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Resumen

Phytophthora capsici, es el agente causal de la ‘marchitez del chile’ una de las enfermedades mas
importantes de este cultivo. Para establecer estrategias de control eficientes es necesario el
conocimiento de la diversidad del patdgeno, para esto, se realizo esta investigacion cuyo objetivo
fue determinar el grado de diversidad genética de 30 aislados monozoosporicos obtenidos de chile
(Capsicum annuum L..) de seis municipios del estado de Guanajuato, y dos cepas de referencia. La
variacion genética se determiné mediante la técnica de AFLP (en espafiol: polimorfismo en la
longitud de fragmentos amplificados). La similitud encontrada entre los aislados va de 76 a 95%.
Los resultados obtenidos indican que dentro de la poblacién se forman grupo basados en las
localidades de aislamiento. No se encontraron organismos clénales por lo que los 32 aislamientos
analizados fueron genotipos Unicos, y no se encontré ninguna correlacion entre grupos definidos
por marcadores moleculares y virulencia, tipo de apareamiento o respuesta a metalaxil.
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El oomiceto Phytophthora capsici Leonian, es un patdégeno hemibiotréfico que causa epidemias
graves en una amplia gama de cultivos en todo el mundo (Lamour et al., 2012). En el cultivo de
chile (Capsicum annuum L.), forma parte del complejo causante de la secadera o marchitez del
chile (Erwin y Ribeiro, 1996), que en México y especificamente en el estado de Guanajuato, es una
de las principales causas de pérdida del cultivo (Gonzélez-Pérez et al., 2004), llegando a ser ésta
hasta de 100% cuando las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de este
patdgeno (Universidad Illinois, 2001).

En el campo, el manejo de esta enfermedad se basa principalmente en la aplicacion de fungicidas,
en combinacién con préacticas culturales que limitan el desarrollo de la marchitez, como camas
elevadas, acolchado pléstico y riego por goteo entre otras (Granke et al., 2012). Sin embargo, la
amplia gama de huéspedes de P. capsici, su capacidad de recombinacion sexual y la produccion de
oosporas como estructuras de supervivencia, ha limitado la eficacia de las estrategias de control
(McDonald y Linde, 2002; Gobena et al., 2012). Particularmente, la recombinacién sexual entre
los tipos de apareamiento Al y A2 de este oomiceto heterotélico, puede generar nuevos genotipos
con mayor virulencia, patogenicidad, resistencia a fungicidas y capacidad para superar la
resistencia del huésped (Granke et al., 2012).

Los esporangios de P. capsici se dispersan con poca frecuencia entre los campos por el viento
(Lamour y Hausbeck, 2001b). En cambio, se sabe que el movimiento de fuentes de agua superficial
para riego y el movimiento de material vegetal infectado o suelo infestado, son factores clave en la
propagacion local de P. capsici (Granke et al., 2009). Estas condiciones limitan la propagacion
rapida a largas distancias de este patdgeno, por lo que se esperaria que un mejor conocimiento de
la diversidad genética regional de la poblacion de patdgenos permitiria un despliegue més efectivo
de variedades resistentes y el establecimiento de programas de mejoramiento que busquen generar
una resistencia duradera del huésped (Quesada-Ocampo et al., 2011).

Esta evaluacion de la diversidad genética se basa en diferentes caracteristicas, entre ellas las
moleculares (Martin et al., 2012). Las caracteristicas moleculares son datos basados en &cido
desoxirribonucleico (ADN) que se han usado para determinar la diversidad genética (Mohammadi
y Prasanna, 2003), entre otras razones por que esta informacién no estd influenciada por
condiciones ambientales. Para generar estos datos, existen diferentes protocolos siendo los mas
empleados: random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length
polymorphism (AFLP), simple sequence repeats (SSR) y Ribosomal DNA e internal transcribed
spacers (rDNA-ITS), entre otros (Gupta et al., 1999). Con base a lo anterior se realizo este estudio
con el objetivo de evaluar la diversidad genética, presente en el ADN de aislados de P. capsici,
obtenidos en las principales areas productoras de chile en Guanajuato.

Cepas

Se utilizaron 30 aislados de P. capsici obtenidos de plantas con sintomas de ‘marchitez’, en 12
lotes de produccion comercial de diferentes variedades e hibridos de cincos tipos de chile (poblano,
guero, serrano, jalapefio y chilaca), ubicados en los municipios mas importantes en la produccion
de este cultivo en Guanajuato: Dolores Hidalgo, San Luis de la Paz, Juventino Rosas, Silao,
Salvatierra y Cortazar (Cuadro 1). Estos aislados fueron identificados usando las claves de Erwin
y Ribeiro (1996). Ademas, de dos cepas PCT17 y PCC6, donadas por la Dra. Sylvia Patricia
Fernandez Pavia del Laboratorio de Patologia Vegetal-UMSNH.
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Cuadro 1. Municipio de origen y tipo de chile donde fueron obtenidos 30 cultivos monozoosporicos

de Phytophthora capsici.
Municipio Clave Tipo de chile Municipio Clave Tipo de chile
Dolores Hidalgo D1 Poblano Silao S1 Guero
D2 Poblano S2 Guero
D3 Poblano S3 Guero
D4 Poblano S4 Serrano
D5 Poblano S5 Jalapefio
D6 Poblano S6 Jalapefio
D7 Poblano S7 Jalapefio
D8 Poblano Juventino Rosas J1 Jalapefio
D9 Poblano J2 Poblano
D10 Poblano J3 Jalapefio
D11 Poblano Cortazar CT1 Jalapefio
D12 Poblano CT3 Jalapefio
San Luis de la Paz SP1 Poblano CT4 Jalapefio
SP2 Poblano Salvatierra SA2 Chilaca
SP3 Poblano SA3 Chilaca

De todos los aislados incluyendo las cepas de referencia se hicieron cultivos monozoospoéricos de
acuerdo con el protocolo de Mitchell y Kannwischer-Mitchell (1995); Erwin y Ribeiro (1996). Los
cultivos se mantuvieron en medio sélido V8C (160 ml de jugo V8, 3 g CaCO3 y 840 ml de agua
desionizada), transfiriéndolos cada seis semanas.

Diversidad genética

El ADN de los 30 aislados y las dos cepas de referencia, se obtuvo a partir de micelio de los cultivos
monozoosporicos, utilizando el método propuesto por Doyle y Doyle (1987). Se cuantificé con la
ayuda de un espectrofotometro (NanoDrop 8000) y se uniformizaron las diluciones a una
concentracion de 120 ng pl™* de ADN.

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), se detectaron con base
en el protocolo descrito por Vos et al. (1995), utilizando un secuenciador NEN Global IR2, marca
LI-COR, que genera y permite la captura automatica de la imagen digital. Los iniciadores
adaptador-sitio de restriccion Eco R1 (E+2) usados en este trabajo fueron: E+AT, E+AG y E+AC;
los iniciadores adaptador-sitio de restriccion Tru 91 (T+2) fueron T+CC, T+CAy T+CG. Con estos
iniciadores se formaron las seis combinaciones usadas para el analisis: E+AT/T+CC, E+AT/T+CA,
E+AG//T+CC, E+AG/T+CA, E+AG/T+CG, y E+AC/T+CG.

Las imagenes generadas, se analizaron usando el programa ‘Cross Checker 2.91° que codifica las
bandas usando un cédigo binario donde cada banda se representa como presente (1) o ausente (0),
se considerd que un fragmento de ADN es monomorfico, si 99% de la poblacion lo tiene y
polimorficos a aquellos que difieren de este porcentaje (Cavalli-Sforza and Bodmer; 1981). Los
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datos binarios fueron analizados con el programa NTSYS-pc version 2.1 (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System) (Rohlf, 2005) para generar una matriz de similitud basada en el
coeficiente de Dice (NUfiez-Colin y Valadez-Moctezuma, 2010), el cual considera para determinar
la semejanza entre dos aislados solo las coincidencias. Se realizd un procedimiento Bootstrap con
2 000 remuestreos con remplazo, a partir de la matriz de similitud promedio se determinaron las
relaciones genéticas entre los genotipos estudiados generando un dendrograma consenso aplicando
el método Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Average (UPGMA) (Sneath and
Sokal, 1973).

Se consideraron para el andlisis solo las bandas bien definidas y de mediana a alta intensidad
(Figura 1). Se obtuvieron en total 807 bandas de las cuales 78.81% fueron polimérfica. El
porcentaje de polimorfismo de las bandas es similar al reportado por Kersey et al. (2005) quienes
al analizar 31 aislados de P. capsici de Nuevo México EU., encontraron que 80% de 1 155 bandas
fueron polimorficas. El nivel de polimorfismo fue mayor que el obtenido por Lamour y Hausbeck
(2001a) para aislados de P. capsici de Michigan EU., quienes reportaron un porcentaje promedio
de polimorfismos de 43% para 94 bandas.
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Figura 1. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), por sus siglas en
inglés, perfiles genéticos generados por la combinacion de iniciadores E+AT/T+CA en 30
aislados de P. capsici del estado de Guanajuato y dos cepas de referencia, que muestra la
definicion y la intensidad de los fragmentos de ADN (bandas) amplificados.
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La matriz de similitud basada en el coeficiente de Dice, muestra valores que van de 76 a 95% de
similitud con un promedio de 86%, estas relaciones genéticas se ven reflejadas en el dendrograma
consenso obtenido en este trabajo (Figura 2). En él se puede apreciar la formacion de cuatro grupos
bien definidos, el grupo | formado con dos aislados de Cortazar y uno de Silao los cuales presentan
la menor similitud con el resto; los agrupamientos con la mayor cantidad de aislados son el grupo
I formado solo por aislados de Dolores Hidalgo y el grupo 111 formado por una mezcla de aislados
de Silao y Dolores Hidalgo, el grupo IV esta formado por seis subgrupos, resaltando que cinco de
ellos estan formados solo con aislados del mismo municipio, estos son los subgrupos formados
solo con aislados de Silao, Dolores Hidalgo, San Luis de la Paz, Juventino Rosas y el subgrupo
formado por las dos cepas de referencias las cuales siguiendo la tendencia observada, podrian
provenir de una misma localidad.
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Figura 2. Dendrograma consenso de 30 aislados de P. capsici del estado de Guanajuato y dos cepas de
referencia. Los nimeros en los nodos son el porcentaje de dendrogramas por encima de 70% que

fueron respaldados por el andlisis bootstrap.
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En este grupo solo se formd un subgrupo que mezcla dos cepas originarias de Salvatierra con una
de Cortazar. Estos resultados parecen indicar una tendencia de los aislados a agruparse de acuerdo
con su municipio de origen. Excepto los cultivos monozoosporicos originarios de Silao y Cortazar
que se agruparon con aislados de diferentes localidades, lo cual es indicativo de una alta diversidad
genética.

Laasociacion basada en el lugar de aislamiento concuerda con el estudio de variabilidad de aislados
de P. capsici originarios de cuatro diferentes regiones de Michigan EU. reportado por Lamour y
Hausbeck (2001a), en el cual el agrupamiento encontrado se baso en el sitio de colecta. Igualmente,
en lo reportado por Parada-Rojas y Quesada-Ocampo (2018) quienes usando microsatélites para
analizar las relaciones genéticas de 50 aislados de P. capsici originarios de varios estados de EU.,
encuentran una estructura de la poblacién basada en el origen geografico. En México, Castro-
Rocha et al. (2016) analizando la diversidad de 80 aislados originarios del norte y centro de este
pais, usando marcadores tipo SNP, sefialan que los aislados de Chihuahua forman dos grupos y el
resto forma tres grupos estrechamente relacionados, compuestos principalmente de aislamientos
de Aguascalientes, Guanajuato y Michoacan, encontrando una separacién por regiones de
aislamiento.

Si se considera lo sefialado por Brasier y Hansen (1992), de que el género Phytophthora, tiene una
fuerte seleccion por el clima, por lo que la mayoria de sus especies, se encuentran en zonas de
temperaturas frescas subtropicales o tropicales y que la humedad, el contenido de nutrientes, el pH
y microorganismos nativos, son factores que influyen en la adaptacion de este patdgeno. Entonces,
pareciera ser que las diferencias entre las condiciones ambientales de las regiones de Guanajuato
en donde se realizaron las colectas son los principales factores que influyeron en la formacion de
los grupos en este estudio.

Los municipios del norte del estado, San Luis de la Paz y Dolores Hidalgo, cuentan con un clima
semiseco, con una precipitacion anual de 387.5 mm y temperatura media anual de 16 °C; Silao,
Juventino Rosas y Cortazar que se encuentran en centro del estado, tienen un clima subtropical-
subhiimedo con una precipitacion anual de 688 mm y temperatura media anual de 19.4 °C, muy
parecido a las condiciones climéaticas de Salvatierra que estd al sur del estado, con clima
predominante templado himedo con una precipitacién anual de 730 mm y temperatura media anual
de 18.1 °C (INEGI, 2013). Las inconsistencias del agrupamiento por lugar de aislamiento podrian
ser explicadas por efectos de muestreo, deriva genética o por entrecruzamiento en poblaciones
pequefias, lo que puede provocar cambios en la diversidad genética (Goodwin, 1997) y por
consiguiente cambios en los agrupamientos.

Todos los aislados de P. capsici de Guanajuato, fueron genotipos Unicos, esto era lo esperado por
los resultados obtenidos en el proyecto de secuenciacion del genoma, en donde reportan que la
densidad y diversidad de las variantes de un solo nucleétido entre genomas de P. capsici es
notablemente mas alta que en otros genomas eucariotas, lo que ha confirmado que los aislados de
P. capsici, tienen una gran variacion genética en la forma de SNPs, los cuales pueden ocurrir tan
frecuentemente como 1 cada 40 pb (Lamour et al., 2012).

Al incluir en el analisis sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas descritas en un trabajo previo

(Pons et al., 2020), no se encontrd una asociacion clara entre los grupos genéticos con la
morfologia, tipo de compatibilidad, sensibilidad a mefenoxam, el tipo de chile o el grado de
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virulencia. Esta ausencia de correspondencia fue encontrada en otros Phytophthora spp. (Lebreton
y Andrivon, 1998; Mahuku et al., 2000; Abu-El Samen et al., 2003) en donde no se encontro
ninguna correlacion entre los grupos definidos por marcadores moleculares y la virulencia, tipo de
apareamiento o respuesta a metalaxil de los aislados analizados.

A pesar de la ausencia de estas correlaciones, los resultados de este trabajo nos sefialan que la
poblacion de Phytophthora capsici de Guanajuato mantienen su caracteristica de altos niveles de
diversidad, como lo han reportado en otras poblaciones de este patdégeno varios autores (Lamour y
Hausbeck 2001a; Hausbeck y Lamour 2004; Gevens et al., 2008; Hurtado-Gonzéles et al., 2008;
Meitz et al., 2010; Lamour et al., 2011; Gobena et al., 2012). Como se encontraron los dos tipos
de apareamiento en varios de los municipios de colecta (Pons et al., 2020), es probable que una
parte de esta diversidad resulte de la recombinacion sexual y otra de mutaciones que, de acuerdo
con lo reportado por Goodwin (1997), es la fuente primaria de la nueva diversidad genética en
oomicetos. Independientemente de su origen, la presencia de diversidad genética en la poblacion
de P. capsici de Guanajuato, indica que existe un potencial genético en la poblacion de patégenos
para el desarrollo de resistencia a fungicidas y sobrepasar las defensas del hospedero, por lo que es
necesario monitorearla continuamente y considerarla para el disefio de estrategias para su control.

Conclusiones

Existe variabilidad genotipica entre los aislados de P. capsici de Guanajuato. Todos los aislados de
P. capsici de Guanajuato, son genotipos Unicos ya que no se encontraron individuos clonales. Los
grupos genéticos que se forman estan basados en el lugar de origen de los aislados. No se encontro
una asociacion clara entre los grupos genéticos y la virulencia, tipo de apareamiento o respuesta a
metalaxil en los aislados analizados.
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