerética Anfigino Al +
papilados (x 40.6 pm).
(x 3.9 um).
CPV-262 Simple simpédico. Formas irregulares, - Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
globosos, bipapilados. papilados 43.2um).
Caducos. (x 4.9pum).
CPV-263 Simple simpédico. Globosos, formas - Esporangios Largo Plerética Anfigino A2 +
irregulares, elipsoides. papilados (> 37.1 pm).
Caducos. (x 4.1 pm).
CPV-264 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. - Esporangios Largo Plerética Anfigino Al +
papilados (x 38.9 um).
(x 4.2 pm).
CPV-265 Simple simpédico. Elipsoides. Caducos. - Esporangios Largo Plerética Anfigino A2 +
papilados (x 42.3 pm).
(x 3.8um).
CPV-266 Simple simpddico. Globosos y ovoides. - Esporangios Largo Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados (> 32.4 pm).
(x 4.0 um).
CPV-267 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. - Esporangios Largo Plerética Anfigino A2 +
papilados (x 36.2 pm).
(x 4.2 pm).
CPV-268 Simple simpédico. Elipsoides y globosos. - Esporangios Largo Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados (x 46.2 pm).
(x 4.0 um).
CPV-269 Simple simpédico. Elipsoides y globosos. - Esporangios Mediano Plerética Anfigino A2 +
Caducos. semipapilados (x 18.6 um).
(x 3.2 um).
CPV-270 Simple simpédico. Elipsoides, ovoides. - Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados (x 38.6um).
4.2pum).
CPV-271 Simple simpédico. Ovoides, globosos, - Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
formas irregulares, papilados (<x 43.8um).
bipapilados. Caducos. 4.3um).
CPV-272 Simple simpadico. Ovoides, elipsoides, - Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
bipapilados. Caducos. papilados (<x 45.6um).

4.2um).
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CPV-273 Simple simpédico. Elipsoides, ovoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados 51.9um).
(x 4.38um).
CPV-274 Simple simpédico. Ovoides, elipsoides, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
bipapilados, formas papilados 45.7um).
irregulares. Caducos ( 3.85um).
CPV-275 Simple simpédico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
limoniformes. papilados 41.9um).
Caducos. (x 3.5um).
CPV-276 Simple simpédico. Ovoides, globosos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados (<x 51.3um).
3.75um).
CPVv-277 Simple simpédico. Ovoides, formas Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
irregulares, papilados 62.0pm).
bipapilados. Caducos. (x 3.9um).
CPV-278 Simple simpédico. Ovoides, bipapilados. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados 47.5um).
(x 4.3um).
CPV-279 Simple simpédico. Elipsoides y ovoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados 56.4pm).
(x 4.1pm).
CPV-280 Simple simpédico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al -
bipapilados. Caducos. papilados 36.8um).
(x 3.8um).
CPV-281 Simple simpddico. Globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
obpiriformes, ovoides. semipapilados 57.5um).
Caducos. (x 2.83um).
CPV-282 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
papilados 65.0pum).
(x 4.1pm).
CPV-283 Simple simpadico. Elipsoides, globosos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados 38.8um).
(x 3.6um).
CPV-284 Simple simpadico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
bipapilados. Caducos. papilados 42.8um).
(x 3.7um).
CPV-285 Simple simpddico. Elipsoides, ovoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 -
Caducos. papilados 53.3um).
(x 3.9um).
CPV-286 Simple simpddico. Elipsoides, ovoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Homotélico +
Caducos. papilados 30.7pum).
(x 4.1um).
CPV-287 Simple simpadico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
bipapilados. Caducos. papilados 65.0um).
(x 4.3um).
CPV-288 Simple simpadico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
papilados 58.5um).
(x 4.7um).
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CPV-289 Simple simpédico. Elipsoides y globosos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados 74.8um)
(x 4.3um)
CPV-290 Simple simpédico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
formas irregulares. papilados 34.5um)
Caducos. (x 4.4pm)
CPV-291 Simple simpédico. Ovoides, elipsoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados 52.3um)
(x 4.3um)
CPV-292 Simple simpédico. Ovoides, elipsoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
Caducos. papilados 62.7um)
(x 4.2um)
CPV-293 Simple simpédico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
papilados 41.4pm)
(x 3.8um)
CPV-294 Simple simpédico. Globosos, elipsoides, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 -
formas irregulares. papilados 41.5um)
Caducos. (x 4.3um)
CPV-295 Simple simpédico. Elipsoides, globosos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al -
Caducos. papilados 29.8um)
(x 4.3um)
CPV-296 Simple simpédico. Elipsoides, globosos, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al -
formas irregulares. papilados 37.3um)
Caducos. (x 4.7um)
CPV-297 Simple simpddico. Elipsoides, formas Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
irregulares. Caducos. papilados 48.4um)
(x 3.9um)
CPV-298 Simple simpddico. Globosos, ovoides, Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
elipsoides. Caducos. papilados 43.2um)
(x 3.9um)
CPV-299 Simple simpadico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino Al +
papilados 31.3um)
(x 4.3um)
CPV-300 Simple simpadico. Ovoides, elipsoides. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
Caducos. papilados 41.1um)
(x 4.2um)
CPV-301 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Plerética Anfigino A2 +
papilados 33.5um)
(x 3.9um)
CPV-302 Simple simpddico. Elipsoides. Caducos. Esporangios Largo (x Aplerética Anfigino A2 +
papilados 33.8um)
(x 4.5pm)
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Discusion

Los esporangios que produce P. capsici pueden presentar formas variadas desde ovoides,
ovo-ovoides, sub-globosos, globosos, elipsoides, fusiformes, piriformes y con formas
irregulares; ademas, es frecuente la presencia de esporangios bipapilados (Li et al., 2007;
Soto-Plancarte et al., 2017). Por otro lado, el aislado CPV-269 present6 esporangios
semipapilados (x = 3.2 um) con pedicelo mediano (x = 18.6 pum). De acuerdo con
reportes previos y la clave tabular para la especie tipo, ésta caracteristica coincide con la
descripcion para P. capsici debido a que puede presentar pedicelos cortos, medianos y
largos en un rango de 3-138 um (Granke et al., 2011; Martin et al., 2012). Esporangios
semipapilados han sido reportados previamente en aislados de P. capsici (French-Monar

et al., 2006).

La presencia de clamidosporas es una caracteristica poco comuin en P capsici. De acuerdo
con las claves tabulares, esta especie no forma este tipo de estructuras e incluso es una
caracteristica que le distingue de otras especies morfolégicamente y filogenéticamente
relacionadas como P. tropicalis, la cual forma abundantes clamidosporas y ataca
principalmente a especies perennes lefiosas (Aragaki y Uchida, 2001; Bowers et al., 2007;
Donahoo y Lamour, 2008; Martin et al., 2012). Sin embargo, en la literatura existen varios
reportes de aislados de P. capsici que forman estas estructuras (Granke et al., 2011). En
nuestro estudio, los aislados CPV-279 y CPV-302 obtenidos de C. annuum y C. chinense
respectivamente, presentaron clamidosporas apicales globosas. Resultados similares
encontraron Islam et al. (2004) al reportar que 37.5% de los aislados de P. capsici
obtenidos de campos de cultivo de Cucurbita moschata en Illinois formaron
clamidosporas terminales. Por otra parte, Granke et al. (2011) encontraron que al crecer

25 aislados de P. capsici en medio liquido formaron clamidosporas. En aislados de P.

31



capsici de Malasia obtenidos de Piper nigrum y Theobroma cacao, se reporté la presencia
de clamidosporas, incluso los autores lo consideraron una caracteristica tipica de esta
especie (Farhana et al., 2013). La alta variabilidad fenotipica que presenta este patégeno
podria estar en funcién del lugar y el hospedante de donde fueron obtenidos, esto
explicaria la presencia de clamidosporas en algunos aislados. Sin embargo, es necesario
realizar mas estudios enfocados a identificar los genes relacionados con la formacién de
estas estructuras. Por otro lado, cinco de los aislados no registraron crecimiento a 35°C
después de 48 h. Esta caracteristica puede presentarse en algunos aislados de P. capsici.
De acuerdo con la clave tabular basada en las especies tipo, la temperatura méxima de
crecimiento de este patdgeno es de 33°C. Mchau y Coffey (1995) encontraron algunos
aislados de P. capsici que crecieron pobremente a 35°C, y sugieren que no es un caracter
confiable para separar especies de Phytophthora. Aislados de P. capsici que no crecen a

35°C también fueron reportados por Granke et al. (2011).

Las oosporas pleréticas con anteridio anfigino encontradas en el presente estudio son una
caracteristica tipica de P. capsici. En nuestro estudio se encontré un solo aislado
homotalico. Phytophthora capsici es considerada una especie heterotalica; sin embargo,
aislados homotalicos han sido previamente reportados en ésta especie (Islam et al., 2004).
Por este motivo, el heterotalismo no necesariamente es una caracteristica tipica de P.
capsici. Se encontraron ambos tipos de compatibilidad sexual en parcelas de los
municipios de Copandaro, Queréndaro, Tarimbaro, Yurécuaro, Michoacan y La Barca,
Jalisco. Lo anterior sugiere que la reproduccién sexual estad ocurriendo y esto podria
favorecer la supervivencia y el surgimiento de una mayor variabilidad dentro de las
poblaciones, dificultando el éxito de los programas de manejo (Lamour y Hausbeck,
2000). Por otro lado, en algunas de estas parcelas cada afio se cultiva chile y otros

hospedantes susceptibles como calabaza y jitomate, lo cual podria favorecer la
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supervivencia de ambos tipos de compatibilidad sexual en los residuos de cosecha. En
este sentido, la rotacion de cultivos durante periodos de 3 a 5 afios con especies no

hospedantes podria ser una alternativa para reducir los niveles de indculo del patdgeno.

Los resultados del presente estudio proveen informaciéon acerca de la presencia y
distribucion de P. capsici en zonas de produccion de solanaceas y cucurbitaceas en los
estados de Michoacén y Jalisco principalmente. Debido a que no existen estudios previos
en estas zonas de produccion, la informacion de este trabajo podria ser util para los
productores locales, debido a que la gran mayoria desconocen cudl es agente causal de la
marchitez en sus cultivos de chile y las estrategias de prevencidén y manejo que podrian
implementar. Los estudios posteriores deberan estar enfocados en aspectos puntuales
sobre su diversidad a nivel genético, gendmico, y la descripcion de los fenotipos de
virulencia que podrian estar presentes en las poblaciones de este patdgeno. En conjunto,
este conocimiento podria ayudar a establecer programas mas eficientes para el control de

la marchitez, principalmente en los cultivos de chile.

Agradecimientos

Alfredo Reyes Tena agradece al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca
para estudios de doctorado No. 429123. Agradecemos a Alejandro Soto Plancarte por
asistencia técnica en la identificacion de los aislados, y a Daniela Pineda Vaca por

asistencia técnica en la edicion de figuras.

Literatura citada

Abad Z. G. 2018. IDphy: Molecular and morphological identification of Phytophthora

based on the types. http://idtools.org/id/phytophthora/tabular_key.php

33



Abad Z. G. y M. Coffey. 2008. Lucid key for the identification of Oomycetes:
Phytophthora. 3rd. International Phytophthora, Pythium and related genera
workshop: Integration of traditional and modern approaches for investigating the

taxonomy and evolution of the Oomycetes, Turin Italy.

Aragaki M., and J. Y. Uchida. 2001. Morphological distinctions between Phytophthora

capsici and P. tropicalis sp. nov. Mycologia 93: 137-145.

Bautista-Calles J., R. Garcia-Espinosa, E. Zavaleta-Mejia, J. Pérez-Moreno, R. Montes-
Belmont, R. Ferrera-Cerrato y M. Huerta-Lara. 2010. Disminucién de la
marchitez del chile (Phytophthora capsici Leo) con complejidad ascendente de
antagonistas en el sustrato de germinacion del chile (Capsicum annuum L.).

Interciencia 35: 613-618.

Bernhardt E. A., and R. G. Grogan. 1982. Effect of soil matric potential on the formation
and indirect germination of sporangia of Phytophthora parasitica, P. capsici, and

P. cryptogea. Phytopathology 72: 507-511.

Bowers J. H., F. N. Martin, P. W. Tooley and E. D. M. N. Luz. 2007. Genetic and
morphological diversity of temperate and tropical isolates of Phytophthora

capsici. Phytopathology 97: 492-503.

Castro-Rocha A., S. P. Fernandez-Pavia, and P. Osuna-Avila. 2012. Mecanismos de
defensa del chile en el patosistema Capsicum annuum-Phytophthora capsici.

Revista Mexicana de Fitopatologia 30: 49-65.

Castro-Rocha A., S. Shrestha, B. Lyon, G. L. Grimaldo-Pantoja, J. P. Flores-Marges, J.
Valero-Galvan, M. Aguirre-Ramirez, P. Osuna-Avila, N. Gomez-Dorantes, G.

Avila-Quezada, J. J. Luna-Ruiz, G. Rodriguez-Alvarado, S. P. Fernandez-Pavia y

34



K. Lamour. 2016. An initial assessment of genetic diversity for Phytophthora
capsici in northern and central Mexico. Mycological Progress 15:15.doi:

10.1007/s11557-016-1157-0.

Donahoo R. S., and K. H. Lamour. 2008. Interspecific hybridization and apomixes
between Phytophthora capsici and Phytophthora tropicalis. Mycologia 100: 911-

920.

Erwin D. C. and O. K. Ribeiro. 1996. Phytophthora Diseases Worldwide. American

Phytopathological Society Press. St. Paul, Minnesota. 562 p.

Farhana M. D. S. N., M. R. Bivi, A. Khairulmazmi, S. K. Wong, and M. Sariah. 2013.
Morphological and molecular characterization of Phytophthora capsici, the causal
agent of foot rot disease of black pepper in Sarawak, Malasya. International

Journal of Agriculture and Biology 15: 1083-1090.

French-Monar R. D., J. B. Jones, and P. D. Roberts. 2006. Characterization of
Phytophthora capsici associated with roots of weeds on Florida vegetable farms.

Plant Disease 90: 345-350.

Garcia-Rodriguez M. R., E. Chiquito-Almanza, P. D. Loeza-Lara, H. Godoy-Hernandez,
E. Villordo-Pineda, J. L. Pons-Hernandez,... J. L. Anaya-Lopez. 2010.
Produccion de chile ancho injertado sobre Criollo de Morelos 334 para el control

de Phytophthora capsici. Agrociencia 44:701-7009.

Granke L. L., L. M. Quesada-Ocampo, and M. K. Hausbeck. 2011. Variation in
phenotypic characteristics of Phytophthora capsici isolates from a worldwide

collection. Plant Disease 95: 1080-1088.

35



Granke L. L., L. Quesada-Ocampo, K. Lamour and M. K. Hausbeck. 2012. Advances in
research on Phytophthora capsici on vegetable crops in the United States. Plant

Disease 95: 1588-1600.

Islam S. Z., M. Babadoost, N. K. Lambert, A. Ndeme, and H. M. Fouly. 2004.
Characterization of Phytophthora capsici isolates from processing pumpkin in

Illinois. Plant Disease 89: 191-197.

Lamour K. H., and M. K. Hausbeck. 2000. Mefenoxam insensitivity and the sexual stage

of Phytophthora capsici in Michigan cucurbit fields. Phytopathology 90: 396-400.

Li Z., W. Long, J. Zheng, and J. Lei. 2007. Isolation and identification of Phytophthora
capsici in Guangdong Province and measurement of their pathogenicity and

physiological race differentiation. Frontiers of Agriculture in China 1: 377-381.

Mchau G. R. A., and M. D. Coffey. 1995. Evidence for the existence of two
subpopulations in Phytophthora capsici and a redescription of the species.

Mycological Research 99: 89-102.

Quesada-Ocampo L. M., and M. K. Hausbeck. 2010. Resistance in tomato and wild
relatives to crown and root rot caused by Phytophthora capsici. Phytopathology

100: 619-627

Reis A., M. L. Paz-Lima, A. W. Moita, F. M. Aguiar, M. E. N. Fonseca, A. C. Café-Filho,
and L. S. Boiteux. 2018. A reappraisal of the natural and experimental host range
of neotropical Phytophthora capsici isolates from Solanaceae, Cucurbitaceae,

Rosaceae and Fabaceae. Journal of Plant Pathology 100: 215-223.

Reyes-Tena A., G. Rincén-Enriquez, L. Lépez-Pérez, and E. E. Quifiones-Aguilar. 2017.

Effect of mycorrhizae and actinomycetes on growth and bioprotection of

36



Capsicum annuum L. against Phytophthora capsici. Pakistan Journal of

Agricultural Sciences 54: 513-522.

Soto-Plancarte A., G. Rodriguez-Alvarado, Y. L. Fernandez-Pavia, M. E. Pedraza-
Santos, L. LoOpez-Pérez, M. Diaz-Celaya, y S. P. Fernandez-Pavia. 2017.
Protocolos de aislamiento y diagnostico de Phytophthora spp. enfoque aplicado a

la investigacion. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas 8: 1867-1880.

Tian D. and M. Babadoost. 2004. Host range of Phytophthora capsici from pumpkin and

pathogenicity of isolates. Plant Disease 88: 485-489.

37



Capitulo I1. Articulo publicado en la revista de la Sociedad Americana de Ciencias
Horticolas: Hortscience
https://doi.org/10.21273/HORTSCI113964-19

Virulence phenotypes on chili pepper for Phytophthora capsici isolates from
Michoacén, Mexico

Alfredo Reyes-Tena?, Arturo Castro-Rocha?, Gerardo Rodriguez-Alvarado!, Gerardo
Vazquez-Marrufo®, Martha Elena Pedraza-Santos*, Kurt Lamour®, John Larsen®, Sylvia

Patricia Fernandez-Pavial*

YInstituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Km. 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro, 58880 Tarimbaro,

Michoacan, Mexico.

2Tecnologico de Monterrey, Av. Eugenio Garza Sada 2501 Sur, Monterrey, 64849 Nuevo

Ledn, Mexico.

3Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Km. 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro, 58880 Tarimbaro,

Michoacan, Mexico.

“Facultad de Agrobiologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Paseo

Gral. Lazaro Cardenas y Berlin s/n, Viveros, 60170 Uruapan, Michoacan, Mexico.

Department of Entomology and Plant Pathology, University of Tennessee, Knoxville,

TN, 37996, USA.

38



®Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad, Antigua Carretera a
Patzcuaro 8701, Col. Ex Hacienda de San José de la Huerta, 58190 Morelia, Michoacan,

Mexico.

*Corresponding author: fpavia@umich.mx

This paper is a portion of a thesis presented by Alfredo Reyes-Tena, for the fulfillment of

a degree requirement

The first author thanks the National Council for Science and Technology of Mexico
(CONACYT) for his doctoral studies scholarship. The authors thank Paul W. Bosland of
New Mexico State University for donating the NMRIL seeds set; José de JesUs Luna Ruiz
of the Universidad Autonoma de Aguascalientes for donating the Criollo de Morelos

CM334 seeds; Daniela Pineda-Vaca and Erica Goss for skilled technical assistance.

39


mailto:fpavia@umich.mx

Virulence phenotypes on chili pepper for Phytophthora capsici isolates from

Michoacan, Mexico

Additional index words: Capsicum annuum, Oomycetes, differential hosts, root rot,

pepper wilt.

Abstract

Phytophthora blight of vegetables caused by Phytophthora capsici causes significant
economic losses in production of Solanaceae and Cucurbitaceae crops in Mexico. The
development of universal resistant chili pepper cultivars is challenging due to the diverse
virulence phenotypes produced by P. capsici. The objective of the study was to
characterize the diversity of phenotypic interactions for P. capsici isolates recovered from
production fields in Michoacan, Mexico, to facilitate the development of resistant
cultivars. Virulence phenotypes were characterized for 12 isolates of P. capsici using 26
Capsicum annuum New Mexico Recombinant Inbred Lines (NMRILSs) in greenhouse
conditions. Criollo de Morelos CM-334 and California Wonder were used as resistant and
susceptible controls, respectively. Seedlings at the 4 to 8 true leaf stage were inoculated
with 10,000 zoospores per seedling and disease severity was evaluated at 20 days post-
inoculation. Two of the P. capsici isolates did not infect any pepper host even though the
isolate was less than a year old. The 10 virulent isolates were designated in 10 virulence
phenotypes. The information generated by this study is of utmost importance for efforts

of producing resistant cultivars specific for Michoacan producers.

Introduction

The oomycete Phytophthora capsici is highly destructive to vegetable species in

the Solanaceae, Cucurbitaceae and Fabaceae families (Kamoun et al. 2015). Worldwide,
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it is the main pathogen limiting chili pepper (Capsicum annuum) production and can
infect the roots, crown, stem and fruits (Barchenger et al. 2018a; Garcia-Rodriguez et al.
2010; Glosier et al. 2008; Lamour and Hausbeck 2002). In Mexico, P. capsici primarily
attacks the roots and foliar blight is rare in production fields (Macias-Valdez et al. 2010).
P. capsici has an asexual phase characterized by the rapid production of deciduous
sporangia on infected tissues, which can quickly release swimming zoospores under wet
conditions. The sexual phase requires the interaction of two mating types (Al and A2)
and outcrossing can greatly increase the genetic diversity of field populations and may
increase the overall evolutionary potential and the ability to adapt to control measures
(Lamour et al. 2012). Recently, variable ploidy has been reported in this pathogen and

could impact its ability to adapt to different environments (Barchenger et al. 2017).

In Mexico, the presence of P. capsici has been reported in multiple vegetable
production zones and is considered the main cause of chili pepper root rot (Silva-Rojas et
al. 2009). The use of chemical fungicides has been a costly and ineffective strategy to
control this pathogen and may be harmful to the environment (Garcia-Rodriguez et al.
2010). Among the alternatives to control P. capsici, the development of resistant cultivars
could be the best method to reduce the losses associated with this plant pathogen (Gomez-
Rodriguez et al. 2017). However, the development of resistant cultivars and varieties to
P. capsici has been difficult due to the presence of diverse virulence phenotypes of this

pathogen (Barchenger et al. 2018b; Jiang et al. 2015; Oelke et al. 2003; Sy et al. 2008).

Virulence phenotype characterization requires a set of host plants carrying one or
more resistant genes with recombinant inbred lines (RILs) often used for race-typing
(Oelke et al. 2003). Regarding the Capsicum annuum-P. capsici pathosystem, Sy et al.
(2008) reported the development of a series of differential host lines specifically for the

characterization in P. capsici known as the “New Mexico Recombinant Inbreed Lines”
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(NMRILs). The NMRILs were developed by crossing the landrace Criollo de Morelos
CM-334 (considered a universally resistant host) with the highly susceptible variety Early
Jalaperio. A subset of the resulting progeny was then selfed until the F7 generation and 26
lines were further selected as useful to differentiate P. capsici isolates based on

resistance/susceptibility reactions.

The NMRILs have been used to characterize P. capsici physiological races from
isolates of different regions and are a valuable tool to characterize P. capsici isolates at a
global scale. Recently, the term “race” has been replaced by the term “virulence
phenotype” to characterize the interaction of P. capsici isolates on RILs carrying various
host resistance genes (Barchenger et al. 2018b). By using the NMRILs, 12 P. capsici root
rot virulence phenotypes were characterized from isolates recovered from New Mexico,
11 from isolates recovered from Brazil, and 24 from isolates recovered from Taiwan
(Barchenger et al. 2018b; da Costa Ribeiro and Bosland 2012; Jiang et al. 2015). The
NMRILs have also been used to characterize foliar blight virulence phenotypes (Monroy-

Barbosa and Bosland 2010; Monroy-Barbosa and Bosland 2011).

Characterizing the virulence phenotypes present in production zones is useful in
the development of resistant lines (Glosier et al. 2008). A promising approach is the
introgression of specific resistance genes that could lead to multi-resistant cultivars (da
Costa Ribeiro and Bosland 2012). In Mexico, there are no reports on the presence or
characterization of virulence phenotypes of isolates of P. capsici recovered from
production zones. Due to the high genetic diversity of this pathogen in Mexico (Castro-
Rocha et al. 2016), it is likely that multiple virulence phenotypes exist in field
populations. The objective of this study was to characterize the virulence phenotypes for
P. capsici isolates recovered from Solanaceae and Cucurbitaceae production fields in

Michoacan, Mexico using the NMRILs.
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Materials and Methods

Differential hosts

For the present study, 26 NMRILs were used as differential hosts (Sy et al. 2008).
The tested lines were: A, AA, AB,AC,B,C,D,E,F,G,H,I|,J,K,L,M,N,O,P,Q,R,
S, T, V, X and Z. The starting seeds of the NMRILs were provided by Dr. Paul Bosland
of New Mexico State University. The NMRILs were grown in greenhouse conditions to
obtain enough seed for the complete experiment. Criollo de Morelos CM-334 was used
as resistant control and California Wonder (CW) as susceptible control (Seed brand “Los
Molinos”, Morelos, Mexico). Seedlings were grown in germination trays divided in six
sections of 100 cm? using Sunshine® Mix 3 (90% Canadian peat moss, 10% plant starter
mix) as substrate. Thirty days after germination, each plant was fertilized once per week

with 20 mL of Miracle-gro ® universal fertilizer (24N-8P-16K).

Collection of isolates of Phytophthora capsici and determination of mating type

Twelve P. capsici isolates were recovered from Capsicum annuum, Solanum
lycopersicum and Cucurbita pepo plants with root rot in eight production fields of the
municipalities of Copandaro, Morelia, Queréndaro, Tacdmbaro and Tarimbaro in
Michoacén state (Fig. 1 and Fig. 2, Table 1). The following isolates were collected from
the same field: CPV-259 and CPV-260 from a field located in Copéandaro; CPV-270,
CPV-271 and CPV-272 from a field located in Tarimbaro; CPV-277 and CPV-279 from
a field located in Queréndaro. Plant tissues were rinsed with running tap water, small
diseased tissue fragments were cut (1.0 x 0.5 cm), disinfested with 10% commercial
chlorine solution (6% sodium hypochlorite) for 30 s, rinsed with sterile distilled water
twice, blotted dry with sterile paper towels, transferred to NARPH-V8 plates (Delvocid

Instant (0.02 g L-1) [(50% natamycin, 50% lactose)], Ampicillin (0.27 g L-1), Rifampicin
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(0.01 g L-1), PCNB (0.10 g L-1), and Hymexazol (0.075 g L-1), and incubated at 25 °C

in the dark.

Figure 1. Plants with symptoms caused by Phytophthora capsici in the field: a) Wilted
pepper plants in a field in Queréndaro, b) Pepper plants with root rot and stem necrosis

in Queréndaro, ¢) Wilted zucchini plant in Morelia.
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Figure 2. Map of the sites where the Phytophthora capsici isolates were collected.
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Table 1. Municipality, host and collection date of isolates of Phytophthora capsici from
Michoacén.

Isolate Municipality * Host Date of collection

CPV-1 Tacambaro Capsicum annuum 2002
CPV-33 Tacambaro Solanum lycopersicum 2002

CH11 Tarimbaro Capsicum annuum 2011
CPV-259 Copéandaro Capsicum annuum 2016
CPV-260 Copéandaro Capsicum annuum 2016
CPV-267 Morelia Cucurbita pepo 2016
CPV-270 Tarimbaro Capsicum annuum 2016
CPV-271 Tarimbaro Capsicum annuum 2016
CPV-272 Tarimbaro Capsicum annuum 2016
CPV-273 Tarimbaro Solanum lycopersicum 2016
CPVv-277 Queréndaro Capsicum annuum 2017
CPV-279 Queréndaro Capsicum annuum 2017

ZMunicipality of Michoacan, Mexico.

Mating type was determined by following the protocol described by Yin et al.
(2012). All recovered isolates were placed in pairs with known Al and A2 isolates on
V8-agar medium in Petri dishes at a distance of 3 cm from each other and incubated at 25
°C for five days. After the incubation period, isolates were examined for oospore

formation.

Molecular characterization of Phytophthora capsici isolates

The isolates CPV-1, CPV-33 and CH11 were previously reported as P. capsici by
SNP sequencing (Castro-Rocha et al. 2016). The isolates CPV-267, CPV-270 and CPV-
277 were reported as P. capsici by whole genome sequencing (Reyes-Tena et al. 2019).
Genomic DNA was extracted from the isolates CPV-259, CPV-260, CPV-271, CPV-272,

CPV-273, and CPV-279, following the method described by Saghai-Maroof et al. (1984).
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Whole genomes were sequenced and assembled following the method reported by Reyes-
Tena et al. (2019). A blast analysis was conducted to infer Cytochrome oxidase 1 (cox1)

and cytochrome oxidase 2 (cox2) genes and determinate the identity of the isolates.

Differential host’s inoculation

Host inoculation was performed as described by Bosland and Lindsay (1991) with
modifications. Each isolate was transferred to V8 agar Petri dishes (150 x 15 mm). Once
the growth media was completely colonized by the isolates, the agar was cut into 1 cm?
fragments and transferred to new Petri dishes afterwards sterilized distilled water was
added to each Petri dish until the mycelium fragments were completely covered up to the
margin. The cultured isolates were kept under white light at 25°C and water was changed
every 24 h during three consecutive days. Once the isolates produced sporangia, they
were subjected to a temperature shock treatment of 30 min at 4 °C and 30 min at 24 °C
to induce zoospore release. A sample of the zoospores containing liquid was used to
quantify the zoospores in a Neubauer chamber using a drop of lactophenol blue to stain
and immobilize them. A suspension containing 1 x 10* zoospores mL* was prepared for
each isolate used in the experiment. One milliliter of the suspension was used as the
inoculum for the resistance/susceptibility tests. The experimental unit consisted of a
single plant inoculated with zoospores of a single isolate of the pathogen. Each tray had
six repetitions of the same experimental unit. After the inoculation with P. capsici, the
trays were placed in closed trays that had 4 cm of water and were randomly distributed in
greenhouse benches to diminish the effect of environmental factors on the development
of disease symptoms. The complete experiment had 26 NMRILs, two controls (resistant
and susceptible), 12 isolates, controls without inoculum, and 6 replications for a total of
28 X 13 X 6 = 2184 experimental units. Host plants were tested at the 4-8 true leaf stage

by inoculating them with 10,000 zoospores in the substrate next to the stem, with the aid
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of a dosing syringe (Ape ®; 50 mL). To allow a successful plant-pathogen interaction,
the substrate of the host plants was saturated with water for 24 h after the inoculation.
Non-inoculated control plants were subjected to the same conditions but were not

inoculated with zoospores. The pathogen was re-isolated from plants with symptoms.

Disease scoring

The severity of the disease was scored based on the following scale: 0 = No
symptoms/healthy plant; 1 = yellow leaves without stem necrosis; 2 = minor stem
necrosis; 3 = moderate stem necrosis and early signs of wilting; 4 = plant with severe

stem necrosis and wilting; 5 = dead plant (Glosier et al. 2008).

The evaluation was performed at 20 days post-inoculation (dpi). At this time,
susceptible control plants exhibited severe stem necrosis and wilting. The average disease

severity for each host*isolate interaction was calculated.

Virulence phenotype determination and data analysis

The P. capsici virulence phenotypes were determined based on the unique
resistant/susceptible interaction pattern on the differential lines. A unique
resistance/susceptibility pattern on the differential hosts set was considered a unique
virulence phenotype. The following criteria was used to determine if the plant hosts were
resistant or susceptible: hosts with an average disease severity of 0 were considered
resistant; hosts with an average diseases severity greater than O were considered
susceptible. In addition, the data obtained from the severity scale on differential hosts was
compared to the results obtained from the resistant and susceptible controls by using a
Chi-squared (y?) test of homogeneity at a confidence level of 99%. Differential hosts lines

that differed statistically from the resistant controls were considered as susceptible (Ho).
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Differential hosts lines that did not differ statistically from the susceptible controls were

considered as susceptible (Ha).

Results and Discussion

The cytochrome oxidase | and cytochrome oxidase Il genes from the assembled
genomes had at least 98% similarity to isolates of P. capsici in GenBank and the isolates
CPV-259, CPV-260, CPV-271, CPV-272, CPV-273, and CPV-279 were identified as P.
capsici. Ten of the isolates were able to cause infection on at least one of the differential
lines and each of these pathogenic isolates produced a unique virulence phenotype using
the NMRILs as differential hosts (Table 2). Ten virulence phenotypes differ from all
previously reported and the prefix “MX” has been appended to their designations to
indicate their unique geographical occurrence. Not all NMRILs are needed for the
identification of new virulence phenotypes and the 10 new ones reported here are
determined based on their differential reactions with six NMRILs (G, I, M, N, O and AC;
Table 3). In previous reports, 7-10 NMRILs were used to determine the virulence
phenotypes of P. capsici isolates (Barchenger et al. 2018b; da Costa Ribeiro and Bosland
2012; Jiang et al. 2015; Sy et al. 2008). Ideally, molecular markers could be used to
determine virulence phenotypes and the use of a standardized set of differentials (e.g.
NMRILSs) is crucial to gain a reasonable estimate to support marker development
(Barchenger et al. 2018b). Currently, in planta greenhouse experiments with differential
hosts are the most effective method due to the limited information concerning genes

directly associated with each virulence phenotype.

Table 2. Phenotypic response of the 26 NMRILs when tested for resistance against the
isolates of Phytophthora capsici.

Isolate 2
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Host CPV- CPV- CH11 CPV- CPV-1 CPV- CPV- CPV- CPV-33CPV-
279 277 260 272 271 259 267

CM-334Y

NMRIL-T *
NMRIL-Z

NMRIL-P

NMRIL-F

NMRIL-X

NMRIL-A
NMRIL-C

NMRIL-D

NMRIL-E

NMRIL-J

NMRIL-K
NMRIL-O

NMRIL-Q

NMRIL-R

NMRIL-S
NMRIL-AA
NMRIL-B

NMRIL-L

NMRIL-M
NMRIL-V
NMRIL-AB
NMRIL-G

NMRIL-H

NMRIL-AC
NMRIL-I

NMRIL-N

cwv
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Chi-squared test (%) of homogeneity showed significant differences between all the

infected hosts and the resistant controls.

ZIsolates from the Plant Pathology Laboratory culture collection (UMSNH, Morelia,

Mexico), ordered from most virulent to least virulent isolate.
Y Resistant control: Criollo de Morelos CM-334.

*NMRILs from most resistant to least resistant.

W Susceptible control: California Wonder.

VR: resistant host, S: susceptible host.

Table 3. Virulence phenotype designation based on virulence phenotype of 10 isolates of
Phytophthora capsici on NMRILs differential hosts.

Isolate CPV-279ICPV-277|CH11|CPV-260|CPV-1|CPV-272|CPV-271|CPV-259ICPV-33|CPV-267

Race MX-12 MX-2 MX-3MX-4 MX-5MX-6 MX-7 MX-8 MX9 MX-10

Mating type A2 Al Al A2 Al A2 Al Al Al A2

NMRIL Host response
cY SX S R S S R R R R R
G S S R R R R R S R S
| S S S S R R R R R S
M S R R R R S S R R R
N S S S R R S S R S R
0] R R R S R R S R R R

“Virulence phenotype designation for isolates of Phytophthora capsici from Mexico.
YNMRIL arranged in alphabetic order.
*R: resistant host, S: susceptible host.

NMRIL-N was the most susceptible differential host with 6 of the 10 isolates able

to infect. Lines T and Z were resistant to all isolates. These results differ from Jiang et al.

50



(2015), where line S was the most susceptible while lines X and AE were resistant to
infection by isolates from New Mexico. Barchenger et al. (2018b) reported lines A, S and
R as the most susceptible in their experiments and lines P and O as the most resistant
against isolates from Taiwan. NMRILs resistant to many P. capsici isolates could be used

as sources of resistance genes for local or regional programs (Barchenger et al. 2018a).

The disease symptoms produced by the virulent isolates ranged in severity (Fig.
3). CPV-279 was the most virulent isolate causing disease symptoms in 18 NMRILs.
CPV-277 was the second most virulent isolate causing symptoms in 15 of the differential
hosts. These isolates were recovered from the same cultivation field and had different
mating types (Table 3). Isolates CPV-259 and CPV-260; CPV-270, CPV-271 and CPV-
272 were recovered from the same field and had different mating types. Given that P.
capsici is a heterothallic species, this finding suggests that sexual recombination could be
occurring and may be important for the generation of new, better adapted, virulence
phenotypes (Erwin and Ribeiro 1996; Polach and Webster 1972). This represents a
challenge for producers, since genetic recombination can lead to the emergence of strains
capable of breaking the resistance barrier of the hosts (Jiang et al. 2015). The high genetic
diversity of P. capsici in the center of Mexico (Castro-Rocha et al. 2016) and the high
diversity of the Capsicum genus in this country (Aguilar-Meléndez et al. 2009) may drive
the evolution of diverse virulence phenotypes in Michoacéan. It is necessary to know the
virulence phenotype makeup of the P. capsici populations in the production fields to be

successful in the development of resistant cultivars (Jiang et al. 2015).
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Figure 3. Disease symptoms exhibited in NMRILs inoculated with Phytophthora capsici.
Controls: a) = CPV-279: CW (first three pots) and CM334 (second three pots), b) = CPV-
277: CW (first three pots) and CM334 (second three pots), ¢) = CPV-259: CW (first t
three pots) and CM334 (second three pots). Phenotypic response in NMRIL-AA: d) =
CPV-279: CW (first three pots) and the susceptible NMRIL-AA (second three pots), e) =
CPV-277: CW (first three pots) and the susceptible NMRIL-AA, f) CPV-259: CW (first
three pots) and the resistant NMRIL-AA. Phenotypic response in NMRIL-AC: g) = CPV-
279: CW (first three pots) and the susceptible NMRIL-AC (second three pots), h) = CPV-
277: CW (first three pots) and the susceptible NMRIL-AC, i) CPV-272: CW (first three
pots) and the resistant NMRIL-AC.

The isolates CPV-270 and CPV-273 were not virulent to any host. Non-virulent
P. capsici isolates have been reported previously when using the NMRILs as differential
hosts (da Costa Ribeiro and Bosland 2012). The isolate CPV-273 was isolated from
Solanum lycopersicum, and it is possible that they were not pathogenic to C. annuum due
to host specificity (Cohen 2002; Michalska et al. 2016). The remaining isolates were
virulent to CW and at least to one NMRIL. For the isolates that were able to infect at least
one NMRIL, CW seedlings had obvious signs of infection thus supporting the use of CW
as a suitable susceptible control (Candole et al., 2012). None of the resistant CM-334
control plants showed any symptoms. The Chi-squared test (x?) of homogeneity showed

significant differences between the infected hosts and the resistant controls (Table 2).
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This study provides information of phenotypic diversity on pepper for Mexican
isolates of P. capsici recovered from three different hosts. One limitation of this study
was the low number of isolates utilized. Further studies will require to characterize a
higher number of isolates from each host, with the goal to obtain a more robust virulence
phenotype structure. These three hosts are cultivated in the same fields in most of the
sampled sites, this activity is harmful to producers because it allows the survival of the
virulence phenotypes of P. capsici throughout the seasons. A better crop rotation program
is required to decrease the inoculum concentration. Crop rotation for three years with non-
susceptible hosts is recommended because the oospores can survive and remain virulent

in soils (Babadoost and Pavon, 2013; Ristaino and Johnston, 1999).

Overall, our results concur with other studies where NMRILs were successfully
used as differential hosts to identify P. capsici virulence phenotypes from different parts
of the world including USA, Brazil and Taiwan (Barchenger et al. 2018b; da Costa
Ribeiro and Bosland 2012; Jiang et al. 2015; Sy et al. 2008). Also, the NMRILs are useful
to designate virulence phenotypes in P. capsici isolates from non-Capsicum hosts. This
was previously demonstrated by da Costa Ribeiro and Bosland (2012) and might provide
a basis for determining the existence of special forms. One of the main limiting factors
for the development of universally resistant cultivars is the lack of a standardized system
for P. capsici virulence phenotypes determination (Barchenger et al. 2018b). Some
studies have used commercial cultivars as differential hosts (Oelke et al. 2003; Glosier et
al. 2008) which makes it difficult to compare results. Commercial pepper cultivars are
not available worldwide and have the risk of gene segregation (Monroy-Barbosa and
Bosland 2011), therefore the use of the NMRILs could be a viable alternative for a

standardized test (Barchenger et al., 2018b).
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The use of tolerant and resistant varieties is a low cost and environmentally
friendly alternative that is easy to implement by producers (Hausbeck and Lamour 2004).
Creole cultivars of “Huacle” and “Serrano” cultivars found in Mexico are resistant to
some isolates of P. capsici (Gémez-Rodriguez et al. 2017; Palma-Martinez et al. 2017).
Preliminary results show that native cultivars of “Chilaca” type chili pepper plants from
the municipality of Queréndaro, Michoacén are tolerant to some P. capsici isolates when
inoculated with 1 x 10° zoospores (data not shown). Now that ten P. capsici virulence
phenotypes have been identified from the same geographic area, the next step would be

to test the resistance of this tolerant plant material.

Our research provides important first results about the presence and composition
of virulence phenotypes in the populations of P. capsici in production fields in Michoacén
and is useful to producers of the state. The NMRILs were shown to be a valuable tool to
designate virulence phenotype in P. capsici isolates of Mexico. The presence of multiple
virulence phenotypes and of both mating types in the same production field suggests that
outcrossing and sexual recombination may play a role in the emergence of new strains
that could overcome host resistance. Knowledge of the virulence phenotypes composition
within the populations of these production fields is useful in the decision-making process
when developing resistant cultivars and disease management strategies. Further studies
about the virulence phenotype structure in more regions from Mexico using the NMRILs,
coupled with increased genetic diversity data, will help researchers and producers better

understand the epidemiology of the disease in the country.
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Resumen

México es uno de los principales paises productores de chile (Capsicum annuum) a nivel
mundial. Sin embargo, el factor limitante mas importante en la produccion es la
enfermedad marchitez del chile causada por Phytophthora capsici. Este patdgeno puede
presentar distintos fenotipos de virulencia capaces de infectar a diversos cultivares, lo
cual dificulta el manejo de esta enfermedad. EI control quimico es costoso, poco efectivo
y detrimental para el medio ambiente; por lo cual, la basqueda y el desarrollo de cultivares
de chile con resistencia especifica a diferentes fenotipos de virulencia es una excelente
alternativa para el manejo de este patdgeno. En este trabajo se evaluaron cuatro cultivares
de chile tipo pasilla (PAS-1, PAS-2, PAS-3 y PAS-4) inoculados con fenotipos de
virulencia de P. capsici (MX-1, MX-2, MX-7, MX-8 y MX-10). Para ello, se realizaron
dos experimentos durante abril-junio de 2017 y 2018 bajo condiciones de invernadero. El
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cultivar California Wonder se empled como control susceptible y se emplearon plantas
de cada cultivar sin indculo como control negativo. De cada cultivar se inocularon seis
plantas de 56 dias de edad con una suspension de 1x10*zoosporas/mL en la base del tallo
y de manera independiente con cada fenotipo de virulencia. La severidad de la
enfermedad fue evaluada a partir del tercer dia después de la inoculacién (ddi) y hasta 20
ddi mediante una escala de seis niveles. Se determind el porcentaje de supervivencia y se
registro la presencia de plantas asintomaéticas al final del experimento. Tres de los cuatro
cultivares mostraron severidades similares al control negativo en respuestaa 1, 2 0 3
fenotipos de virulencia (PAS-1 x MX-7 y MX-10; PAS-2 x MX-7, MX-8 y MX-10; y
PAS-3 x MX-10). Estos cultivares también mostraron mayor porcentaje de sobrevivencia
y mayor numero de plantas asintomaticas. Al parecer, los cultivares PAS-1, PAS-2 y

PAS-3 tienen tolerancia especifica a los fenotipos de virulencia evaluados.
Palabras Clave: tolerancia especifica, cultivares criollos, marchitez del chile.

Introduccion

El cultivo de chile (Capsicum annuum) en México tiene gran importancia econémica,
social y cientifica, al ser un pais con una gran diversificacion y domesticacion de esta
solanacea (Aguilar-Rincon et al., 2010). De acuerdo con informacion de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural SADER, (2019), en el afio 2018 en México se produjeron
1, 046, 193 t lo que lo ubic6 como uno de los principales productores a nivel mundial y
el principal exportador de este producto. Los principales estados productores son
Chihuahua, Michoacéan, San Luis Potosi, Sinaloa y Zacatecas (SIAP, 2020). Sin embargo,
el principal problema que enfrenta la produccion de este cultivo a nivel local y mundial
es la enfermedad conocida como “marchitez del chile” causada por el oomycete

Phytophthora capsici (Leonian, 1922; Silva-Rojas et al., 2009; Macias-Valdez et al.,
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2010; Barchenger et al., 2018a), el cual puede ocasionar la pérdida del cultivo hasta en
100% (Barchenger et al., 2017). Este fitopatdgeno es altamente destructivo y tiene un
amplio rango de hospedantes de importancia econdmica (Lamour et al., 2012b). La
elevada diversidad genotipica y la variabilidad genética de las poblaciones especialmente
en el centro de México (Castro-Rocha et al., 2016), podrian conferir a este patégeno una
gran capacidad de adaptacion a los distintos ambientes. Ademas, se ha reportado en
poblaciones de P. capsici la pérdida de heterocigosidad como un mecanismo de fijacion
de alelos que favorece la adaptacion rapida hacia nuevos hospedantes y el surgimiento de

nuevos genotipos (Lamour et al., 2012a).

El control de Phytophthora capsici es complejo debido a la presencia de distintos
fenotipos de virulencia, los cuales se determinan evaluando la resistencia o
susceptibilidad de genotipos de chile a diferentes aislados de este oomicete (Barchenger
et al., 2018b), los cuales pueden atacar en diferentes partes de la planta, especialmente la
raiz, corona y el tallo (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008; Monroy-Barbosa y Bosland,
2010; Monroy-Barbosa y Bosland, 2011; da Costa Ribeiro y Bosland, 2012; Jiang et al.,
2015; Reyes-Tena et al., 2019). El uso de fungicidas, la solarizacion, y la rotacion de
cultivos es poco efectivo (Bi et al., 2014; Barchenger et al., 2018a). Por este motivo, la
busqueda, el desarrollo y el empleo de cultivares de chile resistentes a los fenotipos de
virulencia locales podria ser mejor alternativa para el manejo de esta enfermedad (Reyes-
Tena et al., 2019); ademas, es una estrategia amigable con el ambiente al evitar el uso de
agroquimicos (Barchenger et al., 2017). En Capsicum annuum se han reportado seis
regiones cromosomicas mayores relacionadas con la resistencia a fitopatdgenos (Castro-
Rocha et al., 2012); sin embargo, la comprension de esta interaccion ain no se ha logrado
debido a que la resistencia es producto de la expresidn de varios genes aun desconocidos

(Barchenger et al., 2018a). Actualmente, la bldsqueda de resistencia especifica a los

62



fenotipos de virulencia podria ser la estrategia mas adecuada para la obtencién de

genotipos resistentes (Foster y Hausbeck, 2010).

México es un reservorio importante de variacion genética dentro del género Capsicum
(Aguilar-Meléndez et al., 2009; Aguilar-Rincon et al., 2010), donde los cultivares criollos
que se utilizan en la agricultura tradicional poseen genes de resistencia y tolerancia a P.
capsici y podrian ser fuente de germoplasma para el desarrollo de cultivares mejorados
con resistenciaa P. capsici (Palma-Martinez et al., 2017; Gdmez-Rodriguez et al., 2017).
Lo anterior demuestra que en México podrian encontrarse otros cultivares de chile criollo
con resistencia a este patdgeno y mediante seleccion y purificacion mejorarlos para uso
directo por los productores locales. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la resistencia a fenotipos de virulencia de P. capsici en cuatro cultivares de chile

tipo pasilla del Centro-Norte de México (Michoacan, Aguascalientes y Zacatecas).

Materiales y Métodos

Aislados de Phytophthora capsici. Se evaluaron los aislados CPV-259, 267, 271, 277 y
279, los cuales en un estudio previo se caracterizaron como los fenotipos de virulencia
MX-8, MX-10, MX-7, MX-2 y MX-1 r (Reyes-Tena et al., 2019). Estos aislados
provienen de los municipios de Copandaro, Morelia, Queréndaro y Tarimbaro,
Michoacéan, México. Para la produccion de indculo e inoculacién de las plantas se utilizd
el protocolo descrito por Reyes-Tena et al. (2019). Cada aislado se transfirio a cajas de
Petri (150 X 15mm) con Agar-V8, cuando el crecimiento cubri6 por completo la placa de
agar, se cortaron fragmentos de 1 cm? los cuales se transfirieron a nuevas cajas Petri con
15 mL de agua destilada estéril. Los cultivos se incubaron bajo luz blanca fluorescente a
25 °C y el agua se cambié cada 24 h durante tres dias consecutivos. En el momento en

que se observo la formacion de abundantes esporangios, los aislados se sometieron a un
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choque térmico a 4 °C por 30 min para permitir la liberacion de zoosporas. Se recuperd
la suspension de zoosporas de cada aislado y esta se ajusté a una concentracion de 1 x 10*
zoosporas por mL?. Un mililitro de la suspension se inoculd en las plantas de cada

cultivar de chile pasilla utilizando una jeringa dosificadora de 50 mL, (Ape ®).

Material vegetal. Se evaluaron cuatro cultivares criollos de chile pasilla: pasilla-1 (PAS-
1), pasilla-2 (PAS-2), pasilla 3 (PAS-3) y pasilla 4 (PAS-4), provenientes del municipio
de Queréndaro, Michoacén, Sur de Zacatecas y Norte de Aguascalientes, México. Como
control susceptible se empled el pimiento California Wonder (CW), el cual ha sido
evaluado anteriormente como un control susceptible estandar (Candole et al., 2012). La
siembra y produccion de plantulas se realizd en bandejas de 100 cm® con Mezcla 3
(Sunshine®) como sustrato. Cada 48 h las plantulas se regaron con agua a capacidad de
campo Yy se fertilizaron con Miracle-Gro® (24N-8P-16K) cada siete dias. Cincuenta y
seis dias después de la siembra todas las plantas se inocularon con el patégeno. Como

control negativo, se dejé un juego de plantas de cada cultivar sin inocular.

Variables registradas. Las plantas se evaluaron de acuerdo con la escala de severidad
descrita por Glosier et al. (2008). Esta escala comprende seis niveles de severidad: 0 =
sin sintomas/planta sana; 1 = hojas clordticas, sin necrosis en el tallo; 2 = necrosis menor
del tallo; 3 = necrosis moderada del tallo y marchitez temprana; 4 = planta con necrosis
severa del tallo y marchitez; 5 = planta muerta. La evaluacion de la severidad se realizo
15 dias después de la inoculacion, momento en el que murieron las plantas del control
susceptible. Al final del experimento se evalud el porcentaje de supervivencia y se re-
aislo al patdgeno de plantas sintomaticas, y plantas que sélo mostraban puntas de raices

necroticas para verificar la presencia del patogeno.
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Disefio experimental. Se utilizd un disefio factorial 6 x 5 con seis repeticiones (Reyes-
Tena et al., 2019). EIl disefio contemplo seis niveles del patégeno (cinco fenotipos de
virulencia de P. capsici méas un control sin inocular), y cinco cultivares (cuatro del tipo
Pasilla més el control susceptible CW). La combinacién arrojé6 30 tratamientos o
combinaciones entre los seis fenotipos del patdégeno y los cinco cultivares del hospedero.
Se usaron seis repeticiones (plantas) por combinacion, arrojando un total de 180 unidades
experimentales. El experimento se repitio dos veces durante los meses de abril-junio de

2017y 2018.

Anélisis estadistico. Los datos de severidad y sobrevivencia provenientes de cada
experimento fueron analizados de manera independiente. Para analizar la interaccién
entre fenotipo del patégeno y cultivar del hospedero se emple6 el Andlisis de Varianza
(ANOVA) de dos vias (factorial). La respuesta independiente de cada cultivar a los
fenotipos del patdgeno se analiz6 mediante un ANOVA de una via (unifactorial). Para
comparaciones especificas entre tratamientos se aplicd la prueba de Tukey. Los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVIII y en

todos los casos se consideraron efectos significativos cuando P<0.05.

Resultados

Los resultados del analisis de varianza factorial indicaron que la interaccion entre los
factores fenotipo de virulencia y cultivar de chile pasilla afectaron de forma significativa
la severidad de la enfermedad (p = 0.00). Los fenotipos de virulencia causaron sintomas
en los cultivares de chile pasilla, donde MX-2 causo6 la mayor severidad en las plantas
independientemente del cultivar evaluado. Estadisticamente, los fenotipos MX-1 y MX-
8 causaron el mismo nivel de dafio que MX-2, mientras que MX-7 caus6 un menor nivel

de severidad y fue estadisticamente similar a MX-10 (Figura 1a). El cultivar susceptible
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CW registro el mayor dafio frente a los fenotipos de virulencia y fue estadisticamente
similar a PAS-4, el cultivar PAS-2 registr6 los menores niveles de severidad y fue

estadisticamente similar a PAS-1y PAS-3 (Figura 1b).
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Figura_ 1. Efecto de los factores: a) Fenotipo de virulencia, y b) Cultivar de chile pasilla;
en el nivel de severidad de la enfermedad. Letras diferentes en las barras indican
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

En los resultados de los ANOVAs de una via, la respuesta de cada cultivar de chile pasilla
a los fenotipos de virulencia registro diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.05, Tabla 1). El cultivar PAS-1 registré una media de severidad estadisticamente similar
al control sin inoculo y diferente a CW frente a los fenotipos MX-7 y MX-10; PAS-2
registrd los mismos resultados frente a los fenotipos MX-7, MX-8 y MX-10; PAS-3 frente
al fenotipo MX-10, mientras que PAS-4 registré un nivel de dafio similar al control

susceptible frente a los fenotipos evaluados.

Tabla 1. Severidad de la enfermedad causada por cinco fenotipos de virulencia de
Phytophthora capsici en tres cultivares de chile pasilla.

Severidad de la enfermedad

Aislado CPV-259 CPV-267 CPV-271 CPV-  CPV-279
277

Fenotipode MX-8 MX-10 MX-7 MX-2 MX-1
virulencia
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Sn/Pc 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00a 0.00a

PAS-1 3.18 bc 1.67 ab 0.58 ab 358bc 192b
PAS-2 1.67 ab 0.89a 0.45 ab 2.25b  3.50 bc
PAS-3 2.18Db 1.27a 1.91 bc 3.75bc 2.50bc
PAS-4 4.67c 417¢c 2.00 abc 3.55bc 2.92bc
Cw 5.00c 3.83¢c 3.00c 478c 4.1lc

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
Tukey (p < 0.05). CW = Control susceptible California Wonder. Sn/Pc = Control sin

indculo de Phytophthora capsici.

El porcentaje de supervivencia de los cultivares de chile pasilla oscilé entre el 16.7 y
100%. El cultivar PAS-4 registrd los menores porcentajes de supervivencia frente a los
fenotipos de virulencia. Se encontraron plantas sin sintomas en la parte aérea, entre las
repeticiones de los tratamientos, donde el mayor nimero de plantas sin dafio se registrd
frente al fenotipo MX-7 (Tabla 2). De manera general, las plantas de CW registraron
niveles inferiores de supervivencia y la totalidad de las plantas mostraron sintomas de la
enfermedad en comparacion con los cultivares de chile pasilla. El patdgeno se re-aisl6 a
partir de raices de plantas sin sintomas en la parte aérea, por lo tanto éstas se consideraron
como tolerantes. En la Figura 2 se muestran algunas interacciones cultivar x fenotipo de

virulencia donde se encontraron plantas tolerantes.

Tabla 2. Porcentaje de supervivencia a Phytophthora capsici y nimero de plantas
asintomaticas en cultivares de chile pasilla.

Porcentaje de supervivencia (%)

Aislado CPV-259 CPV-267 CPV-271 CPV-  CPV-279
277

Fenotipode MX-8 MX-10 MX-7 MX-2 MX-1
virulencia
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Sn/Pc 100 100 100 100 100

PAS-1 66.7 75.0 90.0 58.3 91.7
PAS-2 75.0 100 100 66.7 66.7
PAS-3 90.0 91.7 81.8 58.3 91.7
PAS-4 33.3 16.7 75.0 72.7 55.0
CW 0.00 50.0 66.7 111 50.0

Numero de plantas sin sintomas en la parte aérea

Sn/Pc 12 12 12 12 12
PAS-1 2 7 9 2 5
PAS-2 7 5 9 5 1
PAS-3 4 5 5 0 4
PAS-4 0 1 2 1 3
CW 0 0 0 0 0

CW = Control susceptible California Wonder. Sn/Pc = Control sin inéculo de

Phytophthora capsici.

Figura_ 2. Interacciones cultivar x fenotipo de virulencia que registraron plantas
tolerantes a Phytophthora capsici. a) PAS-1 x MX-10, b) PAS-1 x MX-7, ¢) PAS-1 x
MX-1, d) PAS-2 x MX-7, e) PAS-2 x MX-8, f) PAS-3 x MX-7. CW = Control susceptible
California Wonder.
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Discusion

El analisis de la severidad de la enfermedad en los cultivares de chile pasilla mostrd
variacion en la susceptibilidad, al registrarse cultivares con un nivel de dafio similar al
control negativo frente a ciertos fenotipos de virulencia, pero susceptibles a otros. Una
amplia variacion entre ambos factores, con una respuesta diferencial entre aislados y
cultivares de chile también fue reportada en Corea del Sur por Byung-Soo et al. (2010),
donde cultivares de chile tolerantes al aislado Pc003 fueron susceptibles a Pc002; y en
México por Moran-Bafiuelos et al. (2010), donde al evaluar 29 poblaciones nativas de
chile del sur de Puebla frente al aislado 6143 de P. capsici reportaron diferencias en la
agresividad, atribuibles a la variacion genética de las poblaciones de chile. Por otro lado,
la resistencia en cultivares de chile en funcién de la concentracion y virulencia del aislado
fue reportado en Corea del Sur por Su-Jung et al. (2014), quienes al evaluar la resistencia
de 100 cultivares comerciales de chile frente a cuatro aislados de P. capsici bajo
condiciones controladas, encontraron que cultivares tolerantes a 1.5 x 10* zoosporas/mL
fueron susceptibles a una concentracion de 1.5 x 10° zoosporas/mL. En el presente
estudio, inicamente se evalud una concentracion de 1 x 10* zoosporas/mL, por lo tanto,
en las interacciones cultivar x fenotipo de virulencia que mostraron tolerancia es
necesario realizar evaluaciones posteriores a concentraciones mas elevadas para

confirmar este resultado.

El cultivar PAS-1 registro un nivel de dafio similar al control sin inoculo frente a los
fenotipos MX-7 y MX-10; PAS-2 frente a MX-7, MX-8 y MX-10; y PAS-3 frente al
fenotipo MX-10. Adicionalmente, en estos tratamientos se encontré un mayor nimero de
plantas sin sintomas en la parte aérea. Lo anterior sugiere que los cultivares de chile
pasilla PAS-1, PAS-2 y PAS-3 podrian tener potencial para usarse en programas de

fitomejoramiento frente a los fenotipos de virulencia en donde mostraron tolerancia, sin
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embargo, es recomendable seguir buscando material vegetal que sea tolerante a todos los
fenotipos de P. capsici. El fenotipo de virulencia MX-7 indujo niveles de severidad
inferiores en los cultivares de chile pasilla, causando un dafio similar al control sin
indculo, numéricamente los cultivares PAS-1 y PAS-2 registraron menor dafio y un
mayor nimero de plantas sin sintomas en la parte aérea por lo que son recomendables a
emplearse frente a ese aislado en particular. PAS-1 es el Unico cultivar que podria ser
usado como fuente de resistencia frente al fenotipo MX-1 al registrar valores de severidad
diferentes estadisticamente al control susceptible, obtener un porcentaje de supervivencia
del 91.7% y 5 plantas sin sintomas en la parte aérea. Por otro lado, MX-2 fue el fenotipo
mas virulento al causar un nivel de dafio similar al registrado en CW en los cultivares de
chile pasilla PAS-1, PAS-3 y PAS-4; sin embargo, en PAS-2 se encontraron 5 plantas sin
sintomas en la parte aérea y el nivel de dafio fue inferior en comparacion con el control
susceptible por lo que éste cultivar podria ser fuente de resistencia contra éste fenotipo.
La presencia de plantas sin sintomas en la parte aérea en los cultivares de chile pasilla
podria deberse a la falta de homogeneidad y la capacidad de segregacion, lo que podria
generar variacion genética entre las plantas (Candole et al., 2012). Sélo se consideraron
como tolerantes aquellos cultivares donde el nivel de severidad de la enfermedad fue
similar estadisticamente a la ausencia de inoculacion y distinto a la severidad registrada

en el control susceptible.

En la actualidad el chile tipo serrano criollo de Morelos (CM-334) es la fuente principal
de resistencia a este patdgeno sin importar la agresividad del aislado o las condiciones
ambientales (Sy et al., 2008; Castro-Rocha et al., 2012). Un desventaja de este cultivar
es que posee caracteristicas agrondémicas no deseables y actualmente no existe ninguna
variedad comercial de chile que muestre resistencia universal a este patdgeno (Glosier et

al., 2008; Oelke et al., 2003). Se ha demostrado que los cultivares de chile criollo de
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México pueden presentar resistencia o tolerancia a aislados virulentos de P. capsici
(Ortega et al., 1991). En un estudio reciente, Palma-Martinez et al. (2017) encontraron
cultivares de chile serrano y huacle con genes dominantes de resistencia a éste patdgeno.
Posteriormente, estas accesiones mostraron resistencia a 10 aislados de P. capsici
provenientes de distintas regiones de produccién de chile en México (Gémez-Rodriguez
et al., 2017). Por otro lado, Anaya-Lopez et al. (2011) encontraron resistencia a aislados
de P. capsici en las accesiones BG102 y BG107 del banco de germoplasma del INIFAP,
México. Candole et al. (2010) al evaluar seis aislados de P. capsici de Georgia en 2301
accesiones de chile, encontraron que dos accesiones de México: Pl 201237 y P1640532
mostraron consistentemente altos niveles de resistencia. De forma paralela, genotipos de
C. annuum con resistencia a P. capsici se han reportado en Nueva York (USA), Michigan
(USA), Laos y Corea del Sur, (Dunn, et al., 2014; Foster y Hausbeck, 2010; Mo et al.,
2014; Su-jung et al., 2014). Un problema comdn entre los genotipos de chile con
resistencia es que no se comportan como resistentes en todos los lugares donde existen
otras condiciones ambientales y aislados diferentes (Dunn and Smart, 2015; Messaouda
et al., 2015). Esto es explicado en gran medida, por la presencia de los fenotipos de
virulencia del patégeno (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008). Por este motivo, la basqueda
de resistencia especifica a los fenotipos de virulencia locales es la mejor via para el
desarrollo de material vegetal resistente. En este sentido, los cultivares de chile pasilla
PAS-1, PAS-2 y PAS-3 podrian tener potencial para emplearse en programas de
fitomejoramiento al mostrar tolerancia especifica a fenotipos de virulencia previamente
caracterizados (Reyes-Tena et al., 2019); sin embargo, no muestran la resistencia que se
observo en CM-334, por lo cual es necesario seguir buscando material vegetal con un

espectro mas amplio de resistencia.
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Abstract

Phytophthora capsici is an oomycete plant pathogen with a wide host range. Worldwide,
P. capsici is known for causing the principal disease of chili pepper crops. Our goal was
to expand the available genome resources for this diverse pathogen by generating whole

genome sequences for six isolates of P. capsici from Mexico.

Genome Announcement

Phytophthora capsici is an important oomycete plant pathogen on vegetable crops. It is
the causal agent of the principal disease of Capsicum annuum worldwide, and can infect
many other economically important vegetables in Solanaceae and Cucurbitaceae (Reis et
al. 2018). Disease can be on all portions of the host plants, including root rot, stem
necrosis, foliar blight and fruit rot (Candole et al. 2012). The main virulence factors of
this pathogen are secreted RXLR and Crinklers (CRN) effector proteins that counteract
the plant defense response and facilitate infection (Stam et al. 2013; Kong et al. 2017).
Phytophthora capsici has shown great adaptability to fungicides and new hosts. Analysis
of the reference genome suggested that the loss of heterozygosity could be involved in
fixing alleles and facilitating adaptation to its environment (Lamour et al. 2012). To
expand upon the available sequenced genomes, we assembled six genomes of isolates of
P. capsici from four hosts in Michoacan, Mexico. These isolates are from hosts that are

not represented in previous studies of P. capsici (Hu et al. 2018).

Phytophthora capsici isolates were obtained from Cucurbita pepo (CPV-262 and, CPV-
267, from the same field), Capsicum annuum (CPV-270, CPV-277), Capsicum chinense
(CPV-302), and Capsicum pubescens (CPV-219) in Michoacan, Mexico. The isolates
were cultivated in VV8-agar. Genomic DNA was extracted following the method described

by Saghai-Maroof et al. (1984). For sequencing, 2x150-bp paired-end PCR-free Illumina
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libraries with an average insert size of 250-bp were constructed using the KAPA
hyperprep kit according to the manufacturer’s directions. Sequencing was performed on
a HiSeq X device at Admera Health according to current Illumina protocols. The
sequences obtained had the following read depth per genome: CPV-219: 111x, CPV-262:
62X, CPV-267: 74x, CPV-270: 80x, CPV-277: 77x, and CPV-302: 98x. The raw
sequences were quality filtered and adapter-trimmed with Trim-Galore (Babraham
Bioinformatics). Platanus-allee version 2.0.1 was used for the de novo genome assembly
(Kajitani et al. 2014). To remove alternative heterozygous contigs and to obtain less
fragmented assemblies, the Redundans pipeline was applied to each genome (Pryszcz and
Gabalddén 2016). Contigs shorter than 1 Kb were filtered out from the final assembly.
General statistics of the genome assemblies were assessed with QUAST (Gurevich et al.
2013). The GC content ranged between 49.85 and 49.96 % among genomes. The genome

sizes, number of contigs assembled, the N50 and L50 values are shown in Table 1.

Table 1. General metrics of the genome assemblies of P. capsici.

Isolate Total #contigs N50 L50 Total RXLR CRN NPP1

length predicted

(Mb) proteing  content  content
CPV-219 58.88 7,580 14,052 1,184 25,102 379 230 83
CPV-262 40.77 11,754 4,558 2,492 19,275 263 121 64
CPV-267 52.19 11,832 6,599 2,287 23,579 341 183 79
CPV-270 58.29 8,363 11,645 1,422 25,004 371 213 75
CPV-277 53.43 9,341 9,423 1,599 23,404 350 181 82
CPV-302 56.90 9,277 9,970 1,652 24,322 353 187 85

GeneMark-ES was used for the ab initio prediction of genes and to obtain protein

sequences (Lomsadze et al. 2005). The assembly completeness was calculated with
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BUSCO v3 (Siméo et al. 2015), based on the alveolata_stramenophiles_ensembl data set,

available at: https://busco.ezlab.org/. The BUSCO analysis produced the following

percentage of complete or partially complete gene groups: CPV-219: 91.5 %, CPV-262:

72.6 %, CPV-267: 82.9 %, CPV-270: 89.8 %, CPV-277: 91.0 %, and CPV-302: 93.2 %.

A core of 11,248 orthologs from the seven genomes was obtained using OrthoMCL (Li
et al. 2003). Two phylogenetic trees were obtained using 6,555 single copy orthologous
genes from our six genomes and the reference genome using MRBAYES with the
evolution model GTR + G (Huelsenbeck and Ronquist, 2001); and PhyML (Maximum-
likelihood) (Guindon et al. 2010). Both trees showed an identical topology and indications
of different relationships across core genes based on posterior probability and bootstrap
support values. The majority of core genes did not cluster isolates by host or collection

location.

Protein predictions were annotated by comparing our sequences against the Pfam
database 32.0 (EI-Gebali et al. 2018). Among the predicted proteins, we found an average
of 78 genes belonging to a NPP1 Phytophthora toxins family. The total number of
predicted proteins by genome were in the range of 19,275 to 25,102. We retrieved high-
quality RXLR and CRN protein sequences from the GenBank to create a protein model
for each effector family. Protein models were created with hmm-build tool from HMMER
v3.2.1 (hmmer.org). The proteome of each sequenced strain was scanned with the protein
effector models, using hmm-search from HMMER v3.2.1. We found an average of 345.8
RXLR and 185.8 CRN proteins, of which 1,756 RXLR and 430 CRN are not in the
reference genome. The effector sequences were deposited in the Database of Virulence
Factors in Fungal Pathogens from the University of Nebraska-Lincoln (Lu et al. 2012).

These data may reveal conserved and host-specific RXLR and CRN effectors, for which

81


https://busco.ezlab.org/

one could determine specific functions and mechanisms of action during the development

of the disease in plants.

Data availability. This whole-genome shotgun project has been deposited at
DDBJ/ENA/GenBank under the accessions numbers RQEIO0000000 (CPV-302),
RQEJ00000000 (CPV-277), RQEK00000000 (CPV-270), RQEL00000000 (CPV-267),
RQEMO00000000 (CPV-262), and RQENO00000000 (CPV-219). The versions described
in this paper are the first versions. The reads for all isolates were deposited at NCBI/SRA

under the accession number PRINA505815.
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Discusién general

Los cultivos de solanaceas y cucurbitaceas en zonas de produccion del centro de México
son afectados por el patdégeno Phytophthora capsici. En los cultivos de chile en
Michoacan evaluados en el presente estudio se registraron incidencias de la enfermedad
de la marchitez en el rango de 20 a 80%. Este dato es consistente con lo reportado en la
literatura donde se han registrado pérdidas econdmicas entre el 25 y el 90% en cultivos
de Michigan (Estados Unidos de Ameérica) y México (Espinosa-Victoria et al., 2004;
Garcia-Rodriguez et al., 2010; Granke et al., 2012). Uno de los factores que dificulta el
manejo de P. capsici es la posible presencia de reproduccidn sexual en los cultivos cuando
estan presentes los tipos de compatibilidad A1y A2 en la misma zona, esto propicia la
formacion de estructuras de resistencia y el surgimiento de nuevos genotipos con mayor
capacidad de adaptacion (Barchenger et al., 2018a Meitz et al., 2010). En este trabajo, las
poblaciones del patdgeno en las zonas muestreadas estan conformadas por individuos de
distinto tipo de compatibilidad sexual en una proporcion 1:1. Ademas, ambos tipos de
compatibilidad fueron detectados en una misma parcela de cultivo, lo cual concuerda con
lo reportado en poblaciones del patdgeno en China, Brasil, Estados Unidos, Sudéfrica,
Taiwan y Vietnam (Bi et al., 2014; da Costa-Ribeiro y Bosland, 2012; Meitz et al., 2010;
Nguyen et al., 2015; Sheu et al., 2009; Sy et al., 2008), donde se han registrado
poblaciones con distintos tipos de compatibilidad sexual y en una misma parcela. Sin
embargo, estos resultados contrastan con los reportados en regiones de Pert y Argentina,
donde se ha reportado la presencia de poblaciones clonales con individuos pertenecientes
a un solo tipo de compatibilidad sexual (Gobena et al., 2012; Hurtado-Gonzales et al.,
2008). La reproduccion sexual en poblaciones del centro de México podria favorecer el
desarrollo de nuevos genotipos y dificultar su manejo debido a la posible formacién de

oosporas. En el presente trabajo se encontro también un aislado homotalico obtenido de
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chile tipo poblano; la presencia de homotalismo en P. capsici ha sido previamente
reportada y es posible que existan un mayor nimero de aislados con esta caracteristica
(Islam et al., 2004). Por otro lado, se encontraron dos aislados obtenidos de C. annuum y
C. chinense con capacidad de formar clamidosporas; esta caracteristica ha sido debatida
entre investigadores donde se ha reportado que P. capsici no forma clamidosporas (Martin
et al., 2012). Sin embargo, la presencia de clamidosporas en aislados de este patdgeno ha
sido previamente reportada en aislados de Illinois y Malasia (Farhana et al., 2013; Islam
et al., 2004) y podria ser un dato caracteristico de la plasticidad fenotipica que presenta

este patogeno.

Este es el primer reporte sobre la caracterizacion de fenotipos de virulencia de P. capsici
en C. annuum en México. Las poblaciones de P. capsici de zonas productoras de
cucurbitaceas y solanaceas de Michoacéan contienen distintos fenotipos de virulencia los
cuales dificultan el manejo del patdégeno. La presencia de fenotipos de virulencia ha sido
reportado en poblaciones de Brasil, Estados Unidos y Taiwan (Barchenger et al., 2018b;
da Costa-Ribeiro y Bosland, 2012; Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008), lo que sugiere que
P. capsici presenta una gran diversidad de fenotipos de virulencia alrededor del mundo,
lo anterior en gran medida podria explicar la dificultad para encontrar cultivares
resistentes. El presente estudio demuestra la importancia de caracterizar los fenotipos de
virulencia debido a que los diez aislados evaluados pertenecieron a diez distintos
fenotipos de virulencia, y es posible que existan maltiples fenotipos en una misma zona
0 campo de produccion. Por otro lado, los cultivares de chile tipo pasilla evaluados frente
a los fenotipos de virulencia de Michoacan, no mostraron tolerancia a todos los fenotipos
de P. capsici, lo anterior concuerda con lo reportado por Byung-Soo et al. (2010), donde
no encontraron cultivares resistentes a la totalidad de los aislados evaluados. Sin embargo,

existen estudios donde se han evaluado cultivares de chile criollo tipo huacle y serrano

87



que fueron resistentes a aislados virulentos del patégeno (Gomez-Rodriguez et al., 2017;
Palma-Martinez et al., 2017). Por este motivo, es necesario la evaluacién de este material
vegetal contra fenotipos de virulencia previamente caracterizados y la busqueda de
nuevos cultivares con un mayor rango de resistencia los cuales posean caracteristicas
agronomicas deseables para el mercado. Finalmente, en este trabajo se reporta por
primera vez la secuenciacion gendémica de aislados de P. capsici en México. La
disponibilidad de un mayor nimero de secuencias gendmicas de este patégeno podria ser
util para la deteccion de nuevos genes de factores de virulencia y sus posibles mecanismos
de accion, tal es el caso de las proteinas efectoras de tipo RXLR, CRN y NPP1. Los
ensambles de los genomas se realizaron empleando el programa Platanus-Allee (Kajitani
et al., 2019). Este programa mostré ser util para ensamblar genomas en organismos
eucariotas altamente variables, como nuestro caso, y se perfila para ser una herramienta
que permitira incrementar la calidad de los ensambles de esta y otras especies del género

Phytophthora en el futuro.

Conclusiones generales

Las zonas de produccién de solanaceas y cucurbitaceas del centro de México son
afectadas por distintos fenotipos de virulencia de P. capsici. Esta informacion podria ser
de utilidad para la evaluacién de material vegetal resistente frente a los fenotipos de

virulencia caracterizados.

Los cultivares de chile pasilla de Michoacan no mostraron tolerancia a todos los fenotipos
de virulencia del patogeno, por lo tanto es necesario la busqueda de material vegetal con

un espectro de resistencia mas amplio.
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Los genomas de P. capsici contienen un amplio nimero de secuencias de genes de
efectores de tipo RXLR, CRN y NPP1. Esta informacion podria ser de utilidad para

determinar nuevos factores de virulencia y sus mecanismos de accion en el hospedante.
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Anexos
Anexo |. Preparacion de medios de cultivo.

Esterilizacion

Todos los medios de cultivo se esterilizaron mediante el siguiente procedimiento:

Esterilizar a 121°C y 15Ib/20 min. Colocar en bafio Maria a 49°C/30 min. Vaciar en cajas

Petri en campana de flujo laminar. Dejar secar durante 15-30 min.
Medio de cultivo Agar — agua.
Ingredientes para 1 L de medio:

- 15gde agar.
- 1L deaguadestilada.

Agregar primero el agar y posteriormente el agua, esterilizar, vaciar y guardar en cuarto
de cultivos a 25°C.

Medio de cultivo Agar — Harina de maiz.
Ingredientes para 1 L de medio:

- 17 g de agar harina de maiz (AHM).
- 1L de agua destilada estéril.

Agregar primero el AHM y posteriormente el agua, esterilizar, vaciar y guardar en cuarto

de cultivos a 25°C.

Medio papa dextrosa agar (PDA).

Ingredientes para 1 L de medio
- 39 gdePDA.
Esterilizar, vaciar y guardar en cuarto de cultivos a 25°C.

Medio papa dextrosa agar (PDA) + acido tartarico.

Ingredientes para 1 L de medio
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- 39 gdePDA.
- 14 mL de &cido tartarico al 10%

El PDA vy el acido tartérico se preparan y esterilizan por separado, se mezclan antes de

vaciar el medio en las cajas Petri.
Modo de preparacion del acido tartarico al 10%

Dliuir 1.4 g de &cido tartarico en 14 mL de agua destilada y esterilizar en un tubo Facon
de 50 mL al mismo tiempo que el PDA.

Medio de cultivo Agar - V8.
Ingredientes para 1 L de medio:

- 15gde agar.

- 3 gdeCaCOs.

- 160 mL de Jugo V8.

- 840 mL de agua destilada.

Esterilizar, vaciar y guardar en cuarto de cultivos a 25°C.

NOTA: para el medio V8 liquido no se agrega agar, se sigue el mismo procedimiento y

se almacena en tubos de ensayo de 50 mL.
Medio V8 selectivo (PARNH).
Ingredientes para 1 L de medio:

- 15gde agar.

- 0.75gde CaCOs,

- 160 mL de Jugo V8.

- 840 mL de agua destilada.

Esterilizar, atemperar en bafio maria y en campana de flujo laminar agregar los siguientes

antibidticos y fungicidas:

- 2 mL de pentacloronitrobenceno (PCNB).
- 2 mL de delvocid (natamicina)

- 2 mL de ampicilina.
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- 2 mL de rifampicina.

- 2 mL de himexazol.

Vaciar en cajas Petri en campana de flujo laminar. Dejar secar durante 15-30 min.
Guardar en cuarto de cultivos a 25°C.

NOTA: Se debe considerar el volumen de los antibidticos al momento de agregar el agua
destilada al medio de cultivo, por ejemplo si se prepara 1L de medio se agregan 990 mL

de agua destilada.

Cuadro 1. Protocolo de preparacion de los antibioticos y fungicidas para medio selectivo.

Para 20 mL de Para 10 mL de

stock stock

PCNB (fungicida) 0.10 g/L 1lg 05¢

Delvocid (fungicida) 0.02 g/L 0449 0.2¢
Ampicilina (antibiético) 0.27 g/L 2749 1.35¢g
Rifampicina (antibidtico) 0.01 g/L 0.1g 0.05¢
Himexazol (fungicida) 0.075g/L 0.75¢ 0.375¢

PCNB vy rifampicina son disueltos en dimetil sulféxido (DMSQO), el resto en agua
destilada estéril. Adicionar el DMSO en campana de extraccién. Separar los antibi6ticos
en alicuotas de 1 mL en tubos de microcentrifuga y almacenar a -20°C.

Caldo Luria Bertani (LB).

Ingredientes para 1 L de medio:
- 20 gde medio LB

Esterilizar, enfriar y almacenar a 15 °C en tubos de ensaye colocando 2 mL por tubo.
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Anexo I1. Articulo publicado en la Revista Mexicana de Fitopatologia.

http://dx.doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.1904-1

Fusarium wilt caused by Fusarium solani in chili chilaca (Capsicum annuum) in
Michoacén

Marchitez causada por Fusarium solani en chile chilaca (Capsicum annuum) en
Michoacén

Resumen. En Queréndaro, Michoacan, México, el cultivo de chile chilaca (Capsicum
annuum) es de importancia econdémica, social y cultural; sin embargo, los problemas
fitosanitarios limitan su produccién. En junio de 2017, se observaron plantas enfermas
con sintomas de marchitez y necrosis. Con el objetivo de identificar el agente causal de
la enfermedad se recolectaron secciones de 10-15 cm de tallo y raiz, se obtuvo
consistentemente (30%) un aislado fangico del género Fusarium. El aislado mostro
abundantes clamidosporas terminales de pared lisa, macroconidios con tres a cinco septos
y célula apical ligeramente curva, microconidios septados y aseptados, ovales, elipsoides
y reniformes. Se realizaron pruebas de patogenicidad bajo condiciones de invernadero, se
inocularon 1.2 x 10° conidios/mL™ de Fusarium en plantas de chile chilaca de 45 dias de
edad. Veinte dias posteriores a la inoculacion, se observaron sintomas de marchitez,
defoliacion, clorosis, y necrosis en el tallo y la raiz. Se re-aisl6 al patdgeno a partir de
tejido vegetal enfermo y se amplifico el gen del factor de elongacion 1-o. La secuencia
obtenida se sometid a un analisis BLAST contra secuencias de las bases de datos de
GenBank. De acuerdo con las caracteristicas morfologicas y moleculares, el agente causal

de la marchitez en chile chilaca de Queréndaro, Michoacan es Fusarium solani.

Palabras clave: necrosis del tallo, clorosis, filogenia, postulados de Koch.
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Abstract. In Queréndaro, Michoacan, Mexico the chili chilaca crop (Capsicum annuum)
had a great economic, social and culture importance, however, phytosanitary problems
limit the production. In July 2017, diseased plants with wilt and necrosis symptoms were
observed. With the aim to identify the causal agent of the disease, sections of 10-15 cm
from stem and root were collected, and one fungus isolate from the Fusarium genre was
consistent obtained (30%). The isolate showed abundant terminal chlamydospores with
smooth wall, macroconidia with three to five septa and slightly bend apical cell,
microconidia oval ellipsoids and reniform with and without septa. Pathogenicity tests
carried out in a greenhouse conditions, 1.2 x 106 Fusarium conidia were inoculated on
45 day-old chili chilaca plants. Twenty days after the inoculation, chlorosis, wilt, necrosis
on the stem and roots, were observed on the inoculated plants. The pathogen was re-
isolated and the elongation factor 1-o. gene was amplified. The sequence obtained was
analyzed by BLAST against sequences from the GenBank. According to the morphologic
and molecular characteristics, the causal agent of wilting in chili chilaca plants in

Queréndaro, Mexico is Fusarium solani.

Keywords: stem necrosis, chlorosis, phylogeny, Koch’s postulates.

Introduccion

México produce anualmente un volumen mayor a tres millones de t de chile verde
(Capsicum annuum) lo que le permite ser el principal exportador a nivel mundial
(SADER, 2019). En el estado de Michoacéan, en el afio 2018, se produjeron mas de 116
000 t de chile, cifra que lo ubicé en el séptimo lugar de produccion nacional. Queréndaro
destaca entre los municipios productores de chile chilaca debido a su importancia cultural
al ser la sede de la “Feria del chile” que se celebra anualmente. Sin embargo, las

enfermedades que se presentan en el cultivo de esta hortaliza son una limitante para la
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produccién. Dentro de estas, la marchitez del chile chilaca ocasiona mayores pérdidas en
produccion, al reducir hasta en 50% el rendimiento del cultivo, y estd asociada con
patdgenos de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia y Fusarium (Velarde-Félix et al.,

2018).Sin embargo, se desconoce con exactitud la identidad del patdgeno.

Materiales y métodos

Con el objetivo de identificar al agente causal de la enfermedad, se recolectaron muestras
de raiz primaria, raices secundarias, corona y tallo de plantas sintomaticas de chile chilaca
en parcelas del municipio de Queréndaro, Michoacan durante junio de 2017. Las muestras
se lavaron con agua y detergente marca Roma®, se cortaron segmentos de 0.5 cm de
longitud en la zona intermedia entre el tejido sano y enfermo; éstos se desinfestaron en
una solucion de Cloralex® al 10% (0.6% de hipoclorito de sodio); se enjuagaron en agua
destilada estéril y se secaron con papel estéril. Cinco segmentos de tejido de raiz y cinco
de tallo se sembraron en cajas Petri con medio selectivo (NARPH) que contenia
natamicina (0.02 g L%), ampicilina (0.27 g L%), rifampicina (0.01 g L%,
pentacloronitrobenceno (0.10 g L) e himexazol (0.075 g L™?) y se almacenaron a 24°C
(Soto-Plancarte et al., 2017). El aislado fungico obtenido se purificé por punta de hifa y
se empled para la caracterizacion morfoldgica y molecular; se cultivé en medio Spezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA), se cortaron discos de agar con micelio de 6 mm de didmetro
y se almacenaron en microtubos con agua destilada estéril a 15 °C en la Coleccion de
Hongos del Laboratorio de Patologia Vegetal de la UMSNH con el codigo MXMIC-798.
Para la caracterizacion molecular, se extrajo ADN genomico utilizando un protocolo con
base en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB; Sigma-Aldrich) descrito por Leslie y
Summerell (2016) con modificaciones. EI micelio se incubo en buffer de lisis a 65 °C
durante 1 h y se usO etanol absoluto en lugar de isopropanol (2-propanol). La

concentracion del ADN genomico fue calculada en un espectrofotometro (Nanodrop;
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Thermo Scientific, Waltham, MA). Se amplificaron porciones parciales del gen factor de

elongacion de la traduccion 1-o (EF).

La verificacion de la patogenicidad se realizo en el invernadero del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicol&s
de Hidalgo, el cual registré una temperatura de 30 + 8 °C. El cultivar de chile chilaca
CHL1 se empled como material vegetal. Se obtuvieron plantulas en celdas de 100 cm? de
volumen empleando el sustrato Mezcla 3 (Sunshine®). Se aplicaron 20 mL del fertilizante
universal Miracle-Gro® (24N-8P-16K) a cada planta cada siete dias hasta la inoculacion
del patdégeno. Las plantas se colocaron de acuerdo a un disefio experimental
completamente al azar. El aislado de F. solani se cultivd en medio SNA a 24 °C durante
10 dias; luego se prepar6 una suspension de conidios a una concentracion de 1.2 x 10°
conidios mL™. Doce plantas sanas de chile chilaca de 45 dias de edad fueron inoculadas
con 1.0 mL de la suspensién de conidios aplicando directamente en la rizésfera. Seis
plantas inoculadas con agua destilada estéril se emplearon como controles negativos. El
patdgeno se re-aislo a partir de tejido sintomatico y se corrobord la identidad mediante la
amplificacion de EF. Para inferir las relaciones filogenéticas se realizé un analisis de
méaxima parsimonia utilizando secuencias de F. solani y de especies de Fusarium

depositadas en la base de datos del GenBank.

Resultados y discusion

Se registré una incidencia de la enfermedad del 10% en campo, los sintomas
consistieron en pérdida de turgencia foliar, clorosis, necrosis de tejido de raiz, tallo y
corona (Figuras 1 A y B). En las cajas de aislamiento, después de 48 h se observo
crecimiento micelial en tres de los segmentos de tallo y se seleccion6 un aislado fangico.

En SNA el aislado mostrd caracteristicas morfoldgicas del género Fusarium tales como
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macroconidios de entre 22 y 33 um de largo y 2.5 a 5.0 um de ancho, con tres a cinco
septos y célula apical ligeramente curva; microconidios de entre 6.0 y 9.5 um de largo y
1.5 a 4.0 um de ancho, ovales, reniformes, elipsoides, aseptados o con uno o dos septos
(Figura 1D); abundantes clamidosporas de pared lisa de 6.0 a 8.0 um de diametro,
terminales, solas o dispuestas en pares o en cadenas de tres (Figura 1E). Las
caracteristicas anteriores y las medidas de macro y microconidios coincidieron con la
descripcion de Fusarium solani (Leslie y Summerell, 2006; Ramdial y Rampersad, 2010;

Wang et al., 2014; Hans-Josef et al., 2016).

La secuencia obtenida mostr6 100% de identidad y cobertura con 20 cepas
pertenecientes al complejo de especies de F. solani, y se almacend en la base de datos del
GenBank con el cddigo de accesion MK532475. El anélisis filogenético mostré que el
aislado que se obtuvo en el presente estudio se agrupd con cepas de F. solani (Figura 1F).
En la prueba de patogenicidad, las plantas inoculadas con F. solani mostraron clorosis,
pérdida de turgencia foliar, defoliacion y necrosis en raices y tallo 20 dias después de la
inoculacion (Figura 1C). A partir de tejido vegetal enfermo se re-aislé al patdgeno. Las

plantas control no mostraron sintomas y no se aislé a Fusarium a partir de éstas.
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Figura 1. A) Planta de chile chilaca (Capsicum annuum) de tres meses de edad con
sintomas de marchitez y clorosis en campo. B) Raiz y corona mostrando necrosis. C)
Derecha: Planta de chile de 45 dias edad inoculada con 1.2 x 10° conidios de Fusarium
solani; izquierda: planta control. D) Macro y microconidios. E) Clamidosporas
terminales. F) Relaciones filogenéticas del aislado MXMIC-798 de Fusarium solani y
especies cercanas; Fusarium oxysporum se usd como grupo externo.

De acuerdo con las caracteristicas morfologicas, la caracterizacion molecular, las
pruebas de patogenicidad y el analisis filogenético, se establecio que F. solani es el agente
causal de marchitez y necrosis en raiz y tallo de chile chilaca en Queréndaro, Michoacan,
México. Fusarium solani se reporté como agente causal de pudricién de tallo y frutos de
pimiento dulce (C. annuum) en Ontario, Canada (Jarvis et al., 1994) y pudricion de frutos
en Trinidad y Tobago (Ramdial y Rampersad, 2010). Recientemente se reporté a F.
solani como agente causal de la marchitez en plantas maduras de chile poblano y
damping-off en plantulas en Puebla, México (Rivera-Jiménez et al., 2018); y a Fusarium

oxysporum como agente causal de marchitez en plantas de pimiento en invernaderos en
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Sinaloa (Velarde-Félix et al., 2018). Los resultados del presente trabajo confirman que F.
solani es un patdgeno de importancia econémica, ya que limita la produccion de chile en
México. Este es el primer reporte de este patdgeno como agente causal de la marchitez
del chile chilaca en Michoacéan. La informacién del presente estudio sera de utilidad para
los productores locales de chile chilaca, ya que permitird desarrollar estrategias de manejo
de esta enfermedad, y disminuir la incidencia y severidad de la marchitez inducida por

Fusarium.
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