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RESUMEN GENERAL

El Mal Seco en tiquizque (Xanthosoma sp.), causado por Pythium myriotylum, es
considerada una de las enfermedades mas destructivas en este cultivo. En Costa Rica,
Puerto Rico y Camertin se reportan pérdidas de hasta un 90% en el campo. En Costa Rica,
el Mal Seco se ha observado tanto en tiquizque blanco como en tiquizque morado, en todas
las regiones productoras, con una incidencia que varia desde un 5 % hasta un 100%. Los
lotes afectados no pueden utilizarse de nuevo para la siembra de tiquizque, porque la
enfermedad reaparece con una incidencia y severidad mayor.

Los estudios bioquimicos y moleculares han revelado evidencias de especiacion en
los aislamientos provenientes de tiquizque con respecto a los aislamientos de otros
hospederos y se ha propuesto denominar a estos aislamientos P. myriotylum var.
Aracearum.

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar molecularmente a Pythium
myriotylum var. Aracearum por medio del analisis de una region nuclear del gen de la B-
tubulina y de dos regiones mitocondriales correspondientes a los genes COX [ y COX I
con el fin de profundizar en el conocimiento filogenético de este microorganismo.

En una primera parte del trabajo se secuenciaron los genes mitocondriales COX 1 y
COX II y el gen nuclear B-tubulina de treinta y dos aislamientos de Pythium myriotylum,
veintinueve identificados como patogénicos y cuatro como no patogénicos a tiquizque.
Una vez obtenidas las secuencias se generaron los arboles filogenéticos por medio del
criterio de maxima parsimonia y maxima verisimilitud disponibles en el programa PAUP *
4.0b10.

Los alineamientos multiples de secuencias obtenidas revelaron varias sustituciones
transicionales entre los aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque y los no
patogénicos. El analisis de los arboles generados mediante maxima parsimonia y maxima
verisimilitud de los tres genes, agrupa a los aislamientos de P. myriotylum patogénicos al
tiquizque en un grupo unico. diferente al de los aislamientos patogénicos a otras especies.
lo cual constituye una evidencia mas de la especializacion por hospedero de los
aislamientos patogénicos a tiquizque.

En la segunda parte del trabajo se amplifico. mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). una region del gen de la citocromo oxidasa subunidad I (COXII) de
aislamientos de P. myriotylum provenientes de tiquizque y de otros hospederos. asi como
de otras especies de Pyrhium. El producto de PCR fue digerido. independientemente. con
distintas enzimas de restriccion. Con la enzima RSA [ el patron de restriccion de los
aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque difirio del patron de los aislamientos
no patogénicos y de las diferentes especies de Pythium evaluadas. Este resultado generd un
método seguro, rapido y preciso para la identificacion de los aislamientos patogénicos a
tiquizque de otros aislamientos de P. myriotylum. Por otra parte es una evidencia mas en
apoyo a la hipotesis de especiacion de P. myriotylum en tiquizque.
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INTRODUCCION

El tiquizque (Xanthosoma sagittifolium), conocido en los paises de habla inglesa
como cocoyam es una planta herbacea de la familia Araceae. Posee un rizoma cormoso
principal, subterraneo, a partir del cual se generan rizomas secundarios o cormelos. Estos
cormelos son comestibles y son parte de la dieta basica de aproximadamente 200 millones
de personas en paises de toda la franja tropical en Asia, Africa y América (Tambong ef al..
1999). EI cormo, bulbos secundarios, y hojas del tiquizque, son una fuente importante de
carbohidratos para la nutricion humana y la alimentacion animal (Ndoumou et al.. 1995;
Nyochembeng y Garton. 1998).

En Costa Rica. las politicas de diversificacion y el estimulo a la exportacion de
cultivos no tradicionales durante la década de los 80 propiciaron un incremento en el drea
sembrada de tiquizque. la cual aumentd de 359 a 3678 ha en un lapso de 16 afios: sin
embargo. en los altimos afos el drea se ha reducido debido a la presencia de enfermedades
(Procomer. 2007).

El cultivo del tiquizque se ve atectado principalmente por dos enfermedades. el
Virus del Mosaico de la Malanga (Dasheen masaic virus(DsMV)) y el Mal Seco. La
primera causa una reduccion en la produccion de hasta 24 % en tiquizque blanco y un 51%
en tiquizque lila (Valverde et «l., 1997: Morales. 2007). Por su parte, el Mal Seco
conocido también como: cocoyan root rot blight. dry root rot. o Apolo disease (Saborio.

- 2004). puede causar hasta 100% de pérdidas en produccion. segiin el momento de
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aparicion en el ciclo del cultivo (Laguna ef al., 1983; Morales, 2007).Existen divergencias
en cuanto al agente causal del Mal Seco debido a que se han aislado diversos patdégenos de
las plantas enfermas. No obstante, varios autores atribuyen esta enfermedad a Pythium
myriotylum Drechs. (Pacumbaba et al., 1992; Tambong ef al., 1999).

En estudios realizados en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del Centro de
Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Costa Rica (LBP), para comparar la
patogenicidad de diferentes hongos (Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Pythium
myriotylum) aislados a partir de las raices de plantas enfermas de tiquizque, se ha
encontrado que solo Pythium myriotylum es capaz de cumplir con los postulados de Koch
(Urefia et al.. en preparacion). razén por la cual los estudios de esta enfermedad se han
centrado en este microorganismo.

Estudios realizados en Bélgica por Tambong et al. (1999). y mas recientemente por
Perneel et al (2006). han mostrado que los aislamientos de Pyrhium myriotylum de
tiquizque, muestran diferencias fisiologicas, bioquimicas y moleculares con respecto a los
aislamientos de Pythium myriotylum aislados de otras plantas (sorgo. pina. tabaco.
Gypsophila sp.. frijol). Asimismo. en Costa Rica. se ha observado que el P. myriotylum
aislado de tiquizque posee un ambito de hospederos muy reducido (Muioz er al., 2011).

El presente estudio pretende profundizar en la caracterizacion molecular de la
especie de Pythium myriotylum asociada al tiquizque en Costa Rica y Camerun. mediante
la amplificacion y secuenciacion de genes nucleares y mitocondriales. y su comparacion
con secuencias de P. myriotylum de otros hospederos y de otras especies de Pythium. con el
fin de tener un mayor conocimiento de este microorganismo. que permita a futuro

desarrollar estrategias para su control.
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1. REVISION DE LITERATURA
1. 1. EL CULTIVO

El tiquizque (Xanthosoma sp.). también conocido como macal, malanga, mangaras,
okumo, quiscamote, tannia y taro entre otros (Giacometti et al.. 1994), es originario de la
parte norte de América del Sur. pero su distribucion en el continente americano abarca
desde Peru hasta México (Ledn, 1987). Es una planta monocotiledonea que pertenece a la
familia Araceae. Posee un tallo subterraneo o apenas expuesto. modificado, a partir del
cual se producen brotes que generaran los cormelos comestibles: el color de la pulpa puede
ser blanco. rosa, morado o amarillo segiin la variedad: sus hojas tienen el peciolo largo. son
grandes (1-2 metros de largo). de lamina sagitada y bilobulada que al unirse por su base
forman un pseudotallo cilindrico (Leon, 1987). La floracion es poco frecuente pero.
cuando se produce. la inflorescencia consiste en una espadice cilindrica, las flores son
unisexuales, con flores femeninas situadas en la base de la espadice y flores masculinas en
la parte superior, la floracion es mas propensa a ocurrir en regioﬁes humedas (Purseglove,
1972).

El género Xanthosoma incluye mas de 45 especies, de las cuales pocas son
comestibles. X sagittifolium (tiquizque blanco) y X" violaceum (tiquizque morado). son las
dos unicas especies que se utilizan con este fin en Costa Rica (Torres er «l.. 2000). Estas

especies presentan diferencias en el color de los cormelos. en la productividad y resistencia
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a enfermedades (Pacumbaba ef al., 1992; Wutoh et al., 1994; Tambong et al., 1999;
Onokpise er al., 1999; Tambong y Hofte, 2001; Temgo et al.. 2002; Boudjeko er al.,
2005).

El crecimiento y ciclo de desarrollo de estas dos especies se puede dividir en tres
periodos: un primer periodo de dos meses en el cual el crecimiento es lento. Este periodo se
inicia con el surgimiento del brote apical y termina con el surgimiento de los cormos
secundarios o cormelos; el segundo periodo inicia a los 6 o 7 meses después de la siembra, se
caracteriza por un incremento en el area foliar de la planta; finalmente, durante el tercer
periodo las hojas comienzan a marchitarse y se da el llenado de los cormelos (Wilson, 1984;
Lopez et al. 1995).

1. 2. REQUERIMIENTOS DE CULTIVO

El tiquizque es un cultivo de clima estrictamente calido (Onwueme & Charles.
1994) que se ha convertido en un cultivo de clima tropical (Wilson, 1984). Se cultiva en
zonas tropicales y subtropicales. entre las latitudes 30 grados norte y 15 grados sur del
ecuador (Lopez ef al. 1995). no se adapta a condiciones de inundacion. pero a pesar de que
es un cultivo de tierras bajas (Onwueme. 1978). crece bien en zonas altas. con suelos bien
drenados y un clima en el que las precipitaciones (1200 -2000mm) estén bien distribuidas
durante la mayor parte del afio. La temperatura media anual de -30°C se considera buena
para su produccion comercial, temperaturas inferiores a 18 " C desaceleran el crecimiento
de las hojas, y temperaturas por encima de 35 ° C limitan la formacion de los cormelos. Se
requieren suelos protundos. bien drenados y de textura media. con un pH promedio de 5.5

a 6.4. Los suelos que sufren anegamiento no son convenientes para la siembra de este
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cultivo ya que facilitan la pudricion de las raices y los cormelos. Puede tolerar cierta

cantidad de sombra (Lopez et al, 1995).

2. PRACTICAS DE CULTIVO

2.1. SIEMBRA

La siembra debe realizarse en lomillos bien conformados que permitan un buen
drenaje superficial de las aguas. La altura del lomillo debe ser de 40-50 cm de alto con una
separacion entre ellos de 1.20-1.50 m. La distancia entre plantas en una siembra lineal
varia entre 40-50 ¢m entre plantas. para una densidad de siembra de 13.000 a 18.000
plantas/ha (Wilson. 1984)

Para la siembra comercial de tiquizque se recomienda el uso de trozos de cormo
provenientes de la cabeza o cormo central con un peso entre 120-150 gramos o bien
cormelos que no clasificaron para la exportacion. Previo a la siembra la semilla se debe
desinfectar. lo cual se puede hacer de dos maneras:

e Se sumerge la semilla por 10 minutos en productos como benomil. estreptomicina y
TCMTB.

e Se pica la semilla. se extiende con los cortes hacia arriba y se asperja con productos
como carboxin. tiram o TCMTB. El cormo debe estar sin pudriciones. heridas o
golpes y provenir de plantaciones que no hayan sufrido Mal Seco. Se recomienda
ademas. que la semilla esté libre de Dasheen Mosaic Virus (Rodriguez. 2007). Para

cumplir estas dos ultimas recomendaciones es necesario visitar la plantacion de la
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cual se tomara la semilla y confirmar que no presente sintomas de Mal Seco ni de

DsMV.

2.2 MANEJO DE ARVENSES

En las plantaciones de tiquizque el periodo critico de competencia por malezas es
durante los primeros 4 meses cuando los cormos secundarios comienzan a crecer
(Purseglove, 1972). Para el control de arvenses durante este periodo se recomienda luego
de la siembra aplicar un pre-emergente Gesaprim (Atrazina) + Prowl (Pendimetalina) a una
dosis de 150 ml cada uno por bomba de 18 litros. Si existen arvenses pequenas debe
agregarse a la mezcla 100 ml de Paraquat. Cuando el efecto del pre-emergente haya
desaparecido es necesario combatir las gramineas con productos como Fusilade (Fluazifop-

P-Butil) 60 ml/bomba. Galant (Haloxitop-Metil) 45 ml/bomba (Rodriguez. 2007).

2.3 FERTILIZACION

El tiquizque responde bien a la fertilizacion organica y quimica‘ en suelos fértiles
el cultivo desarrolla hojas exuberantes y produce rendimientos mds altos. El crecimiento de
las hojas y de los cormos secundarios se incrementa con la adicion de fertilizantes (Chandler
ef al.. 1982: Wilson. 1984, Ramirez. 1992).

Se recomienda hacer una primera fertilizacion con 200 Kg/ha de 10-30-10 ¢ 12-24-

12 al tondo del hoyo durante la siembra para un mejor aprovechamiento del tosforo. Una
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segunda fertilizacion con 100 Kg/ha de Nutran, a los 22 dias de brotado. A los 4 meses de
brotado se recomienda fertilizar con 3 sacos/ha de 15-3-31, 20-3-20,18-5-15-6-2 y a los 6
meses una ultima fertilizacion con 150 Kg de 15-3-31, 20-3-20. 18-5-15- 6. Alrededor de
los 2 meses del ciclo del cultivo el tiquizque presenta hijuelos los cuales se deben eliminar

para evitar la competencia con aquellos de interés comercial (Rodriguez, 2007).

2.4. PLAGAS Y ENFERMEDADES.

En comparacion con la malanga (Colocasia), el tiquizque se ve afectado por pocas
enfermedades. Entre las principales estan el Mal Seco y el virus de la malanga (DsMV),

pero el tiquizque también puede verse afectado por otros patogenos como:

e Sclerotium rolfsii, este patogeno ataca la base del tallo. infecta las hojas y provoca
la pudricion del cormo, lo que causa retrasos en el crecimiento.
o Colletotrichum gloeosporioides. que ataca principalmente las hojas.

La propagacion vegetativa del tiquizque con seccion de cormo y cormelos hace que
este cultivo sea sensible a los virus y bacterias, que se transmiten con el material de
propagacion. El virus del mosaico de la malanga (DsMV), es el algente patdgeno viral mas
importante de las araceas en todo el mundo y se transmite a las plantas infectadas
exclusivamente por afidos. Los sintomas visibles son la distorsion de las hojas. clorosis de
las venas. mosaico difuminado a lo largo de las venas. y en caso de un ataque severo.

retraso en el crecimiento de plantas. Aunque DsMV no es letal. retarda el crecimiento de

las plantas y reduce el rendimiento (Reyes ¢ al.. 2006: Morales. 2007).
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En América Latina y el Caribe, el tiquizque puede ser afectado por una enfermedad
bacteriana llamada "mancha" o "tizon bacteriano”. Los primeros sintomas son pequerias
manchas cloréticas sobre las hojas, que evolucionan en manchas mas grandes necroticas
rodeadas por un halo amarillo. Esta necrosis se extiende ain mas hasta que finalmente las
hojas afectadas se marchitan y mueren. Una infeccion severa puede matar a toda la planta.
Los agentes causales son Xanthomonas spp. (X. campestris pv. Aracearum (Berniac) Dye.
X. campestris (Pammel) Dowson y X. axonopodis pv. Dieffenbachiae) (Morales, 2007).
Las enfermedades poscosecha se producen a menudo y estan relacionados con una
ventilacion y curacion inadecuada de las heridas. Los agentes patogenos que se han
encontrado en almacenamiento son: Pythium splendens, Botryodiplodia theobromae,
Sclerotium rolfsii. Erwinia chrysanthemi. Ceratocystis fimbriata 'y Fusarium oxysporum.
En lo que respecta a plagas. Fasciculatus araecus es un escarabajo que puede danar
los tubérculos almacenados. La plaga mas importante es el escarabajo Tannia (Ligyrus
ebenus). que dana los tubérculos en crecimiento. Se ha reportado en el Caribe. aunque no
es un problema comun. Una de las pocas plagas que atacan las hojas del tiquizque es el
gusano del algodon (Spodoptera littura). Los atidos y moscas blancas son plagas comunes.

pero las pérdidas de rendimiento no estan documentadas (Morales, 2007).

2.5. COSECHA

La cosecha se realiza a los 10 meses después de la siembra para el tiquizque blanco.
y a los 12 meses para el tiquizque morado. El follaje empieza a secarse y el cormelo

o

detiene su crecimiento. La cosecha se realiza manualmente. se jala la planta con fuerza.
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también se puede realizar mecanicamente. Luego se procede a separar los cormelos y a

clasificarlos segun su tamario.

2.6. MANEJO POST-COSECHA.

Luego de la cosecha en el campo los cormelos son llevados en sacos o cajas
plasticas a la empacadora donde son lavados para eliminar suelo. La mayoria de los
tratamientos de desinfeccion que se utilizan en tiquizque, no estan aprobados para este
cultivo, lo que ocasiona ciertos problemas. Los mejores tratamientos son con Benlate
(Benomil). Kilol (extracto de semillas de citricos) 750 y 1000 ppm y con cloro 150 ppm

(Rodriguez. 2007)

3. SITUACION DEL TIQUIZQUE EN COSTA RICA.

En la década de los 80. las politicas de diversificacion incrementaron el darea
sembrada de tiquizque. la principal zona productora en un inicio fue la region Huetar
Atlantica posteriormente el cultivo se extendidé a la Region Hﬁetar Norte (San Carlos,
Sarapiqui). la Region Huetar Atlantica (Pococi. Guacimo, Siquirres), la Region Brunca
(Buenos Aires. Pérez Zeledon. Osa, Corredores, Golfito y San Vito). la Region Central Sur
y la Region Chorotega.

El area anual de siembra puede alcanzar hasta 3000 hectareas. lo cual tiene un gran

impacto social y economico. si se considera que el 80 % de esta produccion se encuentra en



11
manos de pequefios y medianos productores que siembran en promedio de 1 a 2 ha al afio
(Torres et al.. 2000; Procomer, 2007).

En la Region Huetar Norte, el drea sembrada para el 2007 fue de 526,9 hectareas,
donde el canton con mayor drea sembrada de tiquizque fue Upala, seguido con casi la
mitad, el canton de Los Chiles y San Carlos. Por otra parte en la Region Central Sur se
sembraron 71.6 hectareas, donde los cantones de Puriscal y Turrubares son los mas
importantes (Rodriguez, 2007).

Durante el 2009 el 61% de las siembras de raices y tubérculos correspondié a
siembras de yuca. Le siguen en importancia las siembras de tiquizque y luego de fiame, de
malanga y de jengibre. De enero a julio de 2009 la oferta de tiquizque en el CENADA
alcanzo las 316.86 toneladas. esta cifra fue levemente superior a la alcanzada en el 2008
(313.17 toneladas) (Procomer. 2007).

El principal destino de la produccion de tiquizque es el mercado de los Estados
Unidos. la poblacion latina con intluencia africana constituye el principal consumidor. De
enero a mayo de 2009 el Departamento de Comercio de los Estados Unidos. informé que
este pais importd 18.983 toneladas de tiquizque. por un valor comercial de 20.22 millones
de dolares, Costa Rica participé con un total de 3.508 toneladas, lo que representd para

Costa Rica un total de 3.73 millones de délares (Alvarado., 2009)

4. EL MAL SECO, PRINCIPAL LIMITANTE DE LA PRODUCCION

DE TIQUIZQUE.
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El Mal Seco es considerado el factor mas limitante en la produccion de tiquizque,
puede causar hasta un 100 % de pérdidas en la produccion. En Costa Rica, el Mal Seco se
ha observado tanto en tiquizque blanco como en tiquizque morado, en todas las zonas
productoras, con una incidencia que varia desde un 5 % hasta un 100% en algunos lotes.
Los lotes afectados no pueden utilizarse de nuevo para la siembra de tiquizque, porque la
enfermedad reaparece con una incidencia y severidad mayor (Sergio Torres, comunicacion
personal).

Aunque la enfermedad es localizada en las raices, los primeros sintomas son
observados en las hojas. Comienza con una clorosis de las hojas que avanza a los peciolos.
Con el avance de la infeccion aparece clordtica toda la parte area de la planta y solo la hoja
mas joven mantiene el color verde (Fig.1). La planta detiene su crecimiento, los cormos
que alcanzan a formarse son pequefios y escasos. Las raices muestran una pudricion color
café y al extraer la planta del suelo, solo se observa la médula de la raiz (Laguna er al.,

1983; Pacumbaba et al., 1992; Tambong et al, 1999; Saborio, 2004; Morales, 2007).

Fig. 1 Sintomas tipicos producidos por Pythium myriotylum en hojas y raices.
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En afios anteriores existio divergencia en cuanto al agente causal debido a que se
aislaron diversos patogenos de las plantas enfermas, tales como: Pyrthium splendes, P.
myriotylum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Sclerotium sp.. Rhizopus stolonifer,
Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium sp., Botryodiplodia theobromae, Sclerotium rolfsii
(Corticium rolfsii), asi como bacterias del género Erwinia y Pseudomonas (Laguna et al.,
1983; Mora et al., 1991; Bejarano ef al., 2001) .

Varios autores han llegado a la conclusion que la enfermedad es causada
Gnicamente por P. myriotylum (Pacumbaba er al., 1992; Tambong et al., 1999; Tambong y

Hofte 2001: Perneel ef al.. 2006)

4.1. EL PATOGENO.

El género Pythium es complejo e incluye mas de 100 especies de las cuales algunas
son saprofitas facultativas y otras atacan a plantas. animales y humanos.

Pythium myriotylum es un patoégeno de suelo con distribucion mundial. aunque con
predominio en los tropicos y subtropicos. Este patégeno causa danos en raices y semillas
en una gran variedad de cultivos que incluyen: jengibre, tiquizque, frijol. tomate. tabaco.
sandia. caladium. papaya. coniferas. fresa. papa. pepino y mani. Pythium myriotylum puede
ser patogénico en una gran variedad de plantas. especialmente a altas temperaturas (Van
der Plaats-Niterink. 1981: Wang e¢r /.. 2003: Perneel ¢ al.. 2006).

P. myriotylum presenta un amplio ambito de hospederos: sin embargo. algunos

autores han encontrado evidencia de que los aislamientos de P. niyriotylum provenientes de
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plantas afectadas de tiquizque muestran cierto grado de especializacion por este cultivo.
Tambong er al (1999), compararon bioquimicamente los aislamientos de tiquizque con
otros provenientes de diferentes cultivos como frijol, tabaco y tomate y encontraron
diferencias isoenzimaticas, ademas de diferencias en la temperatura éptima de crecimiento.
En otro estudio Perneel ef al., (2006) confirmaron los hallazgos de Tambong et al., (1999)
y ademas mencionan diferencias moleculares en la region del ITS (Internal Transcribed
Spacer region) y otras regiones del genoma, con el uso de la técnica de AFLP. Por tales
razones propusieron que los aislamientos patogénicos de tiquizque deben llamarse Pythium
myriotylum var. Aracearum. Este nombre, que hace referencia a la familia y no solo al
género, se escogid porque de acuerdo a los analisis moleculares existe otra éaracea,
Amorphophallus konjac. la cual es afectada por una cepa de P. myriotylum que muestra las
mismas caracteristicas moleculares que los aislamientos patogénicos a tiquizque: sin
embargo. el aislamiento de Amorphophallus konjac no fue evaluado en plantas de
tiquizque.

Este oomicete. relacionado mas a las algas doradas que a los hongos verdaderos.
posee un micelio tilamentoso con hifas hialinas. con un diametro de 5-7 pm. Dichas hifas.
carecen de septos excepto cuando los cultivos son viejos o cuando ocurre la diferenciacion
hacia la produccion de esporas (Van der Plaats-Niterink. 1981: Martin, 1992).

Pythium tiene un ciclo de vida con dos fases, una sexual y otra asexual. Cada fase
se presenta segun las condiciones ambientales. Cuando las temperaturas se encuentran
entre los 10°C y los 18°C. ocurre el ciclo asexual que inicia con la liberacion de las
zoosporas que nadan hasta la superficie del hospedero. en donde se enquistan y germinan.

El tubo germinativo penetra los tejidos del hospedante y dentro de ¢l se forma un micelio
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cenocitico, el cual eventualmente dara origen a una nueva generacion de esporangios
capaces de producir nuevas zoosporas sobre la superficie de la planta. Este ciclo asexual
puede repetirse varias veces durante el desarrollo del hospedante. El ciclo sexual involucra
la formacion de estructuras sexuales. Las estructuras masculinas se denominan anteridios y
la femenina oogonio. Los oogonios y los anteridios se desarrollan muy proximos, a
menudo sobre la misma hifa (homotalico): el anteridio justamente por debajo del oogonio.
Después de producirse el contacto gametangico se desarrolla un tubo de fecundacion que
penetra la pared oogonial y el periplasma. Entre tanto, en ambos gametangios ha tenido
lugar la division nuclear, pero de todos los nucleos solo queda uno en cada gametangio. El
inico nicleo masculino pasa entonces a través del tubo a la oostfera y se acerca al nicleo
femenino para unirse a ¢l y formar el zigoto. El zigoto va a dar origen a una oospora lisa
de pared gruesa que germina después de un periodo de inactividad. Este ciclo se presenta
cuando la temperatura supera los 18 °C (Alexopoulos. 1964).

En lo que respecta a la caracterizacion morfologica. Pythium myriotylum pertenece
al gran grupo de especies con oogonios de pared lisa. esporangios intlados y filamentosos.
En este grupo se encuentran otras especies de importancia agronomica. entre las que se
mencionan, P. graminicola, P. arrhenomanes. P. aphanidermatum, las cuales se
diferencian de P. myriotylum porque esta especie presenta esporangios no diferenciados.
inflados y filamentosos. terminales o intercalados algunas veces ramificados o digitados.
El tubo germinativo alcanza 100 um de largo y 2-4 pm de ancho. Los oogonios son
globosos. terminales o intercalados con un diametro de 26-32 um. por lo general se
encuentran de 3 a 6 anteridios por oogonio. La temperatura optima de crecimiento es de

37° C. con un maximo de 40° C (Van der Plaats-Niterink. 1981) ver figura 2.
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Figura 2. Estructuras reproductivas tanto femeninas como masculinas de diferentes

especies de Pythium. (a) varios tipos de esporangios: (b) tipos de oOrganos sexuales

(oogonios y anteridios). dibujados por Poppe.1995.
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4.2. IDENTIFICACION DE LA ENFERMEDAD

La identificacion tradicional de las especies de Pyrhium y de los hongos en general,
se basa en caracteristicas morfologicas: sin embargo, este método presenta la dificultad de
que estas caracteristicas pueden variar de acuerdo al medio de cultivo y a las condiciones
en que se desarrolle. En algunos casos estas caracteristicas pueden aparecer y desaparecer
en el proceso evolutivo, lo que hace su identificacion confusa y dificil, lo que a su vez
dificulta los estudios patologicos de este organismo (Martin, 2000: Lévesque et al., 2004:
Kageyama et al.. 2005).

Alternativamente a la clasificacion basada en caracteres mortologicos. es posible
utilizar caracteres moleculares. Entre los mas comunes se menciona el uso de secuencias
del ADN ribosomal (rADN). el uso de secuencias de genes nucleares y de genes
mitocondriales. Estas metodologias tienen la ventaja de que son reproducibles v permiten
hacer una comparacion rapida de una gran cantidad de aislamientos (Doss y Welty. 1995,
Schilling et al.. 1996, Kageyama et al.. 2005).

En el presente estudio se pretende profundizar en la caractérizaci(’)n molecular de P.
myriotylum asociado al tiquizque. Para ello se analizaran las secuencias de diferentes
genes. especificamente la del gen mitocondrial COX II y la del gen nuclear B- tubulina: el
gen mitocondrial citocromo oxidasa Il coditica para la enzima que cataliza el Gltimo paso
en la cadena de transporte electronico en la respiracion y el gen B-tubulina. codifica para

una de las dos familias de tubulinas. que se encargan de la produccion de microtubulos que
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intervienen en diferentes funciones como la formacion del citoesqueleto (Villa et al.,
2006).

Las secuencias de estos genes se han utilizado en diversos estudios para establecer
relaciones filogenéticas. En el género Pythium se han hecho estudios con estos genes, lo
que permite establecer relaciones a nivel de subgéneros, niveles mas bajos o establecer
nuevas especies de Pythium (Martin, 2000; Kageyama et al., 2004; Garzon, 2005; Villa et

al., 2006).

4.3. CONTROL

4.3.1 CONTROL CULTURAL

Se recomienda utilizar semilla limpia obtenida de lotes que no presentaron la
enfermedad o plantas propagadas por cultivo de tejidos. No sembrar en dreas en las que
se ha presentado la enfermedad. Realizar una adecuada preparacion de terreno. sembrar
en lomillos altos y eliminar cualquier exceso de humedad en el terreno. Es importante

desinfectar la maquinaria con la que se prepara el terreno.

4.3.2 CONTROL QUIMICO

En suelos infestados, la severidad del ataque se puede reducir con la incorporacion de
Captan (Merpan) (112 K en el Kg/ha). antes de la siembra. La semilla también se puede
sumergir en una solucion de Captan (Merpan) (4g/l). o en una solucion de Metalaxil

(ridomil 1g/1) (Agrios. 1993)
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4.3.3. CONTROL BIOLOGICO
El control biologico se puede realizar con Pseudomonas aeruginosa (Tambong

andAchuo, 1997) o Pseudomonas fluorescens (Perneel et al.,2003)

4.3.4. CONTROL POR MEJORAMIENTO CONVENCIONAL, RESISTENCIA,
MUTACIONES Y TRANSFORMACION GENETICA.

La mayoria de los esfuerzos en el mejoramiento genético del tiquizque se han
centrado en la introduccion de resistencia al Mal Seco, aunque también se ha trabajado
sobre el aumento de la produccion. mejora de caracteres morfolégicos. como peciolos mas
cortos. y mejora en la conservacion postcosecha (Alvarez & Hahn 1983). Se han utilizado
cuatro estrategias principales para el mejoramiento del tiquizque: mejoramiento
convencional, induccion de mutaciones. induccion de poliploidia y transtormacion
genética.

El mejoramiento genético convencional es dificil de implementar por varias
razones: (i) poca frecuencia de tloracion en condiciones naturales. por lo general las
plantas solamente florean una vez al ano: (ii) las flores temeninas estan encerradas en la
parte inferior de la espata durante el periodo receptivo. lo cual restringe la entrada de
polinizadores:(iii) la estructura que rodea a las tlores femeninas permite la acumulacion de
agua, que causa pudricion:(iv) falta de produccion de semillas debido a la poca produccion
de polen. Todas estas razones hacen dificil la produccion de plantas hibridas a pesar de
que se reportan variedades que presentan cierto grado de resistencia al Mal Seco.

Agueguia. 1998: Agueguia ef al.. 1994: Wutoh et al. 1994.
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Segun la literatura (Esnard er al., 1993), todas las variedades de X. sagittifolium
son diploides y susceptibles al Mal Seco, algunas especies cultivadas poliploides (4X, 5X)
han mostrado un grado de resistencia. En 1998 Tambong et al., indujeron la produccion de
tetraploides mediante el uso de colchicina; sin embargo, no se tiene informacion sobre el
comportamiento y caracteristicas agronomicas de estas plantas.

Otras técnicas que han sido o son evaluadas para la generacion de resistencia son
la fusion de protoplastos y la induccion de mutaciones. En el 2004, Saborio et al,
obtuvieron 17 clones que presentaban una reduccion en la susceptibilidad a P.myriotylum,
estos mutantes se introdujeron in vifro para su multiplicacion y posteriormente se
evaluaron en invernadero pero no mostraron diferencias en el grado de susceptibilidad a la
enfermedad. Actualmente el Laboratorio de Biotecnologia de plantas del Centro de
Investigaciones Agrondémicas trabaja en el aislamiento y fusion de protoplastos entre
variedades silvestres y variedades comerciales y se ha trabajado en la induccion de

mutaciones con el uso de rayos gamma.

5. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar molecularmente a Pythium myriotylum agente causal del Mal Seco del

tiquizque.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Obtener las secuencias de los genes mitocondriales (COX I; COX II) y nuclear (B-
tubulina) de Pythium myriotylum asociado a tiquizque y a otros hospederos (sorgo,
pifia, tabaco, Gypsophila sp., frijol).

2. Comparar las secuencias de los genes mitocondriales (COX I COX II) y nuclear (B-
tubulina) de Pythium myriotylum asociado a tiquizque y del P. myriotylum asociado
a otros hospederos (sorgo. pifia. tabaco, Gypsophila sp., frijol).

3. Analizar filogenéticamente la posicion de Pythium myriotylum asociado a tiquizque
con respecto al P. myriotylum asociado a otros hospederos (sorgo. pifa, tabaco,

Gypsophila sp.. frijol).
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CAPITULO II

EVIDENCIA FILOGENETICA DE ESPECIFICIDAD POR
HOSPEDERO EN PYTHIUM MYRIOTYLUM, AGENTE CAUSAL DEL
MAL SECO EN TIQUIZQUE.
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1. RESUMEN

Pythium myriotylum, agente causal del Mal Seco en tiquizque (Xanthosoma
sagittifolium), es considerado el patégeno mas destructivo de este cultivo. En Costa Rica,
Puerto Rico y Camerun se reportan pérdidas de hasta un 90% debido a la enfermedad.
Estudios patologicos, tisiologicos, bioquimicos y moleculares de distintos aislamientos de
P.myriotylum. han revelado evidencias de que los aislamientos obtenidos de tiquizque
muestran diferencias con los demas aislamientos de otros hospederos. El objetivo de este
estudio fue investigar mas a fondo la variacion molecular por primera vez con los genes
mitocondriales de la citocromo oxidasa (COXI, COXII) v el gen nuclear B-tubulina.
Treinta y dos secuencias de los genes mitocondriales COX [, COX 11, y del gen nuclear -
tubulina. de aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque fueron generadas con ¢l
Bigdye Terminator v3.0 en un secuenciador ABI 3100-Avant automatizado.
Posteriormente se generaron arboles tilogenéticos con el criterio de maxima parsimonia y
maxima verisimilitud disponibles en el programa PAUP * 4.0b10. Las secuencias
obtenidas se compararon con secuencias de otros aislamientos de P. myriotylum. y otras
especies de Pythium provenientes del GenBank (NCBI). Los alineamientos de secuencias
de los tres genes revelaron varias sustituciones transicionales entre los aislamientos de
P.myriotylum patogénicos a tiquizque y los no patogénicos. El anadlisis de los arboles
generados mediante maxima parsimonia y maxima verisimilitud de los tres genes. agrupo a

los aislamientos de P.myriotylum provenientes de tiquizque en un grupo tnico. diferente al
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de los aislamientos provenientes de otras especies. Constituye esta una evidencia mas de la

especializacion por hospedero de los aislamientos provenientes de tiquizque.
2. INTRODUCCION

El tiquizque o cocoyam (Xanthosoma sp.) es una planta herbacea de la familia
Araceae, cuyos cormos son parte de la dieta basica de aproximadamente 200 millones de

personas en paises de toda la franja tropical en Asia, Africa y América (Tambong ef al..

1999).

El cultivo del tiquizque se ve afectado principalmente por dos enfermedades. el
Virus del Mosaico de la Malanga (DsMV) y el Mal Seco. El Mal Seco conocido también
en inglés como cocoyam root rot blight. dry root rot, o Apolo disease (Saborio. 2004). es

causado por P. myriotylum Drechs (Pacumbaba ef al.. 1992: Tambong ¢r al.. 1999).

Pythium myriotylum es un patdégeno de suelo con distribucion mundial. aunque con
predominio en los tropicos y subtropicos (Waterhouse y Waterston, 1966). Este patogeno
causa dafos en raices y semillas en una gran variedad de cultivos que incluyen. jengibre
(Wang et al., 2003). frijol (Reeleder y Hagedorn, 1981). tomate, tabaco, sandia
(Waterhouse y Waterston, 1966). caladium. papaya. coniferas. fresa, papa. pepino y mani
(Bell y Minton. 1973). La temperatura 6ptima para su crecimiento esta entre los 30 a 35
°C. lo que implica un ambito estrecho: pero puede soportar temperaturas que van de los 10

’C alos 44 "C (Waterhouse y Waterston. 1966). Ademas. Pythium myriorvlum tolera una
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gran gama de niveles de humedad del suelo. Su prevalencia ecogeografica y el extenso
ambito de hospederos, indica que los aislamientos de P.myriotylum podrian mostrar un
cierto grado de variacion genética.

Aunque la clasificacion de P.myriotylum esta bien establecida, poco se sabe acerca
de las posibles variaciones genéticas dentro de esta especie. La primera prueba de
variabilidad intraespecifica en P.myriotylum fue observada por McCarter y Littrell (1968),
quien encontro una variacion en el grado de virulencia en plantas de tomate, centeno y
avena. Bell y Minton (1973) indicaron diferencias en el tiempo de aparicion de sintomas

entre tres aislamientos de P. myriotylum de mani.

En 1999, Tambong e¢r «l. observaron importantes variaciones bioquimicas y
fisiologicas entre los aislamientos P. myriotylum provenientes de raices enfermas de
tiquizque y aislamientos de 7. myriotylum provenientes de otras plantas. Ellos demostraron
mediante analisis isoenzimaticos y pruebas de patogenicidad que los aislamientos
provenientes de tiquizque no tenian una amplia gama de hospederos y propusieron la
hipotesis de que estos aislamientos han desarrollado cierto grado de especializacion por

hospedero.

En el 2006, Perneel et «l. estudiaron la variabilidad intraespecifica entre los
aislamientos patogénicos a tiquizque y los no patogénicos. Analizaron la temperatura
optima de crecimiento y determinaron que los aislamientos patogénicos crecian bien a 28

'C y no a 37°C. como si lo hacen los aislamientos tipicos de P.myriotylum. A nivel

molecular. mediante marcadores moleculares (AFLP). lograron distinguir las especies
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patogénicas de las no patogénicas. Los alineamientos de la region ITS (Internal
Transcribed Spacer), de los aislamientos de tiquizque mostraron 99.1% de homologia con
los aislamientos de P.myriotylum de otros hospederos, solamente se detect6 una sustitucion
de bases (adenina por guanina) en la posicion 824(bp) de esta region.

En el 2011, Gomez et al. encontraron otra sustitucion de bases (citosina- timina) en
las secuencias del ITS en la posicion 853, este polimorfismo de nucledtido simple coincide
con un sitio de restriccion de la enzima Aarl, que permite diferenciar los aislamientos
patogénicos a tiquizque de los no patogénicos a través de la técnica del PCR-
RFLP(Restriction fragment length polymorphism).

Adicionalmente, cuando se enviaron aislamientos de P. myriotylum patogénico a
tiquizque de Costa Rica al Fungal Biodiversity Centre en Holanda para su identificacion, el
reporte clasifico a las cepas patogénicas como Pythium aft. myriotylum. lo que indicaba
que estas se distinguian morfologicamente de las cepas comunes de P. myriotylum.

Los avances recientes en los métodos moleculares han permitido el estudio mas
objetivo de las relaciones filogenéticas entre los hongos. Por ejemplo. los analisis
filogenéticos basados en el uso de genes multiples son ampliamente utilizados para
identificar. especies y poblaciones. Entre los genes que se han utilizado estan el ITS. LSU
(Large Subunit), la B-tubulina, el citocromo oxidasa [ y el citocromo oxidasa [1 (Garzon et
al., 2007: Kageyama er al., 2005: Martin, 2000). Por otra parte, la concordancia
genealdgica entre genes nucleares y mitocondriales es muy usada para establecer nuevas
especies (Couch y Khon. 2002). Esta técnica asocia a especies con caracteristicas

ecologicas similares y refleja la intluencia de los mismos factores evolutivos. Este
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concepto fue utilizado por Couch y Khon, (2002) para definir una nueva especie del género
Magnaporthe, M. oryzae asociada a Oryza sativa.

El objetivo de este estudio fue investigar mas a fondo esta variacion molecular entre
los aislamientos de Pythium myriotylum patogénicos a tiquizque, los no patogénicos a
tiquizque y otras especies de Pythium mediante el analisis multiple y la concordancia

genealogica de los genes mitocondriales (COXI y COXII) y el gen nuclear de la B-tubulina.

3. METODOLOGIA

3.1. Aislamientos

Se utilizaron 29 aislamientos de P.myriotylum y 130 secuencias de otras especies
de Pythium obtenidas en el banco de genes (Gene Bank) (Cuadro 1) y a Phytopthora como
grupo externo (out group)

Los aislamientos de P. myriotylum se obtuvieron de raices infectadas de tiquizque.
de plantas provenientes de Costa Rica y Camerun. Los aislamientos de Camerun. fueron
solicitados a Dr. Tambong Los cultivos se conservan en el LBP (Laboratorio de
Biotecnologia) en medio PARC (Corn meal agar + Pimaricina +Riframpicina +
Ampicilina).

Para la obtencion de micelio, se coloco un trozo de agar del medio de cultivo
PARC de cada aislamiento en tubos de microcentrifuga de 1.7 ml. con medio V8 liquido al
20% (100 ml de jugo V8. 1 g de CaCOj;. 400 ml de agua destilada). Los tubos fueron
colocados durante seis dias a 28 "C. en la oscuridad y se mantuvieron con agitacion

constante.
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Cuadro 1. Lista de especies de Pythium y Phytophthora usadas en este estudioCuadro 1.

Gene Bank

Especie Hospedero Origen T Cox 11 B tubaling
P.acrogynum ‘ China EU350528 - -
P acanthophoron = Hawaii EU350529 £ -
P .aphanidermatum Lactuca sariva Meéxico AY 129164 - -
P.aphanidermatum Lechuga México - AF196579 -
P .aphanidermatum Papaya, JWH 1522 Hawaii - AF 196580 -
P aphanidermatum JWH 1463 Japon - AF196581 -
P aphanidermatum Espinaca, JWH 1448 Japon - AF196582 -
P aphanidermatum JWH 1502 Corea - AF 196583 -
P aphanidermatum WIiB Py 52 Sur Africa - AF 196584 -
P aphanidermatum Suelo Florida - AF 196585 -
P.aphanidermatum Bentgrass Corea = = DQO71295
P.aphanidermeatum Zanahoria Gifu - - DQO71296
P.aristosporum Trigo Saskatchewan - - DQOV71297
P.aristosporum Bentgrass MNew York - - DOQO71298
P arrethenomanes Zoysia grass Hyogo s - DQO71299
P.arrethenomanes Cana de Azacar l.uisiana - - DOQO71301
P.arrethenomanes Cana de Azicar l.uisiana - - DOQO71302
P arrethenomanes Arroz Australia - AF196586 -
P arrethenomanes césped New York - AF 196587 -
P huismaniae * Paises bajos ELI350527 - -
P horeale » FIFHO88T72 K =
P ocaremdatim Suclo India - AF 196588 -
P.carenmidatim Zoysia grass Gitu - - DOO71303
P deliense MES # 4 Arizona - AF 196589 -
P deliense Calabaza Okinawa - - DOOT1305
P dissaraocum Suelo Gilu - - DQO71306
Pechindatum * Australia EUI350526 - -
P graminicola Suelo K umamoto - - DOO71307
P graminicola Suclo Kumamoto - - DEOT71309
P graminicola i Florida - AF 196590 -
P graminicola IWIHL 1422 Japon - A 196591 -
P graminicola JWIH 1419 Japon - A 196592 =
P graminicaola Cana de Azacar Jamaica - AF 196593 -
P graminicola Suelo Komamoto - AB160849 -
P helicoides Frijol LISA - - DOO71310
P helicoides Rosa Gilu = - DQO71311
P hererothallicum Suclo Canada - AF 196594 -
P hererothallicum Suelo Canada = AF 196595 -
P hvdnosporum Suclo Fukuoka - - DEO7I312
P.inflatim Frijol Fukuoka - - DOO71313
Poinsidiosum Caballo Nueva guinea - AF 196596 -
Pinsidiosum Caballo Costa Rica - AF 196597 -
P irmrermedinm Suelo Hokkaido - - DOQO71314
P irregulare Frijol Hokkaido - - DQO71315
P irregnlare Zanahoria Gifu - - DOO71316
P irregnlare Sucelo Kanagawa - - DQO71318
Poarregulare Suclo Florida - AF 196598 -
P oirregulare I'rigo Washington - AF 196599 -
P oarregnlare I'rébol Mississippi - AF 196600 -
P orregulare JWH 1439 Japon - A 196601 -
P irregulare ginsén Corea - AF 196602 -
P oowagameai I'rigo Japon - A 196603 -
P jasmoninum Arabidopsis Japon ELUI350524 - -
P jasmoninum Arabidopsis Japon LU350525 i« =
P omcmillatum Rododendro Calitornia - AF 196604 -
Pomcamnillarim Cana de Arsacar Hokkaido - - DOO71320
P matophorum * Inglaterra ELI350523 . -

mvriaonlum
P i

P.myrionlum
P oonveiondtum

*

Cana de Azacar
Judia verde

Florida
Australia
Arisona

AF 196605
AF 196606
AF 196607



Cuadro 1.Lista de especies de Pythium y Phytophthora usadas en este estudio.

Gene Bank

Especie Hospedero Origen ol Cox il TR
Pomvriondtum Pinna Australia Este estudio
Pomvrionvtum Frijol Malasia Este estudio
Pomveionvclum Mani Texas Este estudio
Pomveioncdum Espinaca Osaka = - DQO71322
omveionlum Frijol Hokkaido - - DOQO71323
P omvricnvlium (CMR2) Tiquizque Camerian estudio

Pomyveionvlim (CMR3)
Pomvrionvfum (CMR4)
romvrionvium (CMRS)
Pomvricnvtium (CMR7)
Pomvricnviim (CMRB)
Ponvrionclum (CMR9)
Pomvricnvium (CMR10)
Pomyvricevium (CMRI L)
Pomvrionclum (CMR12)
Ponveionlum (CMR16)
Pomyvrionclunm (CMR18)
Pomvrionduwm (CMR22)
Ponvrienviiomn (CMR25)
Pompvricnvhiom (BOK WAL
Pomvriondium (CR1)
Pomveionclum (CR2)
Pomveiondum (CR3)
Pomvrionclum (CR4)
Ponveionclum (CR6)
Ponvrionclum (CR7)
Iovricnvlinn (CR9)

P oanveionclim (CR1O)
Poovreion-fum (CR11)
Ponen

I nent

Ponen

Poocdochilinm

I ovddochilien
Poocdachilion

P olissandriom

P ooligandriom

1 ol igaancdriim

I oribrogscrnien

I orthrezorion

I ostracoles

P oopeaprilliom
Poparocoandrion

P padedicum

P prercdedicim

P pudehrnm

P poriplocim

P pvrilebum
Porecaleitrans
Porecaleitrans
Porecalcitrans

P rastratim

P roseratim

PP sprivicosaam

P spivioson

Pospiviosen

P osplendens
Posplenddens

P osplendons (CMR19)
I seerilion

P oseedcation

P osudeanion

Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Tiquizque
Niguizque
Tigquizque
liquizque
ligquizque
liquizque
liquisque
Suclo

Suclo
-

-
Suelo
Suelo

Philox pennicnlaia

Remolacha
I'rigo

-

Zovsia grass
-

-

Suelo
Cebada
I'rigo

-

Zoysia grass
Bentgrass
-

-

-
Bentgrass
Arroz
Zanahoria
Suelo
JWIEHL 1499
-

WIB PYS6
liquizque
-
Zanahoria
Zanahoria

Camerun
Camerun
Camerin
Camerun
Cameran
Cameran
Cameran
Cameran
Cameran
Camerun
Camerun
Cameran
Cameran
Cameran
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Florida
Colorado
LISA

-

Paises bajos
Paises bajos
Mie
Remolacha
Sur Africa
Libano
Cittu

-

Canada
Australia
Fukui
JTapon
Ohio

Giitu
Osaka

Sur Alrica
Sur Africa
Sur Africa
Ciitu
Australia
Giitu
Florida
Corea
Florida
Sur Alrica
Cliamerun
Polonia
Florida
Critu

BELI3S0522
FHAORBT3

FEUI3S0S21
EFA08874
FIGSS5181

106093

estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
estudio
estudio
Este estudio
Fste estudio
Liste estudio
Iste estudio

AP 196609

AF196611
AF196612

AF1960613
AF1960614

AF196615

AP 19066106
AFI906617
AF196618
AFI1926619

Este estudio

AF 196620

12071325
DQO71326
DOQO71327
DOQO71328

12O071329
DOQO71332
DQO71331
DQO71333
DQO71334

DQO71335
DQO71336

DOQO71337

37
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Gene Bank

Especie Hospedero Origen Coxl Cox 1 B robalin
P.syivaticum Suelo Tennessel = AF196621 -
P.sylvaticum Suelo Tennesse2 - AF 196622 -
P.syvivaticum Maiz lowa - AF 196623 -
P.sylvaticum Suelo Kenia - AF196624 -
P.sylvaticum Frijol Vancouver : AF 196625 -
P.sylvaticum Zanahoria Gifu . - DQO71338
P.rorulosum Zoysia grass Hyogo & - DQO71339
P.rorulosum Suelo Gifu 3 - DQO71340
P.rorulosum Bentgrass New York - - DQO71341
P.torulosum * Ohio - AF196626 -
P.rorulosum JWH 7-2 Luisiana - AF196627 3
P.torulosum Trufas New York - AF196628 o
P.uncinulatum * Paises bajos EU350530 - -
P.ultimum Remolacha Hokkaido - - DQO071342
P.ultimum Suelo Florida - AF196629 -
P.ultimum * Washington - AF196630 -
P.ultimum Frijol New York - AF196631 -
P.ultimum Citricos Nueva Zelanda - AF196632 -
P.ultimum Hawai Protea = AF196633 &
Poudtimum ginsén Corea - AF 196634 -

Poudtimum Rosa canina Polonia 4 AF196635 :
Povanterpoolii Bentgrass Corca - DQO7 1343
P.oyanterpoolii Bentgrass New York - - DQO71344
Povanterpoolii Zoysia grass Japon - - DOQO71345
Pviolae Pansy l'otori - - DOQO71347
Poolotum Irigo Fukui - - DOO71348
P.ovexans Suclo Giitu - - DO71304
Povexans Zoysia grass Gitu : = DQ71321
P. zingiberinm Jengibre Wakayama - - DOQO71349
Phyvtopthora citricola Fstoma grandiflora Chiba . - DQO71356
Phyvropthora capeisi CHucnumis sativis UISA = - EFO174539
Phvtopthora capeisi Capsicum annuum Florida AY 129166 - -
Phyvtopthora infestans Solanum demissum Mcéxico AY 129165 - -
Phyvtopthora megaspernia Prunus sp LISA = = AY 129212
Phyvtopthora mirabilis Mirabilis jalapa Meéxico AY 129171 - -
Phytopthora ramorim Roble USA DOQLIT7985 - =
Phytopthora ramorum Roble USA DOIIT7986 - -
Phytopthora ramorum Roble USA - LEUIB50955
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3.2 Extraccion de ADN

El ADN de Pythium sp. se extrajo a partir de micelio del hongo cultivado en medio
V8 al 20% (descripcion en seccion 2.1), por el método CTAB modificado de Murray y
Thompson (1980) y Porebsky et al. (1997). Primero se centrifugé el micelio para eliminar
el medio de cultivo. Se descarto el sobrenadante y se agrego al precipitado150 pl de buffer
de extraccion [(100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 25 mM EDTA (pH 8. 1.4 M NaCl)]. El tejido
se macerd por 3 min con un pistilo hasta obtener una tase homogénea. Se agreg6 150 pl de
bufter CTAB [(2% CTAB (w/v). 100 mM Tris-HCI (pH 8.0). 25 mM EDTA (pH 8). 1.4 M
NaCl] y se volvio a macerar. posteriormente se incubd a 67 "C por 1 h. Después de la
incubacion. se agregd un volumen de 300 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) y se mezcld por inversion. La mezcla fue centrifugada a 12000 rpm por 15 min.
Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y se repitio el tratamiento con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Luego se agregd 20 pl de acetato de sodio y 300 ul
de isopropanol frio y se incubd durante 12 h a -20"C. Al concluir el periodo de incubacién
se centrifugo a 13000 rpm por 15 min. se desecho el sobrenadante .y se realizaron 2 lavados
con 150 pl de etanol al 70 %. EI pellet se secé en una camara de flujo laminar y tue
resuspendido en 50 pl de agua nano pura estéril. EI ADN obtenido se cuantificé con un

espectrototometro BECKMAN DU 530. y posteriormente se almaceno a -20 i o1
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Reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion.

Esta parte de la metodologia se realiza en el Ministerio de agricultura en Canada
(Agriculture and Agri-Food Canadd) por un convenio entre la Universidad de Costa Rica y
este Ministerio.

Se secuencio la region COXI, COX I1 y B-Tubulina de 32 aislamientos de Pythium
provenientes de la coleccion de aislamientos del LBP (Laboratorio de Biotecnologia de
plantas).

Se utilizaron los imprimadores FM38 (5° CCACAAATTTCACTACATTGA3")
FM66 (5" TAGGATTTCAAGATCCTGC3"). que fueron obtenidos del gen COXII de
Phytophthora megasperma (Martin, 2000) para la secuenciacion y amplificacion del
COXII: los imprimadores FMS55(5DGGCATACCAGCTAAACCTAASY).
FMS9(S'DTTTATGGTCAATGTAGTGAAA3) (Martin, 2000) para la secuenciacion y
amplificacion de COX [ y los imprimadores BTS (S°"GTATCATGTGCACGTACRCGG3")
y BT6 (5’CAAGAAAGCC TTACGACGGA)., que fueron obtenidos mediante el
alineamiento del gen de la B- tubulina de Pythium ultimun y de Phytophthora cinnamoni
(Villa et al. 2006). para la ampliticacion y secuenciacion de la P tubulina. La reaccion de
amplificacion consistio en 1ul de 10x Buffer (7ug Titanium Buffer. BD Biosciences
Clontech. Palo Alto. Canada)). 0.50 pl de dNTP (0.1 mM). 0.04 ul de cada imprimador
(0.008 uM). 0.10 ul Tag ADN polimerasa (0.50 X/10 pLTitanium/ultra therm. BD

Biosciences Clontech. Palo Alto. Canadd). 7.32 pl agua nano pura y 1 pl de ADN. Los
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ciclos térmicos utilizados para la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) fueron: un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, una temperatura de anillado de 52 "C para el COXII,
55°C para el COXIy 66"C para la B tubulina por 1 min y una elongacion a 72 °C por 2 min;
luego de los 40 ciclos un periodo de elongacion a 72 "C por 10 minutos, los cuales se
llevaron a cabo en un termociclador Genius Thermal Cycler (Techne Ltd,Cambridge,UK).
Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis, en geles de agarosa
(UAB, Life Sciences, Lithuania) al 1,6 %(w/v) con buffer 0.5 x tris-buffer (TBE) y 0.5
ug/ml de bromuro de etidio. La visualizacion de los fragmentos se realizd con luz
ultravioleta (uv).

Para la secuenciacion de los productos de PCR se utilizo el kit ABI BigDye
Terminator Chemistry v2.0 (Applied Biosystems, Foster City. CA). de acuerdo al protocolo
del fabricante. la reaccion se llevo a cabo en un secuenciador ABI 3100-Avant (Applied

Biosystems Hitachi. Japon) del laboratorio del Ministerio de Agricultura de Canada.

3.3 Alineamiento de las secuencias v analisis filogenético

Ademas de los 32 aislamientos secuenciados. se utilizaron secuencias de referencia,
provenientes del Gene Bank de P. myriotylum y de otras especies de Pythium.para un total
de 82 secuencias del COX II. 26 secuencias para el COX [ y 66 para la  tubulina
(Cuadrol). Las secuencias se importaron al programa BioEdit (Hall. 1999) y se cortaron
las terminaciones 5° v 3° de las cadenas para facilitar el alineamiento. La longitud de las

secuencias analizadas fue de 540 pares de bases para el COXII. 680 pares de bases para el
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COXI1 y 560 pares de bases para la B tubulina. Se generaron alineamientos preliminares de
las matrices con CLUSTAL W ver.1.60 (Thompson et al., 1997).
El analisis de reconstruccion filogenética se llevo a cabo con maxima-parsimonia
(MP) y maxima verisimilitud (“Maximun-likelihood™), a través de una busqueda heuristica
con los parametros obtenidos en el model test. El modelo que mas se ajusto para los tres
genes fue GTR+G+I (General time reversible nucleotide substitution model with gamma-
distributed rate variation and a proportion of invariable sites), disponible en el programa
PAUP 4.0b10 (Swoftford, 2002).
Se realizo un analisis filogenético de “bootstrap™ de 1000 replicaciones para evaluar los
nodos de los respectivos arboles filogenéticos, para cada arbol se definié su raiz con el

criterio de grupos extremos (“out-group™) utilizando a Phytopthora.

4. RESULTADOS

Para el alincamiento del gen de la B-tubulina se utilizo un total de 481
caracteres para el analisis. de estos caracteres 171 son parsimoniosamente informativos,
19 son variables y parsimoniosamente no informativos y 394 son constantes. El analisis
de los cuatro arboles igualmente parsimoniosos del gen de la B-tubulina delimita dos
grupos en los aislamientos de P. myriotylum (Figura 1): uno conformado por los
aislamientos de P. myriotylum provenientes de tiquizque. tanto de Costa Rica como de
Camerun. y otro constituido por los aislamiento de P. myriotylum de otros hospederos.

El grupo conformado por los aislamientos provenientes de tiquizque es respaldado por



un valor de “bootstrap™ de 91%, mientras que el grupo conformado por los aislamientos
de P.myriotylum provenientes de otros hospederos es respaldado por un valor de 86%.

El analisis de maxima verisimilitud muestra una situacion similar ( Figura 2), los
aislamientos de P.myriotylum provenientes de tiquizque son respaldados por un valor de
“bootstrap™ de 89 % y forman un grupo diferente los aislamientos de P. myriotylum de
otros hospederos respaldados por un valor de 100 %.

El alineamiento multiple de las secuencias muestra 5 sustituciones transicionales
(G-A; T-C), entre los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque y los aislamientos de
P.myriotylum de otros hospederos.

El alineamiento del gen COX-I, utiliz6 un total de 626 caracteres para el analisis,
de estos 360 son parsimoniosamente informativos. 17 son variables vy
parsimoniosamente no informativos y 249 son constantes. Los 15 arboles igualmente
parsimoniosos obtenidos del analisis del gen COX-I. separa a los aislamientos de P.
myriotylum en dos grupos. el primer grupo lo constituyen los aislamientos de
P.myriotylum (Figura 3) de otros hospederos. respaldados con un valor de ~bootstrap™
de 97% vy otro grupo que corresponde a los aislamientos de P. myriotylum provenientes
de tiquizque. tanto de Costa Rica como de Camerun, respaldado por un valor de
bootstrap (100%.)

El andlisis de maxima verisimilitud muestra una situacion similar (Figura 4). los
aislamientos de P. myriotylum provenientes de otros hospederos forman un grupo
diferente. respaldado por un valor de “bootstrap™ de 96%. del grupo de aislamientos de
P. myriotylum provenientes de tiquizque respaldado por un valor de bootstrap de 89%.

Ninguno de los aislamientos de tiquizque provenientes de Costa Rica o Camertn se
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agrupa con los aislamientos de P.myriotylum de otros hospederos o regiones
geograficas.

El alineamiento multiple de las secuencias muestra 3 sustituciones transicionales
(G-A; T-C), entre los aislamientos de P. myriotylum de tiquizque y los aislamientos de
P. myriotylum de otros hospederos.

El alineamiento del gen COX-II utilizé un total de 530 caracteres para el analisis.
De estos 144 son parsimoniosamente informativos, 31 son variables vy
parsimoniosamente no informativos y 355 son constantes. El andlisis de los 23 arboles
igualmente parsimoniosos del gen delimitan dos grupos en los aislamientos de P.
myriotylum, el primer grupo formado por los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque
provenientes tanto de Costa Rica como de Camerin respaldado por un valor de
bootstrap de 97% y (Figura 5) el otro grupo que corresponde a los aislamientos de P.
myriotylum provenientes de otros hospederos respaldo por un valor de boostrap de 100%
(Figura 5).

El analisis de maxima verisimilitud muestra una situacion similar (Figura 6). los
aislamientos de 7. myriorylum provenientes de tiquizque forman un grupo. respaldado
por un valor de “bootstrap™ de 99%. mientras que los aislamientos de P.myriotylum de
otros hospederos forman otro grupo respaldado por un valor de boostrap de 99%.

El alineamiento multiple de las secuencias muestra 7 sustituciones transicionales
(G-A: T-C) entre los aislamientos de P. myriotylum de tiquizque y los aislamientos de P.

myriotylum de otros hospederos.
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EU850955. Phytophthora ramorum

Figura 1. Uno de los 4 arboles mas parsimoniosos determinados a partir de secuencias
del gen f- tubulina de los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque y otras especies de
Pythium. En la figura se muestran los valores del “bootstrap™ (>%50) basados en 1000
replicaciones. TL=868; CI=0.333; RI=0.788; RC=0.262; HI=0.667.
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Figura 2. Arbol consenso obtenido mediante el anélisis de maxima verisimilitud a partir
de las secuencias del gen f- tubulina de los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque y
otras especies de Pythium. En la figura se muestran los valores del “bootstrap™ (>%50)
obtenidos mediante una bisqueda heuristica de 1000 replicaciones. TL=851; CI=0.340;

RI=0.794; RC=0.270, HI=0.660



47

Tiquizque

100%

Otros
hospederos

97%

AY 129164 P aphanidermatum
FJ655181.1 P.oopapill
o pEU350522 1 P nunn
LEU350521 1 P orthogonon
wrEU350528 1 P acrogynum

L EU350526 1 P echinulatum
F426552 1 P.recalcitram
EF426551 1 P recalcitram
w L EF426550 1 P recalcitram
EU350529 1 P acanthophorom
EU350520 1 P perplexum

||l-[ EU350524 1 P}asmﬂlum
EU350525 1 P jasmonium

) U350523 1 P. mastophorum
ry EU350530.1 P.uncinulatum
wk EU350527 1 P buismaniae

EF408873 P oedochilum

= EF408872 P. boreale
|_1[_[EF40887J P ostracodes
~L EF406093 1 P. sterilum

Y129166 1 Phytophthora capsici
re; DQ117986 1 P.ramorum
wkDQ117985 1 P raramorum
rAY 129171 1 P. mirabili
wbAY 129165 1 P infestas

a0 oo

Figura 3. Uno de los 16 arboles mas parsimoniosos determinados a partir de secuencias
del gen citocromo oxidasa uno (COXI) de los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque
y otras especies de Pythium. En la figura se muestran los valores del “bootstrap™
(>%50) basados en 1000 replicaciones. TL=690; CI=0.687; RI=0.890; RCI=0.612
HI=313.
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Figura 4. Arbol consenso obtenido mediante el analisis de méxima verisimilitud a partir
de las secuencias del gen COXI de los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque y otras
especies de Pythium. En la figura se muestran los valores del “bootstrap™ (>%50)
obtenidos mediante una busqueda heuristica de 1000 replicaciones. TL=738; CI=0.642;

RI=0.866; RC=0.556, HI=0.358.
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Figura 5. Uno de los 23 arboles mds parsimoniosos determinados a partir de secuencias
del gen citocromo oxidasa dos (COXII) de los aislamientos de P.myriotylum de

tiquizque y otras especies de Pythium.

En la figura se muestran los valores del

“bootstrap” (>%50) basados en 1000 replicaciones. TL=529; CI=0.429; RI=0.876;

RC=0.376; HI=0.571
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Figura 6. Arbol consenso obtenido mediante el analisis de maxima verisimilitud a partir
de las secuencias del gen citocromo oxidasa dos (COXII) de los aislamientos de
P.myriotylum de Tiquizque y otras especies de Pythium. En la figura se muestran los
valores del “bootstrap™ (>%50) obtenidos mediante una busqueda heuristica de 1000

replicaciones. TL=530; C1=0.428; Ri=0.875; RC=0.375, HI=0.572
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5. DISCUSION

ADN nuclear

El gen de B- tubulina, codifica para una de las familias conservadas de las tubulinas
y se asocia a estructuras como los microtubulos, los flagelos de las células eucaridticas y el
huso acromatico. La secuencia de este gen es utilizada para los analisis moleculares por
ser una secuencia altamente conservada y comun a todos los eucariotas. Otra ventaja es
que las inserciones y las deleciones son poco comunes en este gen. por lo que los
alineamientos son menos ambiguos. En los ultimos afos. el uso de este gen para establecer
relaciones filogenéticas entre hongos se ha incrementado. aunque dentro de los oomicetes
los reportes de la utilizacion de la B-tubulina para establecer relaciones filogenéticas son
pocos. En el 2006. Villa er al. utilizaron este gen para estudiar diferencias interespecificas
¢ intraespecificas entre especies de Pythium y Phytopthora; el andlisis permitid la
formacion de 4 grupos, que coincidieron con las caracteristicas de las estructuras
reproductivas. En el 2008 Moralejo er al. clasificaron una nueva especie de Pythium.
P.recalcitrans. por medio de este gen. Por otra parte en el 2004, Kroon ef al., con el uso de
este mismo gen. lograron una clasificacion mas precisa de las especies dentro del género

Phytophtora.
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La B-tubulina ha sido también utilizada para establecer relaciones filogenéticas en
otra gran cantidad de hongos. O'Donnell et al, (1998) reportaron que hay 3.5 veces mas
informacion filogenética en los genes de la B-tubulina que en los genes del rADN y lo
proponen como un marcador util para estudiar relaciones cercanas en Fusarium. Barnes et
al. (2001) utilizaron la B-tubulina para caracterizar las especies del hongo Seiridium spp.
que afecta al ciprés y en el 2004 Schoers er al. identificaron una nueva especie de
Fusarium (F. foetens) que afecta a las plantas de begonia. Por medio de esta técnica, en el
2008 Park er al. estudiaron la relacion filogenética entre Alternaria radicina y A.
carotiincultae, este ultimo agente causal de la pudricion negra en zanahoria. conocida
también como “carrot black rot™.

En el presente estudio. en las Figuras 1 y 2. el andlisis de maxima parsimonia y
maxima verisimilitud de la B-tubulina agruparon consistentemente a los aislamientos de
P.myriotylum patogénicos a tiquizque. tanto de Costa Rica como de Camertn, en un grupo
diferente al de los aislamientos no patogénicos provenientes de otros hospederos. con un
valor boostrap de 91% y 89% respectivamente.

ADN mitocondrial

El genoma mitocondrial contiene genes que varian constantemente, pero a la vez
posee regiones mas conservadas, lo que lo convierte en un candidato ideal para estudios de
variabilidad entre especies y entre individuos de la misma especie. En adicion a estas
caracteristicas. el ADN mitocondrial posee caracteristicas que favorecen su uso para
estudios taxonomicos y filogenéticos. tales como un reducido tamano. una alta tasa
evolutiva. un alto contenido de residuos adenina-timina (AT) vy el hecho de ser una

molécula haploide. donde la mayoria de los alelos poseen la misma funcion ¢ inclusive
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poseen regiones universalmente conservadas (Burns et al. 1991). Asi, los genes que
codifican para el metabolismo, tales como la citocromo oxidasa Il (COXII) y citocromo
oxidasa I (COXI). han sido usados en este tipo de estudios (Villa et al., 2006).

El gen de la citocromo oxidasa Il, codifica para la enzima que cataliza el paso final
en la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias. En el afio 2000, Hudspeth ez
al. utilizaron este gen para establecer relaciones filogenéticas en los Peronosporomycetes.
Ese mismo afio, Martin estudié 24 especies de Pythium con este gen y reporto la formacion
de tres grupos principales, lo que coincidié con la clasificacion morfolégica basada en
estructuras reproductivas. ElI COX II ha sido utilizado también para identificar nuevas
especies de Pythium, por ejemplo. Nechwatal y Thompson, (2005), comunicaron la
existencia de P. phragmitis que afecta las algas rojas. Garzon et al. (2007). comunicaron
una nueva especie de Pythium. P.cryptoirregulare. muy cercana a P. irregulare y Morajelo
et al. (2008). con la ayuda del COXII y otro genes. identificaron la especie P. recalcitrans.
Este gen también se ha utilizado para establecer relaciones tilogenéticas en Phytophtora asi
como la identificacion de nuevas especies (Martin y Tooley. 2003: Kageyvama er al., 2005:
Man in" Iveld. 2007: Gomez et al.. 2008). Spies ef «l., 2011 realizaron un analisis
filogenético del ITS, COX [ y COX II. para estudiar la variabilidad presente en un

aislamiento Pythium vexans.

En este estudio. el analisis con los genes mitocondriales COXI y COXIIL como se
observa en las Figuras 3. 4. 5 y 6. muestra una situacion similar al caso de la B-tubulina: los
aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque forman un grupo diterente de los

aislamientos de P. myriotylum no patogénicos de otros hospederos. Esta agrupacion es
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apoyada por un valor de boostrap de 100% y 97% para maxima parsimonia para los genes
COXI y COXII, respectivamente, y un valor de 89% y 99% para maxima verisimilitud,

valores aiin mayores a los encontrados en el caso de la B-tubulina.

En resumen, los tres genes analizados (f-tubulina, COXI y COXII), muestran la
misma tendencia, por lo que los aislamientos de P. myriotylum que infectan tiquizque se
pueden diferenciar molecularmente de las cepas no patogénicas a tiquizque de P.
myriotylum que causan pudricion de raices en otras plantas. Los aislamientos de P.
myriotylum patogénicos a tiquizque son muy similares entre si (Figuras 1 a 6).
independientemente de su origen geografico y diferentes a los aislamientos no patogénicos.
lo cual constituye evidencia mas de la posible existencia de un proceso de especializacion

por hospedero de estos aislamientos. en este caso hacia el cultivo del tiquizque.

Esta especializacion por hospedero ha sido observada en Ceratocystis fimbriata.
Este organismo causa marchitez en especies lefosas y podredumbre en raices y bulbos. Se
ha observado que sus poblaciones naturales tienden a tener una distribucion geografica
restringida. varian en su agresividad a distintos huéspedes. y algunas poblaciones aisladas
se han especializado para los huéspedes nativos (Thorpe ¢f al.. 2005). Thorpe et al.. (2005)
determinaron que los aislamientos provenientes de plantas de la familia Araceae no pueden
infectar plantas dicotiledoneas y proponen la hipotesis de que esta especializacion puede
ser facilitada por los mecanismos de propagacion.

Otro caso de especializacion por hospederos es el de Corvaespora cassicola. un

patogeno que causa dano en hojas. tallos v raices v que ha sido reportado en mas de 330
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especies de plantas, desde monocotiledoneas, dicotiledoneas, hasta helechos y cycas. Por
ejemplo, Dixon er al..( 2009) estudiaron la diversidad genética de este hongo. de acuerdo al
ambito hospederos y la distribucion geografica, y encontraron que los aislamientos de
papaya (Carica papaya) provenientes de Asia presentaban especializacion por hospedero.
En el 2003, Pereira et al. encontraron un alto grado de especializacion de este mismo
organismo hacia Lantana camara.

La especializacion por hospedero también se ha presentado en Ascochyta spp..
que afectan principalmente leguminosas (Hernandez er al. 2006) y en Alternaria spp.. que
producen en los citricos lo que se conoce como “Brown spot™ o mancha marrén de los
citricos (Peever et al.. 2000)

La evidencia encontrada por otros autores (Tambong er al.. 1999. Perneel ¢t al.,
2006. Gomez et al.. 2011, Muioz ef al.. 2011) y la evidencia encontrada en este estudio.
nos ponen ante la posibilidad de que el P. myriorylum que ataca el tiquizque sea una
especie que ha sufrido un proceso de especializacion por hospedero. Como se observa en
las figuras 1 a 6. los aislamientos de P. myriotylum de tiquizque forman un grupo diferente
de los aislamiento de P. myriotylum de otros hospederos. esto siempre apoyado por un alto
valor de boostrap. Las pocas diferencias en las secuencias de ITS (dos pares de bases) de
los aislamientos de tiquizque y los aislamientos de otros hospederos sugieren una reciente
separacion. y un proceso de especiacion siendo la especializacion por hospedero la fuerza
impulsadora.

Basado en toda esta evidencia podriamos decir que si estamos ante una nueva
especie de Pythium. que afecta al tiquizque: sin embargo. algunos autores consideran que

es necesario mas variabilidad en la region de ITS (Paulitz er al.. 2003: Levesque and
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Cock, 2004; Nechwatal er al., 2006) para definir nuevas especies, y consideran que la
variacion de uno o dos pares es una variacion interespecifica dentro de la misma especie.
Hay otros criterios que se podrian utilizar para definir una nueva especie, uno de
ellos es la concordancia genealdgica. La concordancia genealdgica se utiliza para definir
una especie filogenética. Esta metodologia se basa en comparar la genealogia de varios
genes: Cuando los arboles muestran la misma topologia o concordancia, se debe a la previa
fijacion de los loci polimorficos, la incongruencia en la topologia indica flujo de genes. En
2002, Couch y Kohn, utilizan el concepto de concordancia genealdgica para definir una
nueva especie Magnaporthe oryzae asociada a Oryza sativa. El andlisis del gen nuclear B-
tubulina y los genes mitocondriales COXI, COXII muestran concordancia genealdgica. los
tres genes separan los aislamientos patogénicos a tiquizque de los no patogénicos. con esta
evidencia y la evidencia encontrada por otros autores podriamos definir a P.myriotylum

aislado de tiquizque como una especie nueva.
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CAPITULO 111

IDENTIFICACION MOLECULAR DE PYTHIUM MYRIOTYLUM
AGENTE CAUSAL DEL MAL SECO EN TIQUIZQUE
(XANTHOSOMA SP.) EN COSTA RICA MEDIANTE LA TECNICA
PCR-RFLP
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1. RESUMEN

El tiquizque (Xanthosoma sp.) es una planta herbacea que produce cormelos comestibles.
Estos son parte de la dieta basica de millones de personas alrededor del mundo. El édrea
cultivada de tiquizque en Costa Rica y en paises como Nicaragua, Puerto Rico y Camerun,
ha disminuido considerablemente por la enfermedad conocida como Mal Seco que es
causada por Pythium myriotylum. Estudios bioquimicos y moleculares han revelado
evidencias de especializacion (especiacion) del P. myriotylum asociado a tiquizque. En el
presente estudio se amplifico una region del gen de la cytocromo oxidasa subunidad II
(COXII) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). a partir de ADN de
aislamientos de P. myriotylum proveniente de tiquizque y de otros hospederos. asi como de
otras especies de Pythium. El producto de PCR fue digerido independientemente con
enzimas de restriccion (RFLP). Con la enzima. RSA 1. el patron de restriccion de los
aislamientos de P. myvriotylum de tiquizque difirié del correspondiente a los aislamientos
del patogeno provenientes de otros hospederos y de otras especies de Pythium. Este
resultado genera un método seguro. rapido y preciso para la identiticacion del aislamiento
de tiquizque de otros aislamientos de P. myriotylum y contribuye a confirmar la hipotesis

de especializacion de P. myriotylum en tiquizque.
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2. INTRODUCCION

El tiquizque (Xanthosoma sp.) pertenece a la tamilia de las Araceae y es originario
de la parte norte de América del Sur; aunque su distribucion abarca desde Pert hasta
México (Leon 1987, O'Hair y Asokan 1986). Posee un rizoma cormoso principal,
subterraneo, a partir del cual se generan rizomas secundarios o cormelos. Estos cormelos
son comestibles y son parte de la dieta basica de aproximadamente 200 millones de
personas en paises de toda la franja tropical en Asia, Africa y América (Onokpise ef al.
1999).

El principal problema que limita el crecimiento del cultivo es la enfermedad
conocida como Mal Seco (Root Rot Disease). que causan hasta un 100 % de pérdidas en
produccion, segin el momento de aparicion durante el ciclo del cultivo (Laguna et al.,
1983: Morales. 2007). Entre los sintomas que produce la enfermedad esta: la clorosis de
las hojas viejas: ademas el peciolo o soporte de las hojas se dobla y forma una especie de
arco, solo una o dos de las hojas jovenes se conservan verdes y las raices se pudren. La
enfermedad se presenta principalmente durante la estacion lluviosa. El agente causal ha
sido identificado como Pythium myriotylum (Nzietchueng. 1984: Pacumbaba e al.. 1992:
Tambong ¢t al.. 1999). En Costa Rica se ha asociado el Mal Seco a un complejo de
microorganismos: sin embargo. en estudios realizados en el Laboratorio de Biotecnologia

de Plantas del Centro de Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Costa Rica
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(LBP), se comparé la patogenicidad de diferentes hongos (Fusarium solani, Rhizoctonia
solani y P. myriotylum) aislados a partir de las raices de plantas enfermas de tiquizque, y se
encontré que solo P. myriotylum es capaz de cumplir con los postulados de Koch (Ureiia et
al.. en preparacion).

El género Pythium es complejo e incluye mas de 100 especies, de las cuales algunas
son saprofitas facultativas y otras atacan a plantas, animales, peces y humanos. Son
organismos habitantes del suelo, con distribucion mundial, aunque con predominio en los
suelos del Tropico y Subtrépico. Produce dafios en cultivos, tanto en semillero como en
cultivos bajo invernadero y en el campo. Este patogeno causa dafios en raices y semillas en
una gran variedad de cultivos que incluyen tiquizque, yuca, fiampi, camote, papa, malanga,
frijol. tomate. chile. zanahoria. vainica, chayote. espinaca, arveja. ayote. melon. tabaco.
maiz, arroz, trigo. papa. cafia de azuicar, sandia. papaya. pifia. fresa. pepino. coniferas.
pastos y una gran cantidad de plantas ornamentales como gerbera. euforbias. pelargonium.
cordiline. crisantemos. caladium. tulipanes. vinca. clavel. dragones. begonias. girasol.
jengibre. etc. (Lévesque e¢f al.. 2004, Van der Plaats-Niterink. 1981). Las especies de
Pythium rara vez exhiben especificidad por hospederos (Moorman et al. 2002). sin
embargo. estudios realizados en Bélgica por Tambong er al. (1999). y mas recientemente
por Perneel et al (2006). han mostrado que los aislamientos de P. myriotylum de tiquizque.
muestran diferencias fisiologicas, bioquimicas y moleculares a los aislamientos de P.
myriotylum de otras plantas (sorgo. pifia. tabaco. Gypsophila sp.. trijol). por lo que se ha
llegado a considerar que los aislamientos de P.myriotylum provenientes de tiquizque

muestran cierto grado de especializacion.  Asimismo. en ¢l LBP (Laboratorio de
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Biotecnologia de Plantas), se ha observado que el P. myriotylum aislado de tiquizque posee
un ambito de hospederos muy reducido (Mufioz et al., en preparacion).

La identificacion tradicional de las especies de Pythium, y otros microorganismos
en general, se basa en caracteristicas morfologicas:; sin embargo, este método presenta la
dificultad de que en Pythium estas caracteristicas pueden variar de acuerdo al medio de
cultivo y a las condiciones en que se desarrolle y, en algunos casos, estas caracteristicas
pueden aparecer y desaparecer en el proceso evolutivo, lo que hace su identificacion
confusa y dificil. lo que a su vez dificulta los estudios patologicos de este organismo
(Lévesque er al., 2004; Kageyama ef al., 2005).

Alternativamente a la clasificacion basada en caracteres morfoldgicos. esta se puede
hacer basada en caracteres moleculares. Lo anterior es cada vez mas utilizado para la
deteccion e identificacion de patdgenos en plantas. especialmente a nivel de especie. ya que
son mas rapidas. faciles y precisas que las técenicas morfoldgicas. y no requieren de
personal con experiencia en cada uno de los géneros. En Pythium se han utilizado
diferentes técnicas tales como: la identificacion por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) con imprimadores especificos (Cheng e¢r «l.. 1992:Kageyama ¢t «l..1997:
Wang et al.. 2003): la identificacion a nivel de especie mediante la técnica PCR-RFLP
(polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion) (Wang and White,
1997:Godfrey et al..2003: Kageyama er «al..2005): el polimortismo de la longitud de
fragmentos ampliticados (AFLP) (Garzon et «l. 2007): y las isoenzimas (Cheng y
Schneider.1991:Barr e¢r «/..1997). Otra técnica es la de macroarreglos: Tambong ef al.
(2006). disenaron un arreglo de ADN con ¢l proposito de detectar v diterenciar

rapidamente mas de 100 especies de Pyvifiium.
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La técnica PCR-RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion), se ha convertido en una herramienta util para la identificacion de especies de
Pythium estrechamente relacionadas. Cheng y Hoy (1993) utilizaron la técnica (ITS-
RFLP) para poder diferenciar aislamientos de Pythium arrhenomanes de aislamientos de P.
graminicola; por otra parte Matsumoto ef al., 2000, utilizaron la técnica para diferenciar
aislamiento de P. irregulare de diferentes hospederos y de P. sylvaticum.
El objetivo de la presente investigacion fue analizar la region COX II, para
determinar si existen sitios de restriccion entre las especies de P. myriotylum provenientes
de tiquizque, las especies de P. myriotylum de otros hospederos y otras especies de

Pythium, que permitan establecer un método de diagndstico, rapido y preciso.

3. MATERIALES Y METODOS.

Las secuencias del gen mitocondrial COX Il de P. myriotylum proveniente de
tiquizque. asi como las secuencias de otros P. myriotylum y otras especies de Pythium
obtenidas de GenBank -NCBI (Cuadrol). fueron importadas y alineadas con BioEdit
software (Hall 1999). luego del alineamiento se realizé un analisis de sitios de restriccion
con el mismo programa. Con el andlisis de los mapas de restriccion se selecciond la
enzima Rsa I (GT'AC) (Fermentas UAB. Life Sciences. Lithuania). que muestra un sitio
inico de corta, que permite diferenciar a los aislamientos de P.myriotylum provenientes de

tiquizque de los aislamientos provenientes de otros hospederos y otras especies de Pythium.



Cuadrol.Aislamientos de Pythium utilizados en este estudio.
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Aislamiento Hospedero Origen Especie Fuente

CMR10 Tiquizque Camerun P.myriotylum Perneel et al. 2006

CMRS5 Tiquizque Camertn P.myriotylum Perneel et al. 2006

CMR3 Tiquizque Camertn P.myriotylum Perneel et al. 2006

CR2 Tiquizque Costa Rica P.myriotylum Perneel et al. 2006

CRI10 Tiquizque Costa Rica P.myriotylum Perneel ¢f al. 2006

CRI11 Tiquizque Costa Rica P.myriotylum Perneel er al. 2006

P249 Gypsophila  Israel P.myriotylum The Volcani Centre.Israel

IMIO6143R Pina Australia P.myriotylum IMI

Tobacco Tabaco Estados P.myriotvlum Universidad de Tennessee
Unidos

Myt 14 Suelo Camerun P.inflatum Tambong er al.1999

Fu-1 Tiquizque Costa Rica Fusarium sp. Este estudio

Rhizo-1 Tiquizque Costa Rica Rhizoctonia sp. Este estudio

Los aislamientos de P. myriotylum utilizados habian sido obtenidos de raices

infectadas de tiquizque. tanto de plantas provenientes de Costa Rica como de Camerun.
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Los aislamientos se conservan en el LBP en medio PARC (Corn meal agar + Pimaricina
+Riframpicina + Ampicilina).

Para la obtencion de micelio de Pythium, se colocaron tres cuadros (Imm x Imm)
de agar con crecimiento de hongo, en un tubo de micro centrifuga de 1,7 ml con medio V8
liquido al 20 % (100 ml de jugo V8, 1 g de CaCOs, 400 ml de agua destilada), durante seis
dias a 28 "C en oscuridad y con agitacién constante.

Para la obtencion de micelio de Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. se colocaron tres
cuadros (Imm x 1mm) de agar con crecimiento de hongo, en un tubo de micro centrifuga
de 1.7 ml con medio PDB (Potato Dextrosa Broth),con las misma condiciones de

oscuridad y temperatura de Pythium.

3.1. EXTRACCION DE ADN

El ADN se extrajo a partir del micelio obtenido en la etapa anterior. por el
método CTAB modificado de Murray y Thompson (1980) y Porebsky er al. (1997).
Primero se centrifugé el micelio para eliminar el medio de cultivo. luego se le agrego 150
ul de bufter de extraccion (100 mM Tris-HCI (pH 8.0). 25 mM EDTA (pH 8. 1.4 M NaCl)
y el tejido se macerd con un taladro hasta obtener una fase homogénea. Se agrego 150 ul
de bufter CTAB (2% CTAB (w/v)). 100 mM Tris-HCI (pH 8.0). 25 mM EDTA (pH 8). 1.4
M NaCl). posteriormente se incubé a 67 "C por 1 h. Después de la incubacion. se agrego

un volumen de 300 pl de fenol: cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) v se mezclé por
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inversion. La mezcla fue centrifugada a 12000 rpm por 15 min, se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo, luego se repitié la centrifugacion una vez mas. Se agrego
20 pl de acetato de sodio y 300 ul de isopropanol frio y se incub6 durante 12 h a -20°C. Al
concluir el periodo de incubacion se centrifugé a 13000 rpm por 15 min, se desecho el
sobrenadante, se realizaron 2 lavados con 150 ul de etanol al 70 %. El precipitado se secéd
en una camara de flujo laminar y fue resuspendido en 50 pl de agua nano pura estéril. El
ADN obtenido se cuantifico con un espectrofotometro BECKMAN DU 530, y
posteriormente se almaceno a -20 s

Para la obtencion de ADN de raices, se tomo 1 g de raices de plantas provenientes
del campo con sintomas tipicos de la enfermedad, y que presentaban un alto grado de

deterioro y se extrajo el ADN. con el método descrito anteriormente.

3.3. REACCION DE CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La region mitocondrial COXII fue amplificada con los imprimadores FM38 (5
CCACAAATTTCACTACATTGA3) FM66 (5"TAGGATTTCAAGATCCTGC3Y). que
fueron obtenidos del gen COXII de Phytophthora megasperma y descritos por Martin
(2000).La reaccion de ampliticacion consistio en 1ul de 10x Buffer (7aq Titanium Bufter.
BD Biosciences Clontech, Palo Alto, Canada). 0,50 ul de dNTP, 0.04 pl de cada
imprimador, 0.10 pl Taq ADN polimerasa (Titanium/ultra therm. BD Biosciences
Clontech. Palo Alto. Canada). 7.32 pl agua nano pura y 1 ul de ADN. Los ciclos térmicos
utilizados para la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 "C por 3min: seguido por 40 ciclos a 94 "C por 1 min. 52 °C

. ) - Fpa . .. [P . .
por 1 min .72 "C por 2 min: y un Gltimo ciclo de elongacion a 72 "C por 10 minutos. los
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cuales se llevaron a cabo en un termociclador Perkin-Elmer Cycler (GeneAmp® PCR
System 9700). Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis, en
geles de agarosa (UAB, Life Sciences, Lithuania) al 1.6 % (w/v) con buffer 0,5 x tris-
buffer (TBE), 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. La visualizacion de los fragmentos se
realizo con luz ultravioleta (uv). El tamaifio de los fragmentos se determino con el marcador

de peso molecular 100 pb DNA ladder (Fermentas UAB, Life Sciences, Lithuania).

3.2. POLIMORFISMOS EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE

RESTRICCION (RFLP)

Los productos de PCR tueron digeridos con la endonucleasa Rsa I (Fermentas
UAB. Life Sciences. Lithuania). El volumen total de reaccion fue de 10 pl, compuesto de 8
pl de producto de PCR. 0.5 pl de la enzima de restriccion (2-6 unidades). 0.5 ul de 10 x
bufter de restriccion y 1ul de agua destila estéril. La mezcla se incubo durante 24 horas a
37 "C. Los productos de la digestion fueron separados por electroforesis. en un gel de
agarosa (UAB. Life Sciences. Lithuania) al 2.8 %(w/v) con buffer 0.5 x tris-butter (TBE).
0.5 pg/ml de bromuro de etidio. La visualizacion de los fragmentos se realizo con luz

ultravioleta (uv).

4. RESULTADOS

Al amplificar ADN de P.myrionvlum aislado a partir de plantas de tiquizque
(provenientes de Camerin o de Costa Rica). de pina. de Gypsophila sp. y de tabaco y ADN

de P.inflatum. con los iniciadores FM38 y FM66. disenados para la ampliticacion de un
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segmento del gen mitocondrial COXII, se observo la formacion de un fragmento de ADN
de aproximadamente 600 pb en todos los aislamientos (Figura 1 y 3). Al correr estos
fragmentos en un gel de agarosa (1.6%), no fue posible distinguir diferencias entre ellos.

El alineamiento multiple de estos productos de amplificion (Cuadro 2) muestra que
si existen diferencias entre algunos de estos aislamientos; se muestran 7 sustituciones
transicionales (G-A; T-C) entre los aislamientos de P.myriotylum de tiquizque, los
aislamientos de P.myriotylum de otros hospederos (pifia, tabaco y Gypsophila sp.) y las
secuencias de otras especies de Pythium. Estos polimorfismos, de nucleotido simple, se
ubican en las bases, 51 pb, 81 pb, 118 pb, 132 pb, 169 bp. 412 pb, 475 pb.

Los polimorfismos encontrados en el fragmento de ADN mostrado en el cuadro 2
no permiten distinguir entre los aislamientos de P. myriotylum obtenidos de plantas
cultivadas en Camerun y de plantas cultivadas en Costa Rica. pero si permite distinguir
entre los aislamientos provenientes de tiquizque y los aislamientos de esta misma especie
en otros hospederos (pifia. tabaco y Gypsophila sp.). También permite distinguir entre P
myriotylum de tiquizque y otras especies de Pythium (P. aphanidermatum. P. graminicola
v P. ultimun). Sin embargo. los polimorfismo encontrados no permiten distinguir entre los
aislamientos de P. myriotylum provenientes de pifia, tabacco y Gypsophila sp.. En el caso
de P. aphanidermatum y P. graminicola no se observaron diferencias entre ellos. P.

ultimun mostro diferencias con las otras especies de Pythium.

Al realizar la reaccion de digestion de los productos de ampliticacion con la enzima
Rsal (Figuras 2 v 4). se generan tres patrones de restriccion diferentes. uno asociado a los

aislamientos de P.myriotylum de tiquizque. tanto de Costa Rica como de Camerun. vy otro
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asociado a los aislamientos de P.myriotylum provenientes de otros hospederos y uno
adicional asociado a P.inflatum.

La deteccion de la presencia de P. myriotylum en raices de tiquizque a través de esta
técnica de PCR-RFLP también fue posible. En la figura 1 se muestra la amplificacion de
una banda de ADN del mismo tamafio que la banda obtenida a partir del cultivo puro del
hongo y en la figura 2 se observa que en las plantas con sintomas de Mal Seco se obtiene el
mismo patron de digestion.

Esta técnica también se evalud en cultivos de los hongos Fusarium solani y

Rhizoctonia solani. En ninguno de estos casos se dio la amplificacion con los iniciadores

FM58 y FM66.

Cuadro2. Comparacion de las secuencias del COXIIL. entre los aislamientos de
P.myriotylum patogénicos a Tiquizque. los aislamientos de P.myriotylum de otros
hospederos y otras especies de Pythium. Alineamiento multiple con Bioedit (Hall 1999)
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Figura 1. Gel de agarosa al 1.6% donde se observa el fragmento de ADN amplificado con

los imprimadores FM66 y FMS58 de la region mitocondrial COXII, carriles 1, 2,
34, 9, 10.11,12,y13: aislamientos de P.myriotylum de Tiquizque
(CMR10,CMR10,CMR5.CMRS5.CMR3.CR2,CR2,CR10.C11); carriles 5, 6, 7, 8:
raices infectadas con P.myriotylum de plantas provenientes de campo. carril 14
P.myriotylum (Tabaco): carril 15 P.myriotylum (Pina): carril 16 P.myriotylum
(Gypsophila): carril 17 P. inflatum (Suelo). carril 18. control negativo.

Figura 2. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region COXII con la
enzima Rsal. Carriles 1, 2, 34, 9. 10, 11.12,

—

y 13
(CMRI10.CMR10.CMR5.CMR5.CMR3.CR2.CR2.CR10.C11)

: aislamientos de
P.myriotylum de tiquizque: carriles 3. 6. 7.8: raices infectadas con P.myriotyvlum
de plantas provenientes de campo. carril 14 P.myriotvlum (Tabaco): carril 15



77

P.myriotylum (Pifa); carril 16 P.myriotylum (Gypsophila sp. ), carril 17 P.
inflatum (Suelo), carril 18, producto de amplificacion sin digerir (600 pb).
1 2 3 -+ 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3. Gel de agarosa al 1.6% mostrando el fragmento de ADN amplificado con los
imprimadores FM66 y FMS58 de la region mitocondrial COXII, carriles 1, 2, 3, 4,
7 (CMRI10, CMRS5, CR2, CRI10. CI1): aislamientos de P.myriotylum de
tiquizque; carriles 5 y 6: raices infectadas con P.myriotylum de plantas
provenientes de campo. carriles 8. 9 y 10 P.myriotylum (Tabaco): carril 11
P.myriotylum (Gypsophila sp. ). y carril 13 control negativo.

Figura 4. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region COXII con la
enzima Rsal. Carriles 1. 2. 3. 4 v 7 (CMR10. CMR5, CR2. CR10. C11)
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aislamientos de P.myriotylum de tiquizque: carriles 5 y 6 raices infectadas con
P.myriotylum de plantas provenientes de campo, carriles 8 y 9 P.myriotylum
(Tabaco): carriles 10 y 11 P.myriotylum (Gypsophila sp.);, carril 12 producto de
amplificacion sin digerir (600 pb).

pb

1
N

FHTTATE

{

Figura 5. Gel de agarosa al 1.6% donde se observa el fragmento de ADN amplificado con
los imprimadores FM66 y FMS58 de la region mitocondrial COXII. Calles 1. 2, 3.
4 y 5(CMRI10. CMR5, CR2. CR10. CI11): aislamientos de P.myriotylum de
Tiquizque: carril 6 P.myriotylum (Tabaco): carril 7 P.myriotylum (Gypsophila
sp.). calle 8 y 9 Fusarium sp.. Carril 10 y 11 Rhizoctonia sp.. carril 12 control
negativo.

5. DISCUSION

La identificacion de especies de Pyrhium basada en caracteristicas morfologicas
resulta dificil y confusa porque estas caracteristicas pueden variar de acuerdo al medio de
cultivo. a las condiciones en que se desarrolle el cultivo y. en algunos casos. estas

caracteristicas pueden aparecer v desaparecer en el proceso evolutivo (Lévesque er ..
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2004; Kageyama et al., 2005). Por su parte la caracterizacion molecular permite una

identificacion rapida y precisa.

Una alternativa para la identificacion molecular es la basada en el uso de secuencias
de genes mitocondriales. El genoma mitocondrial involucra genes cuya secuencia es poco
conservada entre diferentes organismos y a su vez posee regiones mas conservadas, que lo
convierte en un candidato ideal para estudios de variabilidad entre especies e individuos
dentro de la misma especie. En el 2007 Eberle et al. por medio de un PCR-RFLP con el
COXII. lograron identificar las especies de Pythium presentes en plantulas de arroz, con el
uso de las enzimas A/ul. Nlalll. Por otra parte Kageyama e al. (2007) lograron diferenciar
P.graminicola de . arrhenomanes. P. aphanidermatum. P, myrionclum. P torulosum. y P,

vanterpoolii. con PCR-RELP con el COX 1 v la enzimas Mbol. Tagl, EcoR1LL Afal v Alul.

En el presente estudio los iniciadores FMS58 y FM66. que tueron disefiados para la
amplificacion de un segmento del gen COX II en el género Pyrhium. Martin (2000). al ser
utilizados en distintos aislamientos de P. myriotylum y P. inflatum produjeron la
amplificacion de un fragmento de ADN de tamafio muy similar de aproximadamente 600
pb en todos los casos. evidencia de un cierto grado de conservacion del gen COX Il en este
género. A pesar de esta similitud en tamafio, al comparar las secuencias de los distintos
aislamientos y de otras especies del mismo género. se encontrd que existen polimortismos
a lo largo de estas secuencias. Se identificaron siete polimorfismos de nucleotido simple

que corresponden a transiciones: en las posiciones S1pb. 81bp. 132bp. donde se da una
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sustitucion de una C por una T: y en las posiciones 169bp, 412bp, 475bp se da una

sustitucion de una G por una A.

En conjunto los polimorfismos identificados en estas secuencias permiten
diferenciar entre las especies P. myriotylum, P. graminicola y P. ultimum, aunque no logra
diferenciar entre P. graminicola y P. aphanidermatum. Ademas logran hacer una clara
diferenciacion entre los aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque de los

aislamientos de esta misma especie no patogénicos a tiquizque.

El polimorfismo ubicado en la posicion 475bp tiene la particularidad de estar
presente unicamente en los aislamientos de P. myriotylum patogénicos a tiquizque y en
adicion coincide con un sitio de restriccion de la enzima Rsal. que corta en la secuencia en
GT AC. Cuando los fragmentos de amplificacion de los diferentes aislamientos tueron
digeridos con esta enzima se encontro que se producian de 3 a 4 bandas de diferentes
tamarnos de acuerdo al aislamiento. lo que indico que esta enzima cortd en al menos dos o
tres sitios estas secuencias. A pesar de ser un numero alto de cortes para un fragmento de
aproximadamente 600 pares de bases, es posible distinguir con claridad entre el patron
correspondiente a los aislamientos patogénicos de P. myriotylum y el de los aislamientos no
patogénicos. Los aislamientos P. myriotvlum de Gypsophila sp. y de tabaco muestran el
mismo patron de bandas. lo que representa el comportamiento esperado dentro de los
aislamientos de P. myriotylum.

Esta técnica también tue evaluada en aislamientos de los hongos Fusarium solani y

Rhizoctonia solani 1os cuales son comunmente encontrados en la rizostera de tiquizque
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(Perneel et al.. 2006: Boudjeko, et al., 2006). Estos aislamientos no producen un fragmento
de amplificacion (Figura 5) debido a que los imprimadores utilizados (FM58 y FM66),
fueron disefiados para amplificar un segmento mitocondrial (COX 1II) especifico de los
omicetes. Este resultado es importante porque demuestra la especificidad de la técnica, lo
que es de vital importancia si se pretende utilizar a partir de ADN extraido de raices

enfermas.

La técnica PCR-RFLP propuesta constituye una alternativa para diferenciar los
aislamientos de P.myriotylum patogénicos a tiquizque tanto de Costa Rica como de
Camerun, de las especies de P.myriotylum no patogénicas a tiquizque y otras especies de
Pythium. Por otra parte esta técnica también permite la identificacion de la enfermedad en
muestras de raices de plantas infectadas por P.myriotylum (Figura 2. calles 5. 6. 7. 8). lo

que permite la identificacion de la enfermedad sin la necesidad de hacer los aislamientos.

Las diferencias encontradas en este estudio entre los aislamientos patogénicos y no
patogénicos de P. myriotylum para tiquizque se suman a los estudios que indican que los
primeros presentan caracteristicas morfologicas, fisiologicas. bioquimicas y moleculares
diferentes a los aislamientos de P. myriotylum de otros hospederos como Ananas comosus.
Cucumis sativus. Lycopersicum esculentum, Medicago sativa. Nicotiana tabacum, Oryza
sativa, Phaseolus vulgaris. Robinia pseudoacacia, Solanum melongen y Zingiber officinale
(Wang et.al 2003: Tambong y Hofte 2001. Perneel er al. 2006) por lo cual proponen que
este organismo. aunque claramente pertenece al género Pyrhium. muestra un grado de

especializacion significativo hacia el cultivo del tiquizque.
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La técnica desarrollada genera un método seguro, rapido y preciso para la
identificacion de los aislamientos patogénicos a tiquizque, tanto en muestras de plantas
como suelo, lo que constituye un beneficio para los productores que desean identificar las
causas de los sintomas de una manera certera. La efectividad de la técnica se puede ver
afectada porque el micelio de  Pythium puede ser homotilico, lo cual significa que la
reproduccion puede ocurrir sin la intervencion de 2 talos diferentes o heterotalico lo que
significa que 2 6 mas micelios haploides. se juntan y debe ocurrir diploidizacion. lo que
afecta la técnica porque los caracteres mitocondriales se heredan por via materna y no se

puede definir quién va a actuar como madre.

6. LITERATURA CONSULTADA

BARR D.. WARWICK S.. DESAULNIERS N.1997. Isozyme variation, morphology. and
growth response to temperature in Pythium irregular. Canadian Journal of Botany

75(12):2073-2081.

BOUDJEKO T.. OMOKOLO N.. DRIOUICH A., BALANGE A. 2005. Peroxidase and
Pectin methylesterase activities in cocoyam (NXanthosoma sagittifolium L. Schott) roots

upon Pythium myriotylum inoculation. Journal of Phytopathology 153. 409 — 416.



83
CHENG W., SCHNEIDER R.1991. Comparisons of soluble proteins and isozymes of
seven Pythium species and applications of the biochemical data to Pythium systematic.
Mycological Research 95:548-555.
EBERLE R.L., ROTHROCK C.S., SEALY R.D. 2007. The role of the environment and
seedling pathogens on rice stand establishment. Pages 158-161 in: Rice Research Studies
2006. R.J. Norman. J.F. Meullenet, and K.A.K. Moldenhauer. eds. Arkansas Agricultural
Experiment Station Research Series 550.
_: HOY J.. SCHNEIDER R.1992. Species-specific polymorphisms in transcribed

ribosomal DNA of five Pythium species. Experimental Mycology 16: 22-34.

HOY 1.1993. Molecular and morphological comparison of Pythium

arrhenomanes and P.graminicola. Mycological Research 97:1371-1378.

GARZON C.. GEISER D.. MOORMAN G.2005. Diagnosis and population analysis of

Pythium species using ALP fingerprinting. Plant Disease 89:81-89.

GODFREY S.. MONDS R.. LASH D.. MARSHALL 1J.2003. Identification of Pyhium
oligandrum using species-specific ITS rDNA PCR oligonucleotides.  Mycological

Research 107:790-796.

HALL T.A.1999. Bioedit: a uscr-friendly biological sequence alignment editor and

analysis program for windows 95/98/NT. Nucl Acids Symp Ser 41:95-98.



84
KAGEYAMA J., OHYMA A., HYAKUMACHI M.1997. Detection of Pythium ultimum

using polymerase chain reaction with species —specific primers. Plant Disease 81:1155-

1160.

KAGEYAMA K., NAKASHIMA A., KAJIHARA Y. 2005. Phylogenetic and
morphological analyses of Pythium graminicola and related species. Journal of Genetic

Plant Pathology.71:174-182.

LAGUNA L.G.. SALAZAR L.G.. LOPEZ J.F. 1983. Enfermedades fungosas y bacterianas

de las ardceas de Costa Rica. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 30p.

LEON. J. 1987. Botanica de los Cultivos Tropicales. Lima, Pert. Segunda edicion. [ICA.

San José. Costa Rica. 445 p.

LEVESQUE C.A.. DE COCK A. 2004. Molecular phylogeny and taxonomy of the genus

pythium. Mycological Research 108: 1363-1383.

MARTIN. F. 2000. Philogenetic relationships among Pythium species inferred from
sequence analysis of the mitochondrial encoded cytochrome oxidase I1 gene. Mycological

Research 92 (4): 711-727.

MATSUMOTO C.. KAGEYAMA K.. SUGA H.. HYAKUMACHIM. 2000. Intraspecitic

bl ]

DNA polymorphisms of Pythium irregular. Mycological Research 104:1333-1341.



85

MOORMAN G., KANG S.. GEISER D., KIM S. 2002. Identification and characterization
of Pythium species associated with greenhouse floral crops in Pennsylvannia. Plant disease

86:1227-1231.

MORALES, A. 2007. Cultivo del tiquizque. Ministerio de Agricultura y Ganaderia. San

José, Costa Rica. 26p

MURRAY M.G.. THOMPSON W.F. 1980. Rapid isolation of high molecular weight plant

DNA. Nucleic Acids Research 8 (19):4321-4325.

NZIETCHUENG S. 1984. Root rot of Xunthosoma sagittifolium caused by Pythium
myriotylum in Cameroon. In: Tropical root crops: Production and uses in Africa.
Proceedings of the Second Triennial Symposium ot the International Society for Tropical
Root Crops. (Eds. E.R. Terry. E.V. Doku. O.B. Arene & N.M. Mahungu). Douala.

Cameroon. pp. 185-188

MUNOZ. G. 2011. Evaluacion de la patogenicidad de diversos aislamientos de Pythium
myriotylum. Tesis presentada para optar por el grado de Licenciado en Ingenieria

Agronomica. Universidad de Costa Rica, San José. Costa Rica. 50p.



86
O'HAIR S.K.,ASOKAN.M.P. 1986. Edible aroids: botany and horticulture. Horticultural

Reviews. 8:43-99,

ONOKPISE O.U., WUTHO J.G., NDZANA X., TAMBONG J.T., MEBOKA M.M.,
SAMA A.E., NYOCHEMBEN L., AGUEGIA A.NZIETCHUENG S., WILSON J.G.,
BURNS M. 1999. Evaluation of macabo cocoyam germplasm in Cameroon. Perspectives

on new crops and new uses. J.Janick (ed), ASHS Press, Alexandria. 394 — 396.

PACUMBABA R.P., WUTOH J.G., EYANGO S.A., TAMBONG J.T.. NYOCHEMBENG
L.M. 1992. Isolation and pathogenicity of rhizosphere fungi of cocoyam in relation to

cocoyam root rot disease. Journal of Phytopathology 135. 265 — 273.

PERNEEL M.. TAMBONG JT.. ADIOBO A.. FLOREN C.. SABORIO F.. LEVESQUE
A.. HOFTE M. 2006. Intraspecific variability of Pythium myriotylum isolated from

cocoyam and other host crops. Mycological Research 110 (5): 583-593

POREBSKY S.. BAILEY L.G., BAUM B.R. 1997. Modification of a CTAB DNA
extraction protocol for plants containing high polysaccharide and polyphenol components.

Plant Molecular Biology. Rep. 15: 8-15.

TAMBONG J.T.. POPPE J. HOFTE M. 1999.  Pathogenicity. electrophoretic
characterisation and in planta detection of the cocoyam root rot disease pathogen. Pythium

myriotvlum. European Journal of Plant Pathology 105: 597-607.



87

TAMBONG J.T., HOFTE M. 2001. Phenazines are involved in biocontrol of Pythium
myriotylum on cocoyam by Pseudomonas aeruginosa PNA 1. European Journal of Plant

Pathology 107: 511 — 521.

TAMBONG J., DE COOK A..THINKER N., LEVESQUE A.2006. Ologonucleotide array
for detection and identification of Pyhium species. Applied and enveriomental

microbiology 72(4):2691-2706.

VAN DER PLAATS-NITERINK A.J.1981. Monograph of the genus Pyrhium. Studies in

Mycology 21.BaarnmNetherlands: Central bureau Voor Schimmelcultures.

WANG P.H.. WHITE J.1997. Molecular characterization of Pythium species based on
FRLP analysis of the internal transcribed spacer region of ribosomal DNA. Physiological

and Molecular Plant Pathology 51:129-143.

WANG P.. WANG Y., WHITE J.2003. Species-specitic PCR primers for Pythium

developed from ribosomal ITS1 region. Letters in Applied Microbiology 37:127-132.



CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL

88



89

1. DISCUSION GENERAL

El tiquizque, desde el punto de vista socioecondmico, es de gran importancia para
Costa Rica, por ser un cultivo de consumo tradicional en el pais y un cultivo de
subsistencia para muchos agricultores, pero ademads por la existencia de un mercado de
exportacion de téacil acceso, insatisfecho, y que paga altos precios a los productores. Esto
altimo es de especial relevancia porque ofrece a los agricultores de zonas econdémicamente

reprimidas (Zona Huetar Norte y Brunca) una opcion productiva altamente rentable.

El tiquizque gano terreno en el area comercial a partir de mediados de los afos
ochenta. a partir de 1990, empieza el auge en mayor escala. y se reportan plantaciones
planificadas en Pérez Zeledon y Buenos Aires. principalmente. Consecutivamente, las
siembras se expandieron hacia los cantones de Corredores, Coto Brus. Goltito. Osa, y San
Carlos. y se registro un récord de aproximadamente 10.000 hectareas en la cosecha 1998-
1999. (MAG. 2010). Luego de la cosecha de 1998 el impacto de la entermedad conocida
como “mal seco” tuvo su mayor efecto y la superficie cultivada bajo en un porcentaje
significativo (aproximadamente un 40%). A partir de este afio en promedio se cultivan

1000 a 3000 hectareas por aino de ambos tipos de tiquizque: morado y blanco. Esta

&,
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disminucién en el drea provocod un desabastecimiento del producto tanto en el mercado

nacional como en el de exportacion.

Las posibilidades de combatir esta enfermedad son muy reducidas ya que no se
conocen variedades resistentes. ni practicas agrondmicas. quimicas o bioldgicas que
permitan un control efectivo. Ademads. la determinacion de la etiologia ha sido compleja:
algunos reportan la existencia de un complejo de patogenos, entre ellos Erwinia solani,
Fusarium solani y diferentes especies de Pythium, aunque existe cierto consenso que el

agente principal es Pythium myriotylum (Perneel et al. 2006).

Estudios previos demuestran la existencia de un posible proceso de especializacion
en los aislamientos de P. myriotylum asociados al tiquizque y proponen llamar a este
organismo P. myriotylum var. AraceaeAraceacerum (Tambong er al. 1999: Perneel et al
2006: Gomez et al.. 2008): Muioz ef al. 2011). El objetivo de este trabajo fue
profundizar en el estudio molecular de este organismo. mediante la comparacion de la
secuencia de dos de sus genes mitocondriales (COX I: COX II) y un gen nuclear (f3-
tubulina) con las secuencias de estos genes en aislamienloé de P. myriotylum
provenientes de otros hospederos (sorgo. piia. tabaco. Gypsophila sp.. frijol). con el fin

de conocer con mayor detalle el grado de especializacion alcanzado.
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Al realizar los alineamientos multiples para cada una de las secuencias de los tres
genes estudiados se encontraron 7 polimorfismos de nucleétido simple, que correspondian
todos a sustituciones transicionales. El andlisis de maxima parsimonia y maxima
verisimilitud, para cada uno de los tres genes, agrup6 a los aislamientos de P. myriotylum
que infectan tiquizque en un grupo unico y diferente (con altos valores “bootstrap) del
grupo conformado por los aislamientos de P. myriotylum de otros hospederos y de otras

especies de este género.

Este resultado constituye una evidencia de peso de un posible proceso de
especializacion por hospedero de los aislamientos de P. myriotylum hacia tiquizque y se
suma a la obtenida en otros estudios que han mostrado que estos aislamientos muestran
diferencias fisiologicas, bioquimicas y moleculares con respecto a los aislamientos de P.
myriotylum aislados de otras plantas (sorgo. pifia. tabaco. Gypsophila sp.. trijol) (Tambong

et al. 1999: Perneel er al . 2006: Gomez et al.. 2008): Munoz er al.2011).

Varios autores han utilizado las diferencias observados en los analisis filogenéticos
para detinir nuevas especies. En el 2008 Moralejo ef al.. clasificaron una nueva especie de
Pythium. P.recalcitrans. por medio del gen de la B-tubulina. EI COX II ha sido utilizado
también para identificar nuevas especies de Pyrhium: por ejemplo. Nechwatal et al. (2006).
reportan la existencia de P. phragmitis que atecta las algas rojas. y Garzon et al. (2007).
reportaron una nueva especie de Pythium. P.cryptoirregulare. muy cercana a P. irregulare
v Morajelo et al. (2008). con la ayuda del COXII y otro genes. identiticaron la especie P.

recalcitrans.
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Por lo tanto, con la evidencia obtenida creemos que la especie de Pythium myriotylum
que afecta a tiquizque puede ser considerada una especie nueva, que ha sufrido un proceso

de especializacion por hospedero.

Paralelamente a los resultados anteriores este estudio aporta un método de
identificacion (PCR-RFLP) mas seguro y rapido que el método en uso basado en
caracteristicas morfologicas. Este resultado tiene implicaciones practicas importantes. EIl
manejo de las entermedades en los cultivos depende primordialmente de la deteccion
exacta del agente causal. En el caso de P. myriotylum, al existir al menos dos tipos de
aislamientos. uno patogénico y otro no patogénico al cultivo de tiquizque. y si se considera
que el P. myriotylum comuin es un organismo con una presencia frecuente en los suelos
tropicales. la deteccion exacta del tipo de aislamiento presente en un suelo o en una planta
especitica es de vital importancia para la toma de decisiones sobre el manejo de la

enfermedad.
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