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RESUMEN

El hongo Lasiodiplodia theobromae es el agente causal de la pudricién
del pedunculo y muerte de tallos en una gran variedad de hospedantes. En
México L. theobromae estd asociado con estas enfermedades en cultivos
como mango, uva, papaya, rambutan, zapote y citricos, sin embargo reportes
que combinen estudios fenotipicos y genotipicos son escasos. L. theobromae
pertenece a un complejo de especies cripticas, es decir morfologia similar pero
diversas genéticamente. Es necesario determinar si L. theobromae es la Unica
especie que ocasiona la pudricion del pedunculo en el cultivo de papaya del
pais. Se conoce que las especies en el complejo Lasiodiplodia difieren en
patogenicidad y virulencia, de ahi que sea necesario identificarlas, ya que
ademas responden de manera distinta a los fungicidas utilizados en su control.

Los hongos fitopatdbgenos secretan proteinas que participan en el
proceso de patogénesis y virulencia, sin embargo, en especies de
Lasiodiplodia es escasa la informacion al respecto, por lo que conocer las
enzimas secretadas por el hongo durante la infeccibn, nos ayudarad a
comprender este proceso y asi poder establecer mejores estrategias de
prevencion y control de L. theobromae.

Lasiodiplodia es un género de impacto y amplia distribucién en cultivos
de importancia econ6mica. Es necesario conocer los aspectos de su
variabilidad fenotipica y genotipica, asi como su relacibn con zonas
geograficas de México como medida de éxito en su manejo y control. En el
presente trabajo se realizaron aislamientos a partir de frutos infectados por
Lasiodiplodia spp. colectados en las principales zonas productoras de papaya
en México. Se identificaron dos especies pertenecientes al complejo
Lasiodiplodia: Lasiodiplodia theobromae y L. pseudotheobromae mediante
técnicas morfologicas y moleculares. Se diferenciaron principalmente por el
tamafo de los conidios y por estructuras internas de picnidios. Se confirmo la

identidad mediantes secuenciacion de dos regiones del ADN, la region

Xiv



transcripta interna (ITS1-5.8S-ITS2) y un fragmento del gen factor de
elongacion 1- a (EF- a) y posterior alineacion en base de datos. En base a la
zona geografica de origen de las muestras estudiadas, se estableci6 una
relacion genética de dos zonas, la vertiente del Océano Pacifico y la del Golfo
de México. En las dos zonas se encontré una diversidad genética media alta,
lo que sugiere que no hay relacion genética entre ellas, y esto podria deberse
a las barreras geogréficas existentes (la sierra madre del sur, sierra madre
occidental). El analisis del secretoma de L. theobromae fue de mayor
diversidad enziméatica en proteasas, celulasas y pectinasas cuando se cultivd
in vitro con paredes celulares inactivas de papaya que cuando se crecio solo

en medio de cultivo tradicional.

Palabras clave
Lasiodiplodia theobromae; Lasiodiplodia pseudotheobromae; filogenia,

diversidad genética; secretoma.
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ABSTRACT

The fungus Lasiodiplodia theobromae is the causal agent of stem end
rot and die back in a variety of hosts. In Mexico L. theobromae is associated
with these diseases in crops like mango, grapes, papaya, rambutan, zapote
and citrus, however reports that combine phenotypic and genotypic studies are
still scarce. L. theobromae belongs to a complex of cryptic species, species
whose morphology is very similar but genetically different. It is necessary to
determine if L. theobromae is the only species that causes stem-end rot in
papaya fruits in the country. It is known that each species belonging to this
complex has different virulence and pathogenicity, then it is necessary to
identify them because they respond differently to the fungicides used for
controlling the disease.

Phytopathogenic fungi secrete enzymes that are involved in the
pathogenesis process and virulence; however, in Lasiodiplodia spp this
information is scarce; so knowing the secreted enzymes by the fungus during
the infection, will help us to understand this process and be able to develop
better strategies for prevention and control of diseases caused by L.
theobromae.

Lasiodiplodia is a genus of impact and widespread distribution in crops
of economic importance. It is necessary to know aspect of phenotypic and
genotypic variability, as well as its relation with geographic areas of Mexico as
a measure of success in its management and control. In the present work,
isolates were made from fruits infected by Lasiodiplodia spp., collected in the
main areas producing papaya in Mexico. Two species belonging to the complex
of cryptic species of Lasiodiplodia: L. pseudotheobromae and L. theobromae
were identified by morphological and molecular techniques. They were
characterized morphologically mainly by the size of the conidia and structures
within pycnidia. Furthermore two DNA regions, the internal transcribed region
(ITS1-5.8S-ITS2) and a fragment of the elongation factor 1 a (EF- a) gene were
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also sequenced, and the sequences were aligned with strains from a database
to confirm the identity.

Based on the geographical area of origin of the samples studied, it was
possible to establish a genetic relationship of two areas, the Pacific Ocean and
the Gulf of Mexico. In both regions a medium high genetic diversity was found,
suggesting that there is not any genetic relationship between both areas, and
this could be due to existing geographic barriers (the Sierra Madre del Sur and
the Sierra Madre Occidental).

The secretome analysis of L. theobromae was differentially of greater
enzymatic diversity of proteases, cellulases and pectinases when cultured in

vitro with inactive cell walls of papaya than growing only in culture medium.
Keywords

Lasiodiplodia theobromae; Lasiodiplodia pseudotheobromae; phylogeny,

genetic diversity; secretome.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es originaria de las zonas tropicales de
México y Centro América. Este fruto por su alto valor nutritivo y propiedades
medicinales posee caracteristicas que han contribuido a incrementar su
cultivo. La papaya se consume principalmente como fruta, ademas se usa para
preparar jugos, encurtidos, mermelada, fruta en almibar o cristalizada.
También produce latex que se extrae de los frutos verdes y tallo, el cual
contiene una enzima que favorece la digestion de las proteinas.

En la actualidad la papaya se cultiva en forma comercial no solo en las
regiones de América, sino también en Africa y Asia. México ocupa el tercer
lugar mundial en produccién de papaya, después de Brasil y Nigeria, sin
embargo ocupa el 1ler. lugar como exportador, sus exportaciones representan
el 36.7% del mercado mundial. Brasil es el segundo exportador mundial con el
12.2%. En nuestro pais, en 2012 la superficie sembrada fue de 16 250 ha 'y
una ganancia por hectarea de aproximadamente 2 700 000 pesos. Los estados
productores de este fruto, que concentran el 80% de la produccion son Colima,
Chiapas, Oaxaca, Veracruz, y Yucatan (SIAP, 2016).

La papaya, ademas de ser un excelente alimento, tiene aplicaciones en
la industria. Algunos paises han logrado incorporar valor agregado y se han
convertido en exportadores de derivados, un ejemplo es Tanzania, que
desarrollo técnicas para obtener sustancias de la pulpa y latex para utilizarlos
en procesos industriales (Gomez y Pedrero, 2000).

La plantay el fruto de papaya son vulnerables a plagas y enfermedades,
ademas que cuando se encuentran infectados es poco probable lograr su
comercializacion. Microorganismos como Pythium, Phytophthora y Fusarium
son patdgenos cuyo dafo se localiza alrededor de la base del tallo, provocan
un estrangulamiento y muerte de las plantas. Otros hongos como Phomosis y

Colletotrichum causan la pudricién del fruto. La pudricion del pedunculo de la
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papaya es causada por Lasiodiplodia spp. (Wang et al., 2007). Este hongo es
un parasito facultativo que generalmente infecta a sus plantas huéspedes
penetrando a traves de heridas y de tejidos en descomposicion. Su principal
habitat son las regiones tropicales y subtropicales. Se han identificado como
la causa de enfermedades en aproximadamente 280 especies de plantas
vasculares (Alvidrez et al., 2012).

El reciente descubrimiento de nuevas especies de Lasiodiplodia
asociadas con plantas (Alves et al., 2008) sugiere la existencia de mas de una
especie de Lasiodiplodia involucrada a la pudricién del pedidnculo de papaya
en México. La etiologia de la enfermedad es crucial para estudios
epidemioldgicos y para un mejor entendimiento de la distribucion e importancia
de las especies fungicas, y también para el establecimiento de una estrategia
y tratamiento efectivo para cada una de estas especies. Por lo tanto los
objetivos de este estudio fueron identificar las especies de Lasiodiplodia
responsables de la pudricién del pedunculo de papaya en México, determinar
la diversidad genética y virulencia de las mismas, asi como identificar las
enzimas secretadas por el hongo en las primeras fases de la infeccion.

A continuacién, se muestra una breve sinopsis de los capitulos que

integran el presente proyecto de investigacion.

Capitulo I. Una breve introduccion de la produccién del cultivo de papaya a
nivel mundial y nacional. Los usos que tiene el fruto, ademés de alimento son
utilizados en la industria farmacéutica, alimentaria, textil entre otras. Los
distintos fitopatdbgenos que afectan al cultivo, enfocdndose en las

enfermedades causadas por hongos y organismos similares a los hongos.

Capitulo 1l. Se plantea una revision de la literatura iniciando con las
generalidades del cultivo, su taxonomia. Las distintas variedades que cultivan
en el pais, de la cual predomina la variedad Maradol y recientemente se

produce Sensation y Tainung.
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Capitulo Ill. Se refiere a un primer articulo, donde se revisa la literatura y se
establece el estatus del hongo en México, se describe una lista de los cultivos
hortifruticolas que afecta y los distintos métodos de identificacion empleados.
Se aborda la taxonomia del hongo y la nueva propuesta de “One fungus one
name”. También se aborda los métodos de control quimico y biolégico entre
otros que se han aplicado para el patdgeno.

Este articulo fue publicado en Julio de 2015, en la Revista Mexicana de
Fitopatologia (ISSN 2007-3368).

Capitulo IV. Se aborda la identificacion del agente causal y se describe por
primera vez al patdgeno Lasiodiplodia pseudotheobromae afectando el cultivo
de papaya en México. Esto en base a caracteristicas morfolégicas (presencia
de estructuras sexuales o asexuales, forma y tamafio de los conidios) y en la
secuenciacion de regiones del ADN como los ITS y EF-1la. También se
determind la patogenicidad y virulencia de los aislados, encontrando a L.
pseudotheobromae como la especie mas virulenta. Este articulo se enviara a
la Revista Mexicana de Fitopatologia (ISSN 2007-3368).

Capitulo V. Aqui estimamos la diversidad genética de los aislados, en base a
su ubicacién geogréfica. Los marcadores moleculares utilizados fueron las
secuencias simples repetidas (SSR), donde se encontr6 una variabilidad
genética media alta en dos zonas, la vertiente del Océano Pacifico (con las
poblaciones de Colima y Oaxaca) y la del Golfo de México (Veracruz), y se
considera que existen barreras geograficas que limitan el intercambio genético
entre poblaciones. Este articulo se enviara a la revista Genetic and Molecular
Research (Online ISSN 1676 5680)

Capitulo VI. Se identificaron proteinas secretadas por L. theobromae en el

inicio de la infeccién. Se determind la actividad enzimatica del hongo,

encontrando proteinas implicadas en el proceso de patogénesis.
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Capitulo VII. Conclusiones generales, este capitulo expone los aportes de esta
investigacion y su relevancia en la identificacion de microorganismos

fitopatdgenos. Asi como las perspectivas de la presente investigacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pudricion del pedunculo en frutos de papaya es ocasionada por el
hongo Lasiodiplodia theobromae, sin embargo se desconoce si L. theobromae
es la Unica especie que causa la enfermedad en México. Por lo que con el
presente trabajo se podra determinar si existen otras especies involucradas,
ademas su diversidad genética, virulencia y enzimas secretadas durante la

infeccion Lasiodiplodia / fruto de papaya.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cuantas son las especies de Lasiodiplodia responsables de la

pudricion del peddnculo de papaya en México?

¢,Cudles especies de Lasiodiplodia son mas virulentas en frutos de

papaya?

¢,Cual es la diversidad genética de Lasiodiplodia spp. de acuerdo al

origen geografico de los aislamientos?

¢, Cuadles son las proteinas secretadas por Lasiodiplodia theobromae en

el fruto de papaya?
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HIPOTESIS

Al menos dos especies de Lasiodiplodia estan involucradas en la

pudricion del pedunculo en papaya en México.

Existe al menos una especie de Lasiodiplodia mas virulenta que el resto
de los aislados en frutos de papaya provenientes de los estados de Colima,

Oaxaca y Veracruz.
Los niveles de variacion genética de Lasiodiplodia spp. en papaya estan
determinados por la ubicacion geografica de la cual provienen los

aislamientos.

Las proteinas secretadas durante la infeccion por L. theobromae en

papaya son principalmente factores de virulencia.
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OBJETIVOS

General
Identificar las especies y diversidad genética de Lasiodiplodia spp.
causantes de la pudricién del pedunculo en papaya, e identificar las enzimas

secretadas en la interaccion hospedante-patdgeno.

Especificos

Caracterizar morfolégica y molecularmente a Lasiodiplodia spp.
provenientes de los cultivos de papaya de Colima, Veracruz y Oaxaca.

Determinar la virulencia de las cepas de Lasiodiplodia spp. aisladas de
los frutos de papaya de Colima, Veracruz y Oaxaca.

Estimar la diversidad genética de aislados de Lasiodiplodia spp. de
acuerdo a su ubicacion geografica de Colima, Veracruz y Oaxaca.

Identificar las proteinas secretadas por Lasiodiplodia theobromae

durante la infeccién en frutos de papaya.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades del cultivo de papaya, ocasionadas por hongos se
encuentran dentro de las mas importantes a nivel mundial ya que ocasionan
importantes pérdidas econdmicas. Una forma en que los hongos infectan a la
planta y a los frutos es a través de las heridas producidas especialmente
durante la poda y cosecha. El conocimiento de las poblaciones de
Lasiodiplodia spp. que afectan al cultivo de papaya, su distribuciéon y diversidad
genética ayudaran al establecimiento de estrategias de control que reduzcan

las pérdidas ocasionadas por el hongo.
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CAPITULO Il. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Generalidades del Cultivo

La papaya fue descubierta por el conquistador espafiol Hernan Cortés
al sur de los estados de Tabasco y Yucatan en el afio 1519. A medida que se
expandian los dominios y la influencia espafiola, la papaya se distribuy6 a

otras regiones como Filipinas, Africa y el Occidente (Posada, 2005).

Taxonomia y Clasificacion.

Es una planta de la familia Caricaceae, la cual estd compuesta por
cuatro géneros Carica, Cylicomorpha, Jacaratia y Jarilla. Se conocen 30
especies con la siguiente distribucion: Carica 21 especies, Cylicomorpha 2,
Jacaratia 6 especies y Jarilla 1. Todas son originarias de los tropicos
americanos, con excepcion del género Cylicomorpha que es originario de
Africa Ecuatorial. EI género Carica es el mas importante y entre las 21

especies, C. papaya es la de mayor importancia econdmica (Nakasone, 1994).

Descripcion General de Carica papaya L.

Es una planta arbustiva de tronco hueco que alcanza 8 a 10 metros de
altura y rara vez se ramifica. Esta especie es poligama y presenta formas
hembras, machos y hermafroditas. Solo una especie, C. goudotiana, es de
clima templado, que se ramifica liboremente y por lo general es de baja altura,
el resto de las especies son de climas tropicales a subtropicales. La fruta es
esférica, piriforme, ovalada y alargada en su forma. Esta compuesta por cinco
carpelos en su presentacion parietal; los carpelos se unen para formar una

cavidad. La fruta con menos de cinco carpelos en la hembra, tiende a ser
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alargada como el pepino (la pérdida de carpelos ocurre durante la transicion
de las flores hermafroditas normales a la esterilidad). El peso puede variar
desde los 250 g hasta 7 kg, los colores de la pulpa de las frutas varian entre
el amarillo al naranja rojizo en intensidad de palido a fuerte segun su contenido
de carotenoides. La cavidad de la fruta varia entre el estrellado y redondo. Los

sélidos solubles totales varian entre 5y 18 % (Ledn, 2000).

Variedades.

En las areas cultivadas, las variaciones encontradas entre los numerosos tipos
de papaya son muy amplias. Las variedades cultivadas de mayor exportacion

de nuestro pais son:

Solo Sunrise. Es una variedad originaria de Hawai. La floracién inicia a los
cuatro meses después del trasplante y a una altura de 1 a 1.50 metros.
Produce frutos en forma de pera y globosos, dependiendo del sexo, la pulpa
es de color rojo y los frutos pesan entre 250 y 500 gramos en promedio; los
sélidos solubles (azucares) estan en el orden de 13 a 14°Brix. La variedad
puede producir plantas masculinas, femeninas y hermafroditas. Un problema
con esta variedad es cuando se cultiva en areas con temperaturas mas bajas
que las de Hawaii, manifiestan un grado intenso de carpeloidia y esterilidad
femenina, siendo necesario hacer trabajos de adaptacion (Jiménez, 2002,
Guzman, 1998).

Maradol. Esta variedad es de origen cubano. Por su tamafio se clasifica como
semi enana, desarrolla un tronco grueso, exuberante follaje y entrenudos
cortos. Descendencia compuesta por plantas hermafroditas para frutas
alargadas y plantas femeninas para frutas redonda. Es una planta de porte
bajo con floraciones y fructificaciones tempranas. Con buen manejo el primer
corte se realiza 130 a 150 dias después del trasplante. El color externo es

amarillo naranja brillante y presenta un intenso color interior rojo salmén que
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la hace muy apreciable al consumidor. El fruto es esférico, periforme, ovalado
y/o alargado. Su peso varia, de 1500 a 2000 gramos. Su pulpa es de color rojo
zapote intenso. Tiene una concentracion de 12% Brix y solidos solubles
alrededor del 18%. Esta variedad tiene la desventaja de ser muy susceptible
al virus de la mancha anular de la papaya. Por su consistencia posee una larga
vida de anaquel y resistencia al manejo post cosecha y transporte (Jiménez,
2002).

Tainung. Las plantas son vigorosas y pueden medir a primera cosecha entre
2.50 a 3 metros de altura, desarrollan un follaje exuberante, inician la floracién
a tres meses de plantada en campo, la distancia entre nudos es corta, su
produccion de fruta es baja y es insignificante la carpeloidia lo mismo que la
esterilidad, es resistente al Virus de la Mancha Anular de la Papaya. Las frutas
de plantas hermafroditas, tienen forma alargada, presentando un verde
brillante en pre cosecha, el tamafio de la fruta varia poco, con un peso
promedio de 900 gramos, el largo promedio es de 20 centimetros y el ancho
de 12 centimetros en relacién con su tamafio. La cavidad es pequefia, no
estrellada con pulpa suave y gruesa, su color es anaranjado intenso con 12 %
Brix. Su cascara y consistencia permite larga vida de anaquel y resistencia en
el transporte (Gil y Miranda, 2005).

Sensation. Excelente calidad interna con pulpa roja de 4 cm de grosor y una
dulzura que supera los 13° Brix. No tiene un olor fuerte sino muy agradable,
similar a la hawaiana y tiene larga vida de anaquel y su
comercializacién puede ser tanto como fruta entera o como precortados. Las

papayas tienen un peso de entre 0.40y 1.2 kg (Lobo et al., 2012)

Importancia del Cultivo de Papaya

La papaya tiene varios usos industriales. Bioquimicamente, sus hojas y

frutos producen una diversidad de proteinas y alcaloides con importancia
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farmacéutica e industrial (El Moussaoui et al., 2001). La papaina, una
importante enzima proteolitica, es producida en el latex de toda la planta,
principalmente en el fruto inmaduro (Nakasone y Paull, 1998). Comercialmente
la papaya tiene diversos usos. En biotecnologia de alimentos es usada para la
produccion de goma de mascar, elaboracion de cerveza, ablandamiento de
carnes, en el desarrollo de sabores para la carne asada, para la produccién de
legumbres vy frijoles deshidratados, en la mejora del indice de dispersibilidad
de la proteina de harina de soya (Morton, 1987). En la industria farmacéutica
es un componente de jabones, champu, lociones y productos para el cuidado
de la piel, en la industria textil, para tefir telas, desgomado de la seda,
ablandamiento de lana (Villegas, 1997). También tienen varios usos médicos
y veterinarios, como la preparacion de medicamentos y de vacunas;
desparasitacion de ganado; en el tratamiento de gangrena y piel dura; para
reducir la hinchazon, fiebre y adhesiones después de la cirugia; y la disolucion

de las membranas en la difteria (Mezhlumyan et al., 2003).

Pérdidas Poscosecha de Frutos

Dentro de las principales pérdidas postcosecha de frutos destacan las
enfermedades, éstas reducen la calidad del fruto en campo y en el mercado,
son las principales responsables de pérdidas que ocurren durante el
transporte; el rango oscila entre el 10-40% en transporte terrestre y de 5-30%
en transporte aéreo, pudiendo alcanzar hasta el 75% en la fase de
comercializacién. Las pérdidas ocasionadas por enfermedades varian
dependiendo del manejo pos cosecha y los procesos de empaque (Alvarez y
Nishijima, 1987; Nakasone y Paull, 1998).

Enfermedades del Cultivo de Papaya

Las enfermedades méas importantes que limitan su produccion son: las

producidas por hongos y microorganismos parecidos a hongos como la
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pudricion del pie en plantulas (Pythium sp., Phytophthora sp y Rhizoctonia),
pudricion radicular en plantas adultas (Pythium sp. y Fusarium sp.), pudricion
del tallo (Phytophthora sp), antracnosis (Colletotrichum gloesporiodes),
mancha del fruto (Alternaria sp), mancha negra (Asperisporium caricae),
pudricion negra (Mycosphaerella caricae y Cercospora papayae), pudricion
café (Corynespora cassiicola), pudricion del fruto (Fusarium solani), cenicilla
(Sphaerotheca caricae-papayae, S. humuli, Oidiopsis taurica), pudricion del
pedunculo (Lasiodiplodia theobromae, Mycosphaerella sp., Phomopsis sp).
Otras causadas por virus como la mancha anular de la papaya, mosaico de la
papaya, o por micoplasmas como el achatamiento terminal. También estan las
enfermedades producidas por bacterias como el cancer bacteriano (Erwinia

sp) y el amarillamiento interno (Enterobacter cloacae) (Naqvi, 2004).

Sintomas

El desarrollo de sintomas sobre el pedunculo y frutos de papaya
cosechados varia de acuerdo al hongo involucrado. En infecciones por L.
theobromae se observan lesiones iniciales difusas, acuosas que se originan
en el pedunculo en forma de proyecciones de huellas dactilares, las cuales
oscurecen y coalescen rapidamente alrededor de la base del pedunculo
formando margenes ondulados. La necrosis generalmente permanece por
debajo de la cuticula, invadiendo el fruto entero en una semana si prevalecen
las condiciones ambientales favorables (alta temperatura y humedad relativa).
Puede aparecer micelio superficial alrededor del pedunculo a través de heridas
en la epidermis, asi como un exudado acuoso de color café. La produccion de
picnidios sobre la superficie del fruto comienza alrededor del pedunculo y es
una caracteristica tipica para el diagnostico (Naqgvi, 2004; Netto et al., 2014).
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CAPITULO IV. ARTICULO DE REVISION

Lasiodiplodia theobromae en Cultivos Agricolas de México: Taxonomia,

Hospedantes, Diversidad y Control

Picos Muiioz PA, Garcia Estrada RS, Ledn Felix J, Safiudo Barajas Ay Allende
Molar R. 2015. Lasiodiplodia theobromae en cultivos agricolas de México:
Taxonomia, hospedantes, diversidad y control. Revista Mexicana de
Fitopatologia 33: 54-74.

Resumen

El hongo Lasiodiplodia theobromae es el agente causal de numerosas
enfermedades de plantas en una gran variedad de hospederos. Los cultivos
hortofruticolas son particularmente sensibles a la infeccion por este hongo.
Aungue, en México L. theobromae esta asociado con la muerte descendente
y pudricion de frutos como mango, uva, papaya, rambutdn, zapote y citricos
aun es escaso el numero de reportes relacionados con enfermedades
causadas en diferentes especies vegetales. La taxonomia de L. theobromae
ha mostrado importantes progresos, con la caracterizacion de las regiones
espaciadoras intergénicas y factor de elongacién 1 alfa se ha podido
esclarecer su ubicacion filogenética y su diferenciacion con especies cripticas,
lo que ha incrementado los reportes en nuevos huéspedes vegetales. El
objetivo de esta revision es el dar a conocer el estatus de L. theobromae en

México.
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Palabras clave: Botryosphaeriaceae, muerte descendente, pudricion de frutos,

pudricion del pedunculo.

Abstract

Lasiodiplodia theobromae is the causal agent of numerous plant diseases in a
wide variety of hosts. The fruit and vegetable crops are particularly susceptible
to infection by this fungus. Althoug in Mexico, L. theobromae is associated with
dieback and fruit rot in mango, grapes, papaya, rambutan, sapote mamey and
citrus fruit, reports of this fungus on diseases of different plant species are still
missing. The taxonomy of L. theobromae has shown important progress, with
the characterization of the intergenic spacer regions and elongation factor 1
alpha their phylogenetic location and cryptic species differentiation have been
clarified and an increase of reports on new plant hosts has been made.
Therefore the aim of this review is to present the status of L. theobromae in

Mexico.

Key words: Botryosphaeriaceae, dieback, fruit rot, stem-end rot

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and Maubl. es la especie tipo del
género Lasiodiplodia es un hongo que fue descrito por primera vez alrededor
de 1890 por Saccardo, afectando frutos de cacao (Theobroma cacao) en
Ecuador (Crous y Palm, 1999). Este hongo es cosmopolita y tiene un amplio
rango de hospederos, incluidos monocotiledoneas, dicotiledéneas vy
gimnospermas, especialmente de los tropicos y subtrépicos. Es un hongo
pleomdérfico y ubicuo, por lo cual ha tenido mas de un sinébnimo (Abdollahzadeh
et al., 2010; Wang et al., 2011).

Las enfermedades ocasionadas por este patdgeno incluyen muerte
descendente, cancer, gomosis, tizon de la hoja, pudricién de raiz en plantas
maderables y cultivos (Pitt y Hocking, 2009; Shahbaz et al., 2009). L.
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theobromae es saproéfito pero se le considera un patégeno latente,
encontrdndose como endéfito en tejidos sanos de la planta, convirtiéndose en
patégeno cuando el hospedero esta debilitado o estresado (Rubini et al., 2005;
Mohali et al., 2005); también se ha reportado como un patégeno oportunista
de humanos causando infecciones subcutaneas, oculares y de o6rganos
internos (Rebell y Forster, 1976; Maslen et al., 1996; Summerbell et al., 2004;
Woo et al.,, 2008). A nivel mundial existen registros de L. theobromae
afectando cultivos frutales de mango (Jonhson, 1992), aguacate (Pegg et al.,
2003), papaya (Queiroz et al., 1997), platano (Alves et al., 2008), rambutan
(Sivakumar et al., 1997), litchi (Liu et al., 2005), uva (van Niekerk et al., 2004),
guandbana (Lutchmeah, 1988), anacardo (Cardoso et al., 2002), citricos,
duraznos (Damn et al., 2007) y longan (Serrato-Diaz et al., 2014) entre otros,

causando pérdidas econdémicas en las distintas etapas de la produccion.

En afos recientes se ha establecido su relacion filogenética con
especies cripticas a través del analisis de ADN en fragmentos de las regiones
espaciadoras intergénicas (ITS) y el factor de elongacion 1 alfa (EF-1a), lo que
ha permitido resultados mas claros de su ubicacion en relacion a especies
similares o cercanamente relacionadas (Pavlic et al., 2004; Alves et al., 2008;
Abdollahzadeh et al., 2010).

La etiologia de la enfermedad es crucial para estudios epidemiol6gicos
y para una mejor comprension de la distribucién e importancia de este hongo,
asi como para establecer estrategias y tratamientos de control efectivo. El
objetivo de este escrito es describir el estatus de L. theobromae afectando
distintos cultivos frutales y maderables en México asi como la compilacion de
los resultados publicados de los cultivos afectados enfocandose en aspectos
de biologia, patogenicidad, epidemiologia y estrategias de control de este

hongo en nuestro pais.
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Taxonomia

El hongo Lasiodiplodia theobromae se clasifica dentro de los
Ascomicetos en el orden Botryosphaeriales y en la familia Botryosphaeriaceae
(Schoch et al., 2006; Slippers et al., 2013); presenta un estado sexual
(teleomorfo), poco comun Botryosphaeria rhodina. Sin embargo no existen
descripciones recientes de su estado sexual, por lo cual se ha reportado que
éste se encuentra perdido (Phillips et al., 2008). El estado sexual de este
hongo necesita clarificarse, los resultados que se tienen hasta ahora han sido
inconclusos dado que no se han encontrado subsecuentes reportes que
confirmen esta conexion (Alves et al., 2008).

L. theobromae tuvo como sindnimo a Diplodia theobromae (Alvarez,
1976; Denman et al. 2000). En afios recientes estudios filogenéticos, basados
en las regiones ITS, realizados por Zhou y Stanosz (2001), Slippers et al.
(2004) y Phillips et al. (2008) muestran que los clados de estos dos géneros
estan separados entre si. Ademas, morfolégicamente los dos géneros son
claramente distintos. Por ejemplo, las estrias de los conidios estan presentes
solo en Lasiodiplodia de igual manera la forma sexual, se ha reportado
solamente en L. theobromae. Por lo anterior, no hay razén para considerar a
estos dos géneros como sinonimos (Phillips et al., 2013).

Por mucho tiempo se consider6 a Botryodiplodia theobromae Pat.
(1892) como el basinomio de L. theobromae, el cual fue descrito en la planta
Theobroma cacao en Ecuador; sin embargo, Crous y Palm (1999) examinaron
el tipo original conservado en Pennsylvania y encontraron un ascomiceto
valsoide por lo que el nombre de Botryodiplodia (Sacc.) Sacc. se considera
nomen dubium (nombre incierto). Por otro lado, no se ha encontrado el holotipo
de L. theobromae en herbario alguno (Pavlic et al.,, 2004) con lo que se
presume que se perdio con el tiempo. Hecho por el cual, Phillips et al. (2013)
designaron un neotipo aislado de un fruto indefinido del arrecife de coral de la

costa este en Papua Nueva Guinea, lejos de la localidad del holotipo y del
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substrato original (planta de cacao), considerando este neotipo como una cepa
de referencia para L. theobromae.

En relacion a su teleomorfo, a través del tiempo la taxonomia superior
del género Botryosphaeria (estado sexual de Lasiodiplodia theobromae) ha
tenido diferentes modificaciones. Slippers et al. (2013) indica que en un inicio
el género fue asignado a la familia Melogrammataceae, dentro del orden
Sphaeriales; posteriormente, fue situado en la familia Pseudosphaeriaceae
gue agrupaba taxones con un solo I6culo y ascostramata multiascal, dentro del
orden Dothideales, posteriormente se cred la subfamilia Botryosphaerieae y
fue colocado en ésta, pero no se le ubicé dentro de un orden. Un afio después,
se le designo en el orden Myriangiales, posteriormente se cre0 la subclase
Dothideineae dentro del nuevo orden Pseudosphaeriales y la nueva familia
Botryosphaeriaceae. Una de las razones principales de esta reorganizacion
en la clasificacion de Botryosphaeria fue la confusion respecto a la ontogenia
y morfologia de verdaderos peritecios, ascostromata y tejido intersticial
(Denman et al., 2000; Slippers et al., 2013).

En los ultimos afios, debido principalmente a la disponibilidad de
herramientas moleculares basadas en el ADN recombinante, ha surgido una
taxonomia mas solida para este grupo de hongos. Hasta hace una década la
posicion del género en la clasificacion mas alta de los ascomicetes no habia
sido resuelta (Denman et al., 2000). Estudios filogenéticos sefialan la posicion
de la familia Botryosphaeriaceae en la clase Dothiodeomycetes, situandola
dentro de Botryosphaeriales, un nuevo orden e independiente de los 6rdenes
Pleosporales y Dothideales (Crous et al., 2006). Actualmente se reconocen 6
familias dentro de este orden: Botryosphaeriaceae (con 17 géneros),
Phyllostictaceae (Phyllosticta), Planistromellaceae (Kellermania),
Aplosporellaceae (Aplosporella, Bagnisiella), Melanopsaceae (Melanops) y
Saccharataceae (Saccharata) (Slippers et al., 2013).

Los analisis basados en la secuenciacion de ADN han originado
cambios significantes en la nhomenclatura, identificacion y circunscripcion de

especies en Botryosphaeriaceae. Estos cambios son resultados de la
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implementacion de una sola nomenclatura para todas las formas (sexual y
asexual) de una especie (Hawksworth et al., 2011), incluyendo la descripcion
de especies cripticas basadas en la secuencias de ADN donde los caracteres
morfolégicos no son suficientes para este propédsito (Pavlic et al., 2009;
Sakalidis et al., 2011). Estudios contemporaneos de la familia
Botryosphaeriaceae apoyan esta mocion, basandose en que las
caracteristicas morfologicas usadas tipicamente para la clasificacion de
especies (forma del conidio o ascosporas y sus dimensiones, septacion y
pigmentacion) son frecuentemente poco fiables. También los datos ecolégicos
y geogréficos son dificiles de interpretar cuando algunas especies tienen
varios huéspedes, y un huésped tiene distintas especies (Slippers et al., 2009).
Por esta razon la mayoria, si no es que todos, los taxa incluyen la secuencia
de ADN vy su inferencia filogenética para redefinir estas clasificaciones
(Slippers et al., 2013). Por ejemplo, Liu et al. (2012) se basaron en la
amplificacion y secuenciacion de distintas regiones del genoma usando los
oligonucledtidos NS1 y NS4, LROR y LR5, ITS4 e ITS5 , EF2-728 F/ EF2-
968F y Bt2a y Bt2b (Que amplifican la region de la subunidad pequefa del
gen ribosomal nuclear, un segmento de la subunidad grande del gen RNA
ribosomal, las regiones espaciadoras intergénicas del rDNA, un segmento del
factor de elongacién 1l-alfa y un segmento del gen de B-tubulina,
respectivamente) con el objetivo de reordenar a la familia Botryosphaeriaceae
aceptando 29 géneros y 1485 especies, aclarando que faltan especies no
descritas aun y algunos complejos de especies. También se reordend el
género Macrovalsaria en esta familia, el cual es monotipico, es decir con una
sola especie M. megalospora, la cual se encuentra solamente en estado
sexual y esta genéticamente cercana a Lasiodiplodia spp. Algunos consideran
este género como el estado sexual de Lasiodiplodia spp. pero aun faltan
estudios mas profundos para confirmar esta proposicion (Liu et al., 2012).
Cambios recientes en la taxonomia de hongos, segun la nomenclatura
de algas, hongos y plantas (Codigo Melbourne), establecen solo un nombre

para cada especie de hongo, ya que durante mas de 100 afios el cddigo
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permitio los nombres de la fase asexual y la sexual de una sola especie (Rico,
2011). El género Lasiodiplodia se considera valido y se encuentra en la lista
pendiente de aprobacion por el comité de nomenclatura de hongos, lo cual
podria ocurrir en el proximo congreso internacional de botanica en China en el
afio 2017 (Kirk et al., 2013; Wijayawardene et al., 2014).

Biologia

Fisiologia y Morfologia. La principal caracteristica que distingue al género
Lasiodiplodia de otros géneros cercanamente relacionados es la presencia de
picnidios, parafisis y estriaciones longitudinales en conidios maduros. Cerca
de 20 especies han sido descritas en base a la morfologia de conidios y
parafisis. Las descripciones mas recientes de estas especies, aparte de la
morfologia, se basan en la secuenciacion de las regiones espaciadoras
intergénicas del rDNA (ITS) y factor de elongacion 1 alfa (EF-1) (Damm et al.,
2007; Netto et al., 2014).

La morfologia de su ascocarpo es de color café oscuro a negro,
agregado, con pared gruesa de color café oscuro y hialino en capas internas,
de 250-400 um de diametro. El asca es bitunicada, estipitada, con 8 esporas,
de 90-120 um de longitud. Las ascosporas son biseriadas, hialinas, aseptadas
de 30-35 x 11-14 um. EIl conidiomata es estromatico, simple o agregado,
inmerso en el hospedero y una vez maduro emerge de éste, de color café
oscuro, unilocular, de pared gruesa o delgada de color marrén, con frecuencia
setoso, de hasta 5 mm de ancho, ostiolo central, Gnico, papillado. Paréfisis
hialinas, cilindricas, tabicadas, ocasionalmente ramificadas con los extremos
redondeado hasta 55 um de largo y 3-4 um de ancho (Phillips et al., 2013).

Los conidiéforos son hialinos, simples, algunas veces septados, rara
vez ramificados, cilindricos. Las células conidiogénicas son hialinas, de pared
gruesa, lisas, cilindricas a sub-obpiriformes, holoblasticos, con una o dos
anillaciones. Los conidios son subovoides a elipsoidales, con apices

ampliamente redondeados, que se estrechan para truncar la base, mas ancha

41



a mediados del tercio superior, de paredes gruesas, con contenido granular,
en un principio hialino y aseptados, convirtiéendose a café oscuro una vez
maduros, con 1 septo, presentan depdsitos de melanina en la superficie
interior de la pared dispuestos longitudinalmente dando una apariencia
estriada con medidas de 21.5-31-5 x 13-17 pm y una proporcion de 1.9
Largo/Ancho (Figura 1) (Pitt y Hocking, 2009; Phillips et al., 2013).

Las colonias en medio de cultivo son moderadamente densas, con
micelio aéreo, inicialmente blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias y con el
tiempo adquieren un color negro. Las temperaturas de crecimiento para L.
theobromae son 15 °C minima, 28 °C como 6ptima y 40 °C como maxima
(Slippers et al., 2004; Alves et al., 2008). La esporulacion del hongo es
favorecida por fotoperiodos de mas de 16 horas de exposicion de luz lo que
permite la formacion de picnidios; por el contrario, una exposicion menor a 4
horas de luz diaria en un periodo de 23 dias inhibe la esporulacion del hongo
(Perera y Lago, 1986). La presencia de nitrégeno en el medio de cultivo
favorece la esporulacion; Saha et al. (2008) evaluaron la concentracion de
nitrégeno en distintos medios de cultivo, encontrando que el agar de papa
dextrosa (PDA) adicionado con extracto de raiz de té induce a un crecimiento
rapido y mayor del micelio, ademas de una concentracién de esporas superior
al resto de los medio evaluados.

Por muchos afios, la fisiologia de los aislamientos en la separacion de
especies del género Lasiodiplodia ha sido tema de controversia. Por ejemplo,
Alves et al. (2008) distinguieron a L. parva y L. pseudotheobromae de L.
theobromae basados en la habilidad de las dos primeras de producir un
pigmento rosa en medio PDA a 35 °C; también reportaron que L.
pseudotheobromae era la Unica que crecia a 10 °C. En contraste,
Abdollahzadeh et al. (2010) encontraron que L. theobromae a 35 °C producia
una fuerte pigmentacién rosa en PDA, ademas de que las tres especies
crecian a 10 °C. Entonces, las caracteristicas fisioldgicas tienen un valor

limitado para determinar la separacion de especies ya que existe una gran
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variabilidad en las caracteristicas fisioldégicas entre los aislamientos de una

misma especie.

Estudios filogenéticos. Al considerar la similitud en diversas secuencias de
ADN, distintos géneros se agruparian con Lasiodiplodia al grado de
considerarlos sinbnimos de éste. Phillips et al. (2013) considera a
Macrovalsaria en el grupo de este género. Esto también fue sefialado por Liu
et al. (2012), aunque no encontraron suficiente evidencia en las regiones LSU
y SSU para realizar este cambio y establecerlo como un sinénimo.

Por otro lado, aunado a la presencia cosmopolita, el amplio nimero de
huéspedes y la variabilidad morfolégica de L. theobromae, existen varias
especies cripticas. Por ejemplo, Pavlic et al. (2004) describié a L. gonubiensis
Pavlic, Slippers & Wingf en base a la morfologia y dimensiones de sus conidios
y en la secuenciacién de las regiones ITS. Posteriormente, Burgess et al.
(2006) describieron a L. crassispora, L. venezuelensis y L. rubropurpurea en
base a las regiones ITS y EF1-a y a las caracteristicas morfolégicas. Otras
especies que se consideran cripticas son L. parva y L. pseudotheobromae
(Alves et al., 2008), las cuales estan separadas por el tamafio y forma del
conidio. En L. pseudotheobromae el conidio es mas grande y elipsoidal que en
L. theobromae. También, L. parva es facilmente distinguible de las otras dos
especies ya que sus conidios son mas pequefios. Otra especie que se
considera criptica es L. mahajangana, la cual es filogenéticamente cercana a
L. theobromae pero morfolégicamente distinta pues la primera tiene conidios
relativamente més pequefos de 17.5-11.5 um (Abdollahzadeh et al., 2010).

Los marcadores SSR se han usado recientemente para examinar genes
y genotipos, modos reproductivos y especiacion de un numero de hongos,
incluyendo Botryosphaeria spp. y sus anamorfos (Burgess et al., 2006; Mohali
et al., 2005). Una investigacion sugiere que existen barreras geograficas para
el intercambio de genes entre L. theobromae, basandose en los marcadores
SSR, con aislados de Venezuela, México y Sud Africa (Mohali et al. 2005).

Shah et al. (2010) analizaron 30 aislados de L. theobromae del cultivo de pera
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en India, encontrando una alta diversidad genética entre los aislados
provenientes de distintas zonas geogréficas y poca diversidad genética entre
los aislados de la misma zona geografica.

Otros estudios de diversidad genética proponen que dos especies cripticas de
Lasiodiplodia (L. theobromae y L. pseudotheobromae), no han sido
encontradas y estudiadas en el mismo huésped por lo que no se ha podido
establecer si en algin momento ocurrio alguna hibridacién entre ambas
(Begoude et al., 2010). Al-Sadi et al. (2013) encontraron un moderado nivel de
diversidad genética en poblaciones de tres especies de Lasiodiplodia
provenientes de distintos huéspedes y origenes geogréaficos, y un alto nimero
de genotipos (no especificados) de L. theobromae, L. hormozganensis y L.
iraniensis en Oman UAE (Emiratos Arabes Unidos), también encontraron que
L. hormozganensis diferia mayormente con L. theobromae en cuanto a
diversidad genética, sugiriendo que L. hormozganensis por mucho tiempo fue
erroneamente identificada como L. theobromae, debido a que solo se disponia
de identificacion por caracteres morfolégicos de especies y a que la primera

es especie criptica de la segunda.

Patogenicidad y virulencia. La especie L. theobromae es mas virulenta en
comparacién con otros géneros y especies de la familia Botryosphaericeae.
Por ejemplo, Urbez-Torres et al. (2008) encontraron que L. theobromae es méas
virulenta que Diplodia seriata en el cultivo de vid ya que ocasiono lesiones de
mayor tamafo en los tallos inoculados. En frutos de mango L. theobromae
mostré una virulencia media-alta en comparacion con L. egyptiacae y L.
pseudotheobromae (Ismail et al., 2012); en contraste, Marques et al. (2013)
describié a L. theobromae con una virulencia media comparada con L.
hormozganensis siendo ésta la mas virulenta, ocasionando lesiones de 33.6
mm de didmetro en el fruto.

Umezurike (1979) menciona la actividad celulitica del hongo, el cual

ataca a la planta de manera similar a un hongo de pudricion suave, usando el
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almiddn y otros sacéridos presentes en el sustrato inicial de la madera antes

de la degradacion de celulosa y hemicelulosa, aunque no degrada la lignina.

Sintomatologia y epidemiologia. En la pudricion del fruto y del pedunculo, la
enfermedad est& condicionada a alta temperatura y humedad relativa (Ploetz
2003). Las lesiones ocasionadas por L. theobromae en frutos de mango son
inicialmente difusas, acuosas-hundidas dispersandose desde el pedunculo en
forma de proyecciones de huellas dactilares, las cuales oscurecen y coalescen
rapidamente alrededor de la base del pedunculo formando margenes
ondulados. La necrosis ocurre debajo de la cuticula, invadiendo la pulpa del
fruto y llegando a momificarlo. Se llegan a observar picnidios primero sobre el
pedunculo y después sobre el fruto; ademas, de las lesiones puede fluir un
exudado café (Ploetz, 2003; Ventura et al., 2004).

La principal via de entrada de L. theobromae a los hospederos es a
través de heridas producidas por herramientas de trabajo, insectos o causas
naturales (Ploetz, 2003).Se ha reportado que durante los periodos lluviosos
hay mayor produccion de esporas las cuales pueden ser diseminadas por las
gotas de lluvia y el viento (Vazquez et al., 2009). El hongo coloniza el sistema
vascular y avanza por delante de los sintomas visibles (Burgess et al., 2006;
Shahbaz et al., 2009).El hongo sobrevive sobre tejidos muertos en el arbol o
suelo (Pegg et al., 2003) y especialmente en frutos momificados (Ploetz,
2003). La incidencia de L. theobromae esta influenciada por la temperatura
(mayor a 30° C), al estrés hidrico y bajos niveles de nutricion de la planta
(Khanzada et al., 2005). Cuando los frutos son infectados en el arbol, el
patdgeno puede permanecer quiescente hasta que los frutos maduran. En
postcosecha, los frutos pueden ser infectados al colocarlos sobre el suelo
después de cosechados o a través del contacto fisico de un fruto sano con uno

enfermo (Ventura et al., 2004).
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Reportes en México

Lasiodiplodia theobromae ha sido reportado en México causando
distintas enfermedades en varios cultivos principalmente fruticolas (Cuadro 1).
El reporte mas antiguo encontrado de este patdgeno es el realizado por
Alvarez (1976) afectando el cultivo de cacao (Theobroma cacao). Otros
cultivos que también reporta son: aguacate (Persea americana), papaya
(Carica papaya) y arbol del caucho (Hevea brasiliensis Muell.) bajo el nombre
de Diplodia theobromae, en cafa de azucar (Saccharum officinarum L.) como
Diplodia cacaoicola, en chirimoya (Annona cherimola Mill) y durazno (Prunus
persica) como Diplodia natalensis causando la pudricion del fruto y gomosis,
respectivamente.

La mayoria de las descripciones de este patégeno han sido en base a
caracteristicas morfoldgicas y es a partir de la década pasada que se ha
complementado la identificacion con técnicas de biologia molecular. Entre los
reportes basados solamente en morfologia se encuentran los realizados en el
cultivo de mango (Mangifera indica) en el estado de Veracruz, donde las
condiciones ambientales agravan la situacion pues las lluvias no permiten que
el arbol recupere su follaje (Mosqueda et al., 1996). También, Romero (1993)
realiz6 una descripcion de hongos fitopatbgenos en cultivos agricolas de
México y reporté a B. theobromae afectando los frutos de los cultivos de
mango, chirimoya, algodoén, yuca, camote y barbasco. Otros reportes con el
nombre de Botryodiplodia theobromae son los de Becerra (1995) afectando el
cultivo de mango en Michoacan Nayarit y Veracruz, donde la humedad
favorece la aparicion del fitopatogeno. Tucuch et al. (2005) reportan a B.
theobromae como el agente causal de la muerte descendente en mango en
Campeche, en donde la enfermedad se presenta en mayor intensidad cuando
la humedad relativa es mayor al 80% y temperatura entre 26 a 32 °C,
manifestandose un secamiento en forma progresiva y descendente con puntos
negros en la corteza, en las hojas inicia con lesiones de color gris pardo

ocasionando una fuerte defoliacion causando la muerte del arbol. Ademas de
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los reportes anteriores, también existen otros donde solo se design6 como
agente causal a Lasiodiplodia sp. en marafion (Anacardium occidentalis)
causando necrosis en frutos en Campeche, Quintana Roo y Yucatan (Canales,
2007). También Canales (1998) describe el cancer de tronco y ramas en
mango bajo el nombre de Botryodiplodia sp., ademas de inducir la floracion al
ocasionar un estrés hidrico en las ramas y provocar un efecto de anillado.

En otros cultivos, basados Unicamente en caracteristicas morfologicas, se
incluyen los realizados por Bautista-Bafios et al. (2002) en donde reportan a
B. theobromae como el agente causal de la pudricion de frutos maduros de
mamey; Martinez (2010) reporta a L. theobromae afectando flores de jamaica
(Hibiscus sabdariffa), Herndndez (2010) lo reporta como agente causal de la
mancha negra de rambutan (Nephelium lappaceum) en poscosecha,
Hernandez et al. (2013) lo reportan asociado a la muerte descendente de
ramas en guanabana (Annona spp), aungue aun son necesarias pruebas de
patogenicidad que comprueben que es el agente causal de la enfermedad y
Varela et al. (2013) lo describen como el agente causal de la muerte de plantas
de naranjo agrio injertadas con diferentes especies de citricos en viveros, de
la muerte de ramas en en arboles de limén mexicano y de la la pudricion del
pedunculo en frutos de naranja.

Entre los reportes que consideran ademas de las caracteristicas
morfoldgicas, alguna caracterizacion molecular se encuentran los de Urbez-
Torres et al. (2008), quienes identificaron a L. theobromae ocasionando cancer
de la vid en el norte de México y el sur de Estados Unidos de Norteamérica,
para su identificacién y caracterizacion se basaron en las regiones ITS1-5.8S
e ITS 2, una region parcial del gen de beta tubulina (- tubulina), y parte del
gen del factor de elongacion 1 alfa (EF1-a); Vazquez et al. (2009) reportaron
a L. theobromae afectando varetas de zapote e identificaron al patégeno
mediante caracteristicas morfolégicas y la secuenciacion de las regiones ITS.
En el arbol de la nuez (Carya illinoensis), se encontro a L. theobromae en
asociacion a un coledptero como el agente causal de la pudricion del fruto; el

hongo fue identificado en base a las caracteristicas morfologicas y a la
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secuenciacion de las regiones ITS (Alvidrez-Villarreal et al., 2012). En el cultivo
de mango (Mangifera indica) se reportd ademas de L. theobromae a L.
pseudotheobromae (especie criptica de la primera) ocasionando pudricion del
pedunculo y muerte descendente, respectivamente. La identificacion de las
especies se bas6 en caracteristicas morfolégicas y en la amplificacion y
secuenciacion de las regiones ITS (Sandoval-Sanchez et al., 2013). En papaya
(Carica papaya), Rojo (2013) identificd, mediante caracteristicas morfologicas
y la secuencia de regiones ITS, a L. theobromae como responsable de
pudricién del pedunculo en poscosecha.

Control. Numerosos son los estudios realizados para controlar a L.
theobromae una vez detectado en el cultivo. Li et al. (1995) evaluaron
fungicidas contra L. theobromae y Botryosphaeria dothidea causantes de
gomosis en duraznos y albaricoque, encontrando que el fungicidas metil-
tiofanato inhibio el crecimiento micelial, la germinacion de conidios y controld
el desarrollo de la enfermedad en arboles de albaricoque; también reportaron
que los fungicidas asperjados, metil-tiofanato 70WP y carbendazima 50WP se
pueden usar como tratamiento auxiliar para prevenir la infeccion del patégeno.

Por otro lado, Tamayo (2007) recomienda la utilizacién de hipoclorito de
calcio y carboxin/captan, a fin de prevenir posibles pudriciones o la
manifestacion del hongo en el semillero, y antes del almacenamiento se deben
sumergir los frutos en una solucion fungicida a base de procloraz. También
recomienda aspersiones precosecha con fungicidas a base cobre, benomil,
metil tiofanato, carbendazim o tiabendazol en forma rotativa a fin de evitar la
aparicion de poblaciones del patdégeno resistentes a los fungicidas.

En un estudio de evaluacion de la sensibilidad de L. theobromae hacia
dos grupos de fungicidas se concluyé que un 91.6% de 120 aislados
provenientes de huertos de papaya fueron sensibles a los ingredientes activos
del grupo de carbamatos del tipo metil benzimidazol (benomyl y tiabendazol).
En cuanto al grupo de fungicidas del tipo inhibicion por demetilacion (Imazalil,

procloraz, tebuconazol) se encontré gran variabilidad en cuanto al grado de
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sensibilidad de los aislados analizados concluyendo que L. theobromae es
menos sensible a este grupo de fungicidas (da Silva et al., 2012).

En poscosecha, Barbosa-Martinez et al. (2002) evaluaron el efecto del
ozono, yodo y cloro en la germinacion de esporas de L. theobromae aislado
de frutos de mango y encontraron que en la aplicaciéon de yodo (500 mg.L™?) la
germinacion de esporas de L. theobromae fue de 10%; mientras que con
ozono (2.2 mg.L 1) y cloro (360 mg.L?) la germinacién de esporas fue de 30y
40%, respectivamente.

Tovar et al. (2013) reportaron que la combinacién de lavado y posterior
aplicacion de tiabendazol redujo la incidencia de la enfermedad ocasionada
por L. theobromae hasta un 81% en injertos de zapote. Los fungicidas
ciprodinil+fludioxinil, piraclostrobin+boscalid, procloraz, tebuconazol, iprodione
fueron eficaces para inhibir el crecimiento miceliar de L. theobromae in vitro.

En citricos, Varela et al. (2013) reportan la aplicacion de benomyl y
compuestos a base de oxicloruro de cobre contra L. theobromae en las
distintas etapas del cultivo. Canales (1998) sugiere, para el control del cancer
de tronco y ramas de mango, realizar una cirugia en los canceres hasta
eliminar el tejido dafiado y aplicar Benlate®, Tecto 60® o Derosal 50° en las
heridas. Tambien en mango, en la muerte descendente se recomienda podar
las heridas y realizar aspersiones de fungicidas a base de cobre cada 15-20
dias, también se puede aplicar los productos Captan, Maneb, Zineb y
Benomyl, desde el inicio de la floracion hasta un mes antes de la cosecha
(Tucuch et al., 2005). En marafibn se recomiendan podas sanitarias y
tratamiento preventivo con fungicidas a base de oxicloruro de cobre o azufre
como ingrediente activo antes de iniciar la floracién; durante la floracion y
formacion del fruto se puede utilizar un fungicida sistémico a base de Fosetyl-
al, Metalaxil-m o Triforine para reducir la incidencia de la necrosis en frutos
(Canales, 2007).
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Conclusiones

Lasiodiplodia theobromae es un patégeno con escasos estudios de
patogenicidad y rango de hospederos en México. La mayoria de los reportes
de L. theobromae se han basado en caracteristicas morfologicas. EI complejo
de especies cripticas asociadas a L. theobromae requiere de estudios que
asocien caracteristicas morfologicas y moleculares o genéticas. Las
prioridades de los programas de investigacion deberian enfocarse en
cuantificar el impacto que ocasiona este hongo en diversos cultivos, asi como
determinar el modo de infeccidn y la evaluacién de susceptibilidad a productos

quimicos para establecer lineamientos de una estrategia efectiva de control.
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Figura 2. Estructuras de Lasiodiplodia theobromae en aislado proveniente de
papaya. A) Micelio y picnidios en PDA a 14 dias de crecimiento. B) Conidios
maduros e inmaduros a 14 dias de crecimiento.
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Cuadro 1. Reportes en México de L. theobromae afectando distintos

cultivos fruticolas y maderables.

HOSPEDERO ENFERMEDAD No. DE ACCESO NCBI REFERENCIA
Anacardium Necrosis de frutos NR Canales, 2007
occidentalis
Anona spp. Muerte descendente de ramas Hernandez et al., 2013

Pudricion del fruto NR
Carica papaya Pudricién de frutos NR Mosqueda et al., 1996
Pudricion del peddnculo KC335157 Rojo, 2013
KC335158
KC806060
KC806061
KC806062
Carya illinoensis Pudricién del fruto NR Alvidrez-Villareal et al.,
2012
Citrus aurantium Muerte de plantas NR Varela et al., 2013
L.
Citrus Muerte de ramas NR Varela et al., 2013
aurantifolia
Citrus sinensis Pudricidn de la base del NR Varela et al., 2013
pedinculo
Hibiscus Manchado de céliz NR Martinez, 2010
sabdariffa L.
Mangifera indica Cancer de troncos y ramas NR Canales, 1998
Muerte descendente NR Becerra, 1995
NR Mosqueda et al., 1996
NR Tucuch et al., 2005
Pudricién del peddnculo JQ619648 Sandoval-Sanchez et al.,
JQ619649 2013
JQ619650
JQ619651
Nephelium Pudricién de frutos FJ478102.1 Hernandez, 2010
lappaceum L.
Persea Pudricién del pedunculo NR Ochoa-Ascencio et al., 2007
americana
Pinus Cancer de tallo NR Mohali et al., 2005
pseudostrobus
Pinus sp. Cancer de tallo AY236952 Slippers et al., 2004
Pouteria sapota Muerte descendente JQ245975 Bautista-Bafios et al., 2002
Pudricién de frutos Gdmez-Jaimes et al., 2009
Vazquez-Lopez et al., 2009
Theobroma Pudricién de la mazorca NR Alvarez, 1976
cacao
Vitis vinifera Muerte descendente EU012363 Urbez-Torres et al., 2008

NR= No reportado
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Especies de Lasiodiplodia Causantes de Pudricion del Pedunculo en Frutos
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Lasiodiplodia Species Causing Stem-End Rot on Papaya Fruits in Mexico
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Resumen

México es el principal pais exportador de frutos de papaya en el mundo.
Durante un estudio realizado en las principales zonas productoras de papaya,
se colectaron frutos con sintomas de pudricion del pedunculo para identificar
los hongos responsables de la enfermedad. Con base en las caracteristicas
morfologicas, el analisis de las secuencias nucleotidicas de las regiones
espaciadoras transcribibles internas (ITS1-5.8S-ITS2) y un fragmento del gen
que codifica para el factor de elongacion 1- a (EF- a), se identificé a
Lasiodiplodia theobromae y Lasiodiplodia pseudotheobromae como los
agentes causales de la pudricion del pedunculo. Este es el primer reporte de
L. pseudotheobromae ocasionando la pudricién del peddnculo en frutos de

Carica papaya L. en México.
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Palabras Clave Adicionales

Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia theobromae, pudricion del

pedunculo, Carica papaya.

Abstract

Mexico is the main exporter country worldwide of papaya fruit. During a
survey conducted in the main papaya producing areas in Mexico, papaya fruits
with stem-end rot symptoms were collected in order to identify the causal
agents of the disease. Based on cultural and morphological characteristics and
analyses of nucleotide sequences of the internal transcribed spacer region
(ITS1-5.8S-ITS2) and a fragment of the translation elongation factor 1-a (EF-
a), the pathogen was identified as Lasiodiplodia theobromae and L.
pseudotheobromae. To our knowledge, this is the first report of L.

pseudotheobromae causing stem-end rot in Carica papaya L. in Mexico.

Additional Keywords

Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae, stem end rot, Carica

papaya.

La papaya es un fruto que se exporta al mercado internacional, principalmente
por su consumo en fresco, aunque en afios recientes se ha incrementado su
uso industrial (Evans y Ballen, 2012). En México, la papaya se cultiva en una
superficie de aproximadamente 17,000 ha (SIAP, 2016). Sin embargo, la
enfermedad conocida como pudricién del peddnculo, la cual es causada por el

hongo Lasiodiplodia theobromae, ha incrementado su presencia ocasionando
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dafos y pérdidas en la produccion de este fruto (Rahman et al., 2008; Bautista-
Bafios et al., 2013). La enfermedad se presenta principalmente en frutos
poscosecha, en los cuales se observan lesiones de tipo acuosas que pueden
aparecer en cualquier parte del fruto, principalmente en la zona del pedunculo,
las cuales en un inicio son pequefas, posteriormente se agrandan y se tornan
de color negro, y finalmente se cubren de picnidios (Perseley y Ploetz, 2003).

Las especies del género Lasiodiplodia son patdégenos importantes de
distintas plantas, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Mas
de 20 especies en el género Lasiodiplodia se han descrito desde el inicio de
este siglo (Pavlic et al., 2004), cuya identificacién y diferenciacion se basa en
la morfologia de sus conidios y secuencias nucleotidicas de ciertas regiones
de ADN como ITS (espaciador transcribible interno), EF 1- a (factor de
elongacion uno alfa) y Bt (Beta tubulina). Lasiodiplodia theobromae forma
parte de un complejo de especies cripticas distinguibles entre si solamente por
diferencias en las secuencias de gen EF 1- a y Bt (Alves et al., 2008; Phillips
et al., 2013).

En México, solamente L. theobromae ha sido reportada ocasionando
pudricion del pedunculo en papaya (Alvarez, 1976), y la mayoria de estos
reportes han sido realizados considerando solo la morfologia de esporas y
caracteristicas de las colonias, las cuales se consideran insuficientes para
discriminar dentro de un complejo de especies cripticas (Phillips et al., 2013).
El objetivo de este estudio fue identificar las especies de Lasiodiplodia en
aislados obtenidos de frutos de papaya con sintomas de pudricion del

pedunculo, con base en caracteristicas morfolégicas y analisis moleculares.

Metodologia

Aislamiento y morfologia. Frutos de papaya con los sintomas caracteristicos
de la pudricion del pedunculo fueron colectados de huertos durante el periodo
2012-2014. Se tomaron piezas de tejido (5 mm) entre la parte sana y enferma,

se sumergieron en 2 % de hipoclorito de sodio por 1 minuto y lavaron dos
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veces con agua destilada estéril. Las piezas fueron colocadas en una placa
con agar papa dextrosa (PDA) e incubadas a 27°C por cinco dias. Las colonias
del hongo fueron transferidas a placas con agar extracto de malta y después
de la esporulacidon se obtuvieron cultivos monosporicos. Las caracteristicas
morfologicas (tamafio de conidio, forma, color, estriacion, septacion, picnidios)

de los aislados fueron observados y medidos por microscopia optica.

Identificacion molecular. Se extrajo el ADN de 17 aislados monosporicos
siguiendo el método descrito por Gupta et al. (2013), posteriormente la
integridad del ADN se determiné mediante un andlisis en un gel de agarosa al
1.5%, tefiido con gel red y los resultados se visualizaron en un
fotodocumentador GelDoc XR imaging system (Bio-Rad).

El ADN extraido se utiliz6 como plantilla en reacciones de amplificacion
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores ITS1 e
ITS4, EF1-728 y EF1-985R (White et al., 1990; Phillips et al., 2005). Las
reacciones de PCR fueron en un volumen final de 25 pul: 8 pl agua esteril
nanopura, 12 pl de 2X GoTaq MasterMix Buffer Promega (Promega, USA), 2
pul ADN, 1.5 pl de cada iniciador. La amplificacion se efectué en un
termociclador T100 (Bio-Rad, USA). Los productos amplificados de PCR
fueron purificados con el kit Wizard SV (Promega, USA) y enviados para su
secuenciacion en ambas direcciones (LANGEBIO), las secuencias obtenidas
se alinearon en la base de datos del centro nacional para la informacion
biotecnoldgica (NCBI). Una vez identificados se depositaron las secuencias
en la base de datos GenBank del NCBI (Cuadro 2).

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron para los conjuntos de
datos de la region ITS y EF1- a con el método de maxima de parsimonia
utilizando el software MEGA 6.0 (Tamura et al., 2007). El analisis fue el Close
Neighour Interchange (CNI) opcion de busqueda (nivel=3) con el arbol inicial
por adicion al azar (10 repeticiones), los espacios o datos faltantes fueron
considerados delecciones totales. Para conocer los valores de confianza en

los clados del arbol, se realiz6 un analisis bootstrap con 1000 repeticiones. Se
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utilizaron secuencias depositadass en la base de datos del NCBI de
Lasiodiplodia egyptiacae, L. euphorbicola, L. hormozganensis, L. parva,
Lasiodiplodia pseudotheobromae y L. theobromae (Cuadro 2) para incluirlas
como especies de referencia junto con las obtenidas en este estudio. Diplodia
seriata (nUmeros de acceso AY259093 y AY573219) se designd como la

especie fuera de grupo para la construccion del arbol evolutivo.

Pruebas de patogenicidad. Basados en la identificacion de las especies, se
tomaron tres aislados representativos de cada especie para evaluar la
patogenicidad. A cada fruto se le hicieron incisiones en la zona ecuatorial con
puntas de agujas estériles a una profundidad de 5 mm. Un disco de micelio (5
mm de diametro) tomado de una colonia en crecimiento de cinco dias de edad
de cada aislado, fue colocado directamente en la herida del fruto. Como control
se colocé de igual forma un disco de agar estéril sobre la herida producida en
el fruto de papaya. Se consider6 al aislado como patogénico si el area de
infeccion era mayor a los 5 mm de diametro a las 24 h posteriores de la
inoculacion inicial (Sakalidis et al., 2011). Los resultados obtenidos se
sometieron a un andlisis estadistico (prueba de Kruskall-Wallis) utilizando el
programa Minitab 17 para determinar la virulencia de los aislados. El

experimento se repitié 2 veces.

Resultados y Discusion

Patdgenos identificados. El hongo Lasiodiplodia crecio rapidamente en MEA,
con un micelio inicialmente blanco tornandose negro a los tres dias. Del total
de los aislados, 14 se identificaron como Lasiodiplodia theobromae (6 de
Colima, 6 de Oaxacay 2 de Veracruz) y 3 como L. pseudotheobromae (2 de
Veracruz y 1 de Oaxaca) con base en las caracteristicas morfolégicas y
secuenciacion de las regiones ITS y EF1-a. La morfologia de L. theobromae
se present6 con parafisis hialinas, cilindricas, septadas, conidias inicialmente

hialinas y aseptadas, elipsoidales a ovoides, 9-14 x 18-27 um (Figura 3a), con
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contenido granular, tornandose cafes con un septo y estrias longitudinales. En
L. pseudotheobromae se observaron paréfisis hialinas, cilindricas, aseptadas,
conidias inicialmente hialinas, aseptadas, elipsoidales a ovoides, 10-15 x 19-
28 um (Figura 3b), con contenido granular, tornandose cafes con un septo y
estrias longitudinales al madurar.

Los productos amplificados con los oligonucleétidos ITS1 - ITS4 y EF1-
728 - EF1-985R fueron de aproximadamente 550 pb y 380pb respectivamente,
y al comparar las secuencias nucleotidicas en la base de datos del GenBank
(NCBI) mostraron un 99 % de identidad con L. theobromae y L.
pseudotheobromae, respectivamente. Esto se corrobor6 mediante el andlisis
filogenético, donde se agruparon los aislados pertenecientes a cada especie
en grupos separados (Figura 4).

Lasiodiplodia pseudotheobromae es una especie criptica de L.
theobromae, ya que su morfologia es muy similar y solo se llegan a diferenciar
por secuencias genéticas, por lo que seguramente por mucho tiempo fue
confundida con esta ultima (Alves et al.,, 2008). El Unico reporte de
Lasiodiplodia pseudotheobromae en México se documentd en el cultivo de
mango en donde ocasiona muerte descendente de ramas y pudricién del
pedunculo en frutos (Sandoval-Sanchez et al., 2013).

El analisis filogenético con las regiones combinadas de ITS y EF-a
muestra una separacion entre las dos especies, ademas agrupé a L.
theobromae claramente distante de L. pseudotheobromae. Corroborando que
las especies cripticas del género Lasiodiplodia solo pueden ser distinguidas
por analisis filogenético de su ADN, morfologia y dimensiones de las conidias
y parafisis (Alves et al., 2008; Abdollahzadeh et al., 2010).

Patogenicidad de los aislados. Todos los aislados ocasionaron los sintomas
caracteristicos de la enfermedad después del primer dia de inoculacion. El
diametro promedio de la lesion fue de 39 mm para L. theobromae y de 41 mm
para L. pseudotheobromae, a las 72 h después de la inoculacion (Figura 5).

No se observaron sintomas de la enfermedad en el fruto control.
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La especie mas virulenta, de acuerdo al tamafio de la lesién, en este
estudio fue L. pseudotheobromae, lo cual coincide con Sakalidis et al. (2011)
e Ismalil et al. (2012) quienes observaron una mayor virulencia de esta especie
en mango, y con Begoude et al. (2010) en Terminalia sp. Sin embargo,
nuestros resultados contrastan con los obtenidos por Netto et al. (2014),
quienes la clasificaron como una especie con virulencia baja en papaya; por
ello es necesario realizar estudios adicionales para determinar si la variabilidad
en virulencia dentro de la misma especie esta determinada por factores
genéticos o ambientales.

El género Lasiodiplodia se conforma de aproximadamente 30 especies,
de las cuales cinco se han reportado afectando el cultivo de papaya: L.
theobromae, L. pseudotheobromae, L. hormozganensis, L. marypalme y L.
brasiliense (Phillips et al., 2013; Netto et al., 2014). En México solamente L.
theobromae se habia documentado afectando papaya, por lo que son
necesarios estudios adicionales relacionados con la patogénesis de L.
pseudotheobromae para poder establecer a corto plazo medidas de

prevencion o control del patégeno.

Conclusiones

Este es el primer reporte de especies del género Lasiodiplodia
asociadas al cultivo de papaya en México que integra caracteristicas
morfologicas, datos moleculares y patogenicidad. Los datos obtenidos pueden

ser usados para mejorar las estrategias de control del patégeno.
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Figura 3. Morfologia de Lasiodiplodia en frutos de Carica papaya. a. Masa
de conidios de L. theobromae aislado BOM108 a 40x. b. Masa de conidios de
L. pseudotheobromae aislado BOM240 a 40x.
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Figura 4. Arbol consenso obtenido de las secuencias ITS/EF de
Lasiodiplodia (longitud=190; indice de consistencia=0.953015; indice de
retencion=0.9735, 1000 replicas).
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Figura 5. Patogenicidad en frutos de Carica papaya. a. Fruto inoculado con
L. theobromae después de 72 h de la inoculacion. b. Fruto inoculado con L.
pseudotheobromae después de 72 h de la inoculacion.
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Cuadro 2. Aislados de Lasiodiplodia usados en este estudio

Especie Aislado Hospedero Origen Numero de Acceso en GenBank

ITS EF-l1a
Diplodia seriata CBS11255! Vitis vinifera Portugal AY259093* AY573219*
Lasiodiplodia egyptiacae CMM3648 Carica Papaya Brasil KF234549* KF226705*
Lasiodiplodia euphorbicola CMM3651 Jatropha curcas Brasil KF234553* KF226711*
Lasiodiplodia hormozganensis CMM2219 Carica papaya Brasil KC484834* KC481558*
Lasiodiplodia parva MUCC738 Adansonia digitata Australia GU199408* HM355855*
Lasiodiplodia pseudotheobromae SEFL61la Vaccinium spp. USA JN607094* JN607117*
Lasiodiplodia pseudotheobromae CBS447 Citrus aurantium Surinam EF622081* EF622060*
Lasiodiplodia pseudotheobromae BOM240 Carica papaya Mexico KP212096 KP212098
Lasiodiplodia pseudotheobromae LAM202 Carica papaya México KT075144 KP212060
Lasiodiplodia pseudotheobromae BOT359 Carica papaya México KR001859 KT075159
Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM2269 Carica papaya Brasil KV484821* KC481585*
Lasiodiplodia theobromae CMW9721 Schizolobium parahyba Ecuador KF886708* KF886731*
Lasiodiplodia theobromae BOM108 Carica papaya México KR001854 KT075146
Lasiodiplodia theobromae BOM226 Carica papaya México KR001855 KT075147
Lasiodiplodia theobromae BOM230 Carica papaya México KR001856 KT075130
Lasiodiplodia theobromae BOM353 Carica papaya México KT075138 KT075149
Lasiodiplodia theobromae BOS104 Carica papaya México KR001857 KT075158
Lasiodiplodia theobromae BOT112 Carica papaya México KT075139 KT075155
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Especie Aislado Hospedero Origen NUmero de Acceso en GenBank

ITS EF-la
Lasiodiplodia theobromae BOT114 Carica papaya México KT075140 KT075150
Lasiodiplodia theobromae BOT223 Carica papaya México KR001858 KT075148
Lasiodiplodia theobromae LAM118 Carica papaya México KT075141 KT075156
Lasiodiplodia theobromae LAM120 Carica papaya México KT075142 KT075151
Lasiodiplodia theobromae LAM134 Carica papaya México KR180059 KT075153
Lasiodiplodia theobromae LAM200 Carica papaya México KX355576 KT075157
Lasiodiplodia theobromae LAS600 Carica papaya México KT075143 KT075152
Lasiodiplodia theobromae LAS601 Carica papaya México KR001861 KT075145

1) Acronimos de las colecciones de cultivos: CBS— Centraalbureau voorSchimmelcultures, Utrecht, The Netherlands; CMM-Culture Collection of
Phytopathogenic Fungi “Prof. Maria Menezes’, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brazil, MUCC- Murdoch University Culture
Collection, Murdoch, Australia, YCL- Coconut Research Institute, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences, Hainan, China; BOM, BOS, BOT,
LAS, LAM Cepario del Laboratorio de Fitopatologia CIAD A.C.

") Numeros de acceso de secuencias con asterisco obtenidas de GenBank. El resto obtenidas en el presente estudio.
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Resumen

El agente causal de la pudricion del pedunculo en el fruto de papaya es
Lasiodiplodia theobromae. Se determind la variabilidad genética de 25
aislados de este hongo, obtenidos de Carica papaya en México en los estados
de Colima, Oaxaca y Veracruz, para la cual se utilizaron como marcadores
genéticos, las secuencias simples repetidas (SSR). Para el analisis de grupos
se usO el método de agrupamiento de pares con la media aritmética no
ponderada (UPGMA), obteniéndose dos grupos distintos. La diferenciacion
genética indica moderados niveles de diversidad entre las poblaciones de L.
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theobromae. Se encontré una relacion geografica entre el origen geogréafico

de los aislados, la vertiente del golfo de México y la del Océano Pacifico.

Palabras Clave

Carica papaya; Lasiodiplodia theobromae; Diversidad genética; Secuencias
simples repetidas; SSR;

Introduccion

El género Lasiodiplodia es un hongo cosmopolita que causa enfermedades en
muchas plantas de importancia comercial como el mango (Johnson, 1992),
aguacate (Pegg et al., 2003), uvas (van Niekerk et al., 2004), citricos (Damn et
al., 2007), papaya (Queiroz et al., 1997) entre otros, ocasionando pérdidas
econOmicas durante la produccion. En papaya causa la pudricion del
pedunculo, cuyos sintomas empiezan durante la maduracion del fruto, en un
inicio se observan lesiones pequefias y difusas, con un exudado café,
posteriormente se tornan de color negro y llegan a medir 4 cm de diametro.
Los margenes de las lesiones son translucidos y se van cubriendo por hifas y
picnidios del patogeno (Ploetz, 2003).

Uno de los marcadores genéticos mas utilizados en estudios de diversidad
genética, son las Secuencias Simples Repetidas (SSR), las cuales realizan
una caracterizacion de la poblacién, el flujo de genes y evidencia de
especiaciéon en muchos hongos patégenos (Fernandez et al., 2002). Los SSR
han sido usados para examinar el flujo genético en L. theobromae (Nielsen et

al.,, 2011). Se ha propuesto que existen barreras geograficas para el
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intercambio de genes entre poblaciones, como es el caso de la investigacion
de Burgess et al. (2003) con L. theobromae provenientes de Venezuela,
México y Sudafrica en donde se consider6é al Océano Atlantico como la
principal barrera geografica entre los continentes y la orografia como la barrera
interna en los paises. Shah et al. (2010) analizaron 30 aislados de L.
theobromae obtenidos de peras, encontrando una alta diversidad genética
entre las zonas de colecta y una baja diversidad para los aislados de la misma
zona. Otros estudios de diversidad proponen que dos especies cripticas de
Lasiodiplodia (L. theobromae y L. pseudotheobromae) no han sido estudiadas
en el mismo hospedero y no se a establecido si en algdn momento ocurrié una
hibridacién entre estas (Begoude et al., 2010). En México son pocos los
reportes de diversidad genética de L. theobromae, por lo que el objetivo del
presente estudio fue estimar la diversidad genética entre poblaciones

estudiadas de L. theobromae aisladas del fruto de papaya en México.

Metodologia

Aislamiento del hongo. Un total de 25 aislados de L. theobromae fueron
analizados en el presente estudio, de los cuales 10 provenian de Colima, 10
de Oaxaca y 5 de Veracruz. Se aislaron de frutos de papaya con sintomas
caracteristicos de la pudricion del pedunculo. Para el aislamiento primario, se
desinfectaron muestras de tejido, con Tween 80, y colocadas en agar extracto
de malta (MEA) a 25 °C, posteriormente se hicieron cultivos monospoéricos de

cada aislado y se preservaron en tubos con MEA.
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Extraccién de AND y SSR-PCR. Se cultivd el hongo en caldo papa-dextrosa
en agitacion continua a 120 rpm por 72 horas. El ADN fue extraido a partir del
micelio siguiendo el protocolo de Gupta et al. (2013). La concentracion de ADN
fue estimada en 1% (p/v) de gel de agarosa conteniendo redgel a 0.1 pg/mL
en 0.5 X TAE amortiguador (0.4 M, 0.5 acetato de sodio y 0.01 M EDTA, pH
7) y la visualizacion fue en luz UV. El ADN se almacen6 a -20 °C. Los
oligonucledtidos SSR (Cuadro 3) fueron usados para la huella genética de los
aislados de L. theobromae.

Se prepararon 20 yL de reaccién en tubos de 0.2 mL para PCR,
conteniendo 2.0 pL de ADN, 1 pL de cada primer, 6 pL de agua y 10 pL de 2X
GoTaq MasterMix Buffer Promega (Taq polimerasa, dNTP’s, MgCl). Para la
amplificacion en el termociclador, se programé con una desnhaturalizacién
inicial a 95 °C por 2 minutos seguida de 35 ciclos de 95 °C de 30 s, alineacién
de oligonucledtidos de 51-68 °C (dependiendo de los iniciadores a usar) por
30 s, extension de 72 °C por 35 s (10 ciclos) y 45 s (25 ciclos) y una extension
final de 72 °C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron observados en
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en 0.5 amortiguador TAE, tefiido con
redgel, el marcador molecular que se utilizo fue de 100 pb. Los geles se
corrieron a 5 V/cm por 2 h y visualizados en luz UV en un fotodocumentador

GelDoc XR imaging system (Bio-Rad).

Andlisis de datos. Los datos generados a partir de los marcadores SSR se
convirtieron a una matriz binaria, donde 1 indicaba visualizacién del producto
y 0 ausencia del mismo. El numero y porcentaje de loci polimérficos y
diversidad genética de Nei fue determinado para cada poblacion. Se utilizé el
programa POPGENE (v 1.32) para determinar la diversidad y distancia
genética de Nei. Un dendrograma basado en las medias de la diversidad
genética de Nei fue construido a partir del método de agrupamiento de pares
con la media aritmética no ponderada (UPGMA). El método estadistico
utilizado fue el coeficiente de Sorensen-Dice.
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Resultados

Huella genética de Lasiodiplodia theobromae. Se obtuvieron, en base en la
amplificacion de los marcadores SSR, un rango de 2 a 4 bandas con un total
de 27 bandas de 0.2 a 0.8 kb. Se muestra el patron de bandas obtenidas por
los oligonucledtidos LAS5and6, con 13 aislados en la Figura 6. Con este
marcador se obtuvieron bandas monomorficas en diferentes aislados, en un
rango de 0.2 — 0-6 kb.

Relacion filogenética entre los aislados de Lasiodiplodia theobromae. El
analisis de UPGMA identifico dos grupos (Fig. 7) de acuerdo con las medias
de Nei, el porcentaje fue de 98% para el grupo I. Este grupo contiene una
combinacion de aislados provenientes de Colima y Oaxaca, indicando asi que
los genotipos se agrupan de acuerdo al origen geografico de los mismos. El

otro grupo fue el de Veracruz en la costa del Golfo de México.

Diversidad genética. En general el nivel de diversidad genética de las tres
poblaciones fue de 0.329, donde para Colima se obtuvo 0.344 y en Oaxaca
0.304 indicando niveles moderados, comparados con un bajo nivel obtenido

en Veracruz de 0.114.

Discusion

La diferenciacion genética refiere niveles moderados entre los aislados,
de acuerdo a lo obtenido con la UPGM, formando dos grupos en base al origen
geografico. Esto puede implicar el movimiento del patdogeno a través de los
estados costeros mas no entre las vertientes del Golfo de México y del Océano
Pacifico.

La caracterizacion molecular del grupo de aislados de L. theobromae
analizado mostro un alto nivel de similaridad entre los aislados de Colima y

Oaxaca, formando un solo grupo. Resultados diferentes se obtuvieron por
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Mohali et al. (2005) quienes obtuvieron una baja diversidad genética entre las
poblaciones de L. theobromae de arboles maderables de México, Venezuela
y Sudafrica, y una alta diversidad entre los aislados de acuerdo al hospedero
(Pinnus spp. y Eucalyptus spp.), atribuyéndolo a una posible adaptacion del
patdbgeno al huésped. Otros estudios realizados entre poblaciones de L.
theobromae de distintos origenes geograficos indican niveles moderados de
acuerdo al origen geogréfico y niveles altos de acuerdo al hospedero
Theobroma cacao en Cameron (0.48) Pinus (0.63), Eucalyptus (0.67) y Acacia
(0.51) en Venezuela (Mohali et al., 2005; Burgess et al., 2006).
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Cuadro 3. Oligonucledtidos SSR usados en este estudio.

Oligonucledtido

Secuencia de Oligonucleétidos

Temperatura
de

alineamiento

BOT 3&4

LAS 13&14

LAS 15&16

LAS 21&22

LAS 27&28

BOT 35&36

BOT 37&38

F: 5"GACTCATTCACGGTCTCATGG
R:5 GTGGAGCGGAACTGTCTGCT
F 5GAGTTGTTAGTGCGGGCGCC
R: 5GCAGCCCCACAATTCACCAG
F: 5-GCCAGATCCGTGCCCACTG
R: 5CATGCAGAGGTCGCAAAGTG
F: 5GGAAGATGATGGGATGGTTGC
R: 5GTACAAGAACGAACTCCGGGT
F: 5CGAACAGGGTTTCGTGACGT
R: 5CTCATATCTCGCCGGTTGCC
F: 5-CTCCATCCTGATCCAGGGTCC
R: 5GACGAATCAAGCGGGCTGCCC
F: 5GGTTACTCGACGATGATCTCC
R:5"CAGTCACTTACCACGACACC

58°C

58°C

58°C

58°C

57°C

56° C

57°C
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Figura 6. Amplificacion de 13 aislados de L. theobromae usando los
marcadores LAS5and6 (SSR). M= marcador ADN; C= control negativo;
lineas 1 a 5= aislados de colima; lineas 6 a 10= aislados de Oaxaca; lineas 11
a 13= aislados de Veracruz.
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Figura 7. Dendrograma obtenido de los 25 aislados de L. theobromae
usando marcadores SSR.
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Resumen

La identificacion de los factores de virulencia en hongos es una herramienta
fundamental para el estudio de la patogénesis. En este estudio se realiz6 una
extraccion y caracterizacion de proteinas secretadas por Lasiodiplodia
theobromae a partir de micelio cultivado in vitro en contacto con pared celular
inactiva de Carica papaya. Las enzimas se recuperaron a partir de medio
liquido y precipitacion con TCA-Acetona, para la posterior separacion de
proteinas por electroforesis en 1-D y zimogramas, detectandose actividad
extracelular proteolitica y celulolitca. Los datos obtenidos forman una base util
para tratar de comprender el proceso de infecciéon y patogenicidad de L.
theobromae contribuyendo al desarrollo de estudios prote6micos para la

familia Botryosphaeriaceae.
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Palabras Clave Adicionales

1-D electroforesis, secretoma, Lasiodiplodia theobromae, Carica papaya.

Abstract

The identification of virulence factors in fungi is a fundamental tool for the study
of the pathogenesis. In this study extraction and characterization of secreted
proteins by Lasiodiplodia theobromae from mycelia grown in vitro with inactive
cell wall from Carica papaya was carried out. Enzymes were recovered from
liquid culture and precipitated by TCA-acetone protocol, for posterior protein
separation by 1-D gel electrophoresis and zymography, detecting cellulolytic
and proteolytic extracellular activity. The data obtained are useful to try to
understand the infection process and pathogenicity of L. theobromae. It will

contribute to the development of proteomic studies of the Botryosphaeriaceae.

Additional Keywords

1D electrophoresis, secretome, Lasiodiplodia theobromae, Carica papaya.

La papaya es un fruto que se exporta al mercado internacional,
principalmente por su consumo en fresco; aunque en afios recientes se ha
incrementado su uso industrial (Evans y Ballen, 2012). Las especies de
Lasiodiplodia son importantes patdogenos de distintas plantas, especialmente
en regiones tropicales y subtropicales en donde ocasionan una gran variedad
de enfermedades (Alves et al., 2008). Una de ellas es la pudricién del
pedunculo en frutos de papaya (Perseley y Ploetz, 2003), en la cual se

desconoce el mecanismo empleado por el patdgeno para infectar al fruto, asi
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como las interacciones especificas que ocurren durante el proceso de
patogénesis (Netto et al., 2014).

El estudio de las interacciones hospedante-patégeno ha estado
enfocado hacia el andlisis de las proteinas que se expresan en los espacios
intercelulares en la planta dado que es uno de los primeros lugares de contacto
para la colonizacion por el patdégeno (Girad et al., 2013). En la ultima década,
se ha incrementado el estudio del proteoma de hongos fitopatogenos
ampliando el estudio de esta interaccion, especificamente en la
caracterizacion de hongos fitopatbgenos que pueden contribuir en la
elucidacién de los mecanismos de infeccion y en el desarrollo de estrategias
de control del mismo (Gonzalez-Fernandez y Jorrin-Novo, 2012). En especifico
existe un aumento en el estudio del secretoma, el cual describe las proteinas
que son secretadas por una célula, un tejido o un organismo (Tjalsma et al.,
2000). El conocimiento del secretoma es importante pues se sabe que las
proteinas secretadas son los principales efectores en las interacciones entre
hongos patdgenos y sus hospedantes (Rafiqi et al., 2012).

En un estudio con el hongo Diplodia seriata al cultivarlo con
carboximeticelulosa como fuente de carbono, se encontraron 75 proteinas
reportadas previamente como factores de patogenicidad (Cobos et al., 2010).
En otra investigacion enfocada en conocer los factores de virulencia que
produce el hongo fitopatégeno Diplodia corticola, se identificaron 13 proteinas
con funciones en virulencia (Fernandes et al., 2014). Otros estudios se enfocan
en determinar el grupo al que pertenecen estas proteinas con un perfil
potencialmente biotecnolégico como es el caso del grupo de celulasas,
lacasas, proteasas, lipasas, pectinasas y ureasas principalmente (Esteves et
al., 2014)

El objetivo de este estudio fue extraer y caracterizar el secretoma de
Lasiodiplodia theobromae patogénica en frutos de papaya, mediante la

confrontacion in vitro del hongo con paredes celulares inactivas de papaya.
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Materiales y Métodos

Microorganismo Yy condiciones del cultivo. La cepa de Lasiodiplodia
theobromae BOM 108 (KT075146 GenBank) se utilizO en este estudio. El
hongo se reactivd en medio agar papa dextrosa (PDA) por 5 dias;
posteriormente discos de 0.5 cm de diametro con micelio en crecimiento se
inocularon en 250 mL de cultivo con sales basales, extractos insolubles en
alcohol (pared celular) de papaya Maradol (Baez-Parra 2014), sales basales y
como control agua estéril con pared celular sin discos con agar y se colocaron

en agitacion a 180 rpm por 3 dias (Gonzalez-Fernandez et al., 2010).

Obtencion de las proteinas extracelulares. Se tomé una alicuota de 35 mL de
cada uno de los medios en las cuales se realizo6 la extraccion de las proteinas
extracelulares por el método de Cobos et al. (2010). Las alicuotas fueron
centrifugadas (48400 xg 1 h a 4°C) para precipitar los polisacéridos. Al
sobrenadante se le adicion6 un volumen de TCA/acetona (20%/80% p/v) con
14% DTT y se incub6 a -20°C por 1 h. Las proteinas precipitadas se
recuperaron por centrifugacion (15000 xg, 20 min, 4°C) y el exceso de TCA se
removid por precipitacion con lavados de 10 mL de acetona fria y 10 mL de
80% acetona fria. Los residuos de acetona fueron secados a temperatura
ambiente y el precipitado fue resuspendido en 500 mL de amortiguador de lisis
(7M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris) y almacenado a -20°C. Para

determinar la concentracion se us6 el método de Bradford.
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Enzimas extracelulares. En cajas Petri con distintos sustratos fueron
colocados discos de 5 mm de micelio en crecimiento de L. theobromae
BOM108; posteriormente, las placas se incubaron a 25° C hasta 48 h
dependiendo el medio para la deteccion de pectinasas, ureasas, lacasas,
caseinasas, celulasas y proteinasas (Esteves et al., 2014). La actividad se
detecté por la formacion de un halo de inhibicion alrededor del micelio
(caseinasas, ureasas y lacasas) o por la adhesion de colorante al medio

observandose el halo de inhibicion. (celulasas, pectinasas y proteasas).

Caracterizacion de enzimas extracelulares por zimografia. Se tomaron
alicuotas de la precipitacion de proteinas extracelulares y procedi6 a realizar
zimogramas (Esteves et al., 2014). Se diluyeron las alicuotas en buffer de
muestra (62.5 mM Tris, pH 6.8, 10% SDS y 20% glicerol) y se incubaron a
temperatura ambiente por 10 minutos. Las proteinas fueron separadas en
geles de poliacrilamida nativos con el sustrato apropiado en una camara de
electroforesis Mini-Protean (Bio-Rad, USA). La electroforesis se efectu6 a 120
volt por 120 min a 4° C; posteriormente, el gel fue lavado dos veces con 0.25%
Triton X-100 por 60 minutos. Los geles se observaron en el fotodocumentador
(Bio-Rad, USA) y se estim6 el peso molecular de las proteinas observadas en
base al marcador molecular Precision Plus Protein Unstained Standard kDa
(Bio-Rad, USA).
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Electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE. Donde
30 ug de extracto de proteina se diluy6 (1:1) en 8 M urea, 100 mM Tris, 100
mM bicina, 2% SDS, 2% 2-mercaptoetanol, y se calentd por 5 min a 100° C.
Las proteinas se separaron en 12.5% SDS-PAGE de acuerdo a Laemmli
(1970), por 120 min a 120 V, en una camara Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad,
USA). . Los geles se observaron en el fotodocumentador (Bio-Rad, USA) y se
estimé el peso molecular de las proteinas observadas en base al marcador
molecular Precision Plus Protein Unstained Standard kDa (Bio-Rad, USA). Los
resultados obtenidos se compararon en las bases de datos MycoCosm
(Grigoriev et al., 2014) y JGI Fungal Program MycoCosm (Grigoriev et al.,
2011) para la presunta identificacion de las proteinas.

Resultados y Discusion

Obtencion de proteinas. Se obtuvo una mayor concentracion de proteinas en
el medio con pared celular de papaya en comparacion con el de sales basales
(Cuadro 4). Esto podria deberse a que el hongo modific6 su maquinaria
enzimatica al estar en contacto con pared celular de papaya, secretando una
mayor cantidad de enzimas que degradan la pared celular del hospedante
(Felix et al., 2016).

Actividad enzimatica extracelular. Se detecté actividad del grupo de las
proteasas, celulasas y pectinasas. De las cuales podemos deducir que el
hongo tiene la capacidad de degradar materia organica, degradar la defensa

de las plantas asi como llegar a infectar animales (Gibson et al., 2011).
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Identificacion de proteinas. El andlisis de geles de electroforesis 1 D mostro
14 proteinas (Figura 8), de las cuales se puede identificar presuntivamente a
9 (Cuadro 5) con base en reportes previos en Macrophomina phaseolina y
Neofusicoccum parvum, especies cercanamente relacionadas de la familia
Botryosphaeriaceae cuyo genoma ha sido secuenciado (Cobos et al., 2010).

Se encontr6 una primer enzima (banda 1) presuntivamente una f-
Galactosidasa, con un tamafio aproximado de 100 kDa, lo cual era de
esperarse debido a que proviene de un aislado patogénico, la funcion de esta
enzima es la degradacion de polisacaridos de la pared celular, en especifico
en la degradacion de la celulosa y ha sido reportada como factor de virulencia
en otros hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea (Zhang et al., 2014).

Las segundas enzimas encontradas (bandas 2, 3 y 10) con un tamafio
de entre 60 y 80 kDa, presuntivamente serian enzimas con actividad Glucano
1,4-a-glucosidasa, en hongos fitopatdgenos como Botrytis cinérea participan
en la degradacion de polisacaridos de la pared celular, en la degradacion de
proteinas y la asimilacion de nitrdgeno durante la descomposicion de materia
organica y compostas, también en la acidificacion del medio facilitando la
nutricion y proliferacion de la hifa durante el proceso de infeccién (Gonzalez et
al., 2013).

También se encontré enzimas con actividad glico hidrolasas (bandas 4
y 12), de tamafio aproximado a los 45 kDa cuya principal funcién es degradar
polisacaridos en la pared celular, como celulosa y xilanos para poder penetrar
el tejido del huésped, estas enzimas de hecho pueden hidrolizar los enlaces
peptidicos entre dos 0 mas carbohidratos. Se le ha reportado en organismos
patdgenos como un factor de virulencia; tal es el caso de Macrophomina
phaseolina (Schinke et al., 2012). También de las hidrolasas (banda 11) pero
con funcion catalizadora de la ruptura en los enlaces fosfodiéster se determiné
presuntivamente la enzima fosfoesterasa (Harren et al., 2013)

Del grupo de las proteasas existe presuntivamente el acido aspartico (6,
7y 13), de aproximadamente 25 kDa, el cual participa en la degradacion de la

matriz extracelular la cual a su vez estd compuesta principalmente por
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colagenos y otras proteinas, jugando asi un papel crucial como factor de
virulencia, diseminacion y evasion del hospedero. Estas enzimas se han
relacionado con patogénesis en humanos, donde participa en la degradacion
de la matriz extracelular liderando el proceso de infeccion del patdgeno (Duarte
et al., 2016).

El grupo restante son del tipo de las Xilanasas (bandas 5, 8, 9 y 14),
con tamarfos que oscilan entre los 35 y 15 kDa, cuya funcién principal es la
degradacion de polisacaridos en la pared celular y pueden en ciertos casos
inducir la respuesta de defensa del hospedero (Gibson et al., 2011).

En el Zimograma con gelatina como sustrato (Figura 9) pueden
observarse 4 enzimas del tipo de las proteasas, y 3 del tipo celulasas,
indicando asi la facilidad del patdégeno para la penetracion de la pared celular
del hospedero o bien la habilidad de modificar las sefiales quimicas producidas
por el hospedero y asi evitar generar respuestas de defensa del huésped
(Mastronunzio et al., 2008)

Conclusiones

La actividad enzimatica extracelular de Lasiodiplodia theobromae fue
mayor en presencia de pared celular de papaya, por lo cual podemos asumir
gue ante la presencia de un hospedero, el hongo Lasiodiplodia theobromae
puede inducir un arsenal de enzimas capaces de degradar la pared celular e

iniciar un proceso infeccioso.
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Cuadro 4. Concentracion de proteinas de acuerdo al medio en que se
cultivé a L. theobromae.

Aislado/Medio Concentracién de proteinas (ug ml?)
BOM108/Medio Basal 1600
BOM108/Medio Basal con Pared 3600

Celular Papaya

Pared Celular Papaya/Agua 0
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Figura 8. SDS-PAGE del secretoma de L. theobromae. M) Marcador
Precision Plus Protein Unstained Standard (kDa) 1) Crecimiento de L.
theobromae en medio minimo + pared celular de papaya 2) Crecimiento de L.
theobromae en medio minimo ¢) Medio minimo + pared celular de papaya.
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Cuadro 5. Proteinas identificadas en SDS-PAGE

BANDA PESO PROTEINA ORGANISMO FUNCION
MOLECULAR
1 100 kDa B-Galactosidasa Macrophomina  Actividad B-
phaseolina galactosidasada,
metabolismo de
carbohidratos
2 80 kDa Actividad Glucano Macrophomina  Procesos
1,4-a-glucosidasa  phaseolina catabdlicos de
los polisacaridos
3,10 60 kDa Actividad Glucano Macrophomina  Procesos
1,4-a-glucosidasa  phaseolina catabdlicos de
los polisacaridos
11 45 kDa Fosforesterasa Macrophomina  Actividad
phaseolina hidrolasa
4,12 45 kDa Familia de la Macrophomina Actividad
glicosido phaseolina hidrolasa
hidrolasas
5 35 kDa B-Xilansa Neofusicoccum  Actividad
parvum hidrolasa
proceso
metabdlico de
carbohidratos
6,7Y13 25 kDa Ac. Aspartico tipo Macrophomina  Protedlisis
endopeptidasa phaseolina
8, 14 20 kDa B-Xilanasa Macrophomina  Catalisis en la
phaseolina reaccion oxido-
reduccion
9 15 kDa B-Xilansa Neofusicoccum  Actividad
parvum hidrolasa
proceso

metabdlico de

carbohidratos
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Figura 9. Zimograma de actividad extracelular de L. theobromae. M)
Marcador molecular 1) Proteasa L. theobromae + Pared celular de papaya 2)
Proteasa L. theobromae 3) Celulasa L. theobromae + Pared celular de papaya
4) Celulasa L. theobromae
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES GENERALES

En este capitulo se presenta la integracion de los resultados y
conclusiones reportados en los capitulos IV, V y VI. Asi mismo, se sugieren
aspectos relacionados con la problematica investigada que pueden ser temas

para posteriores investigaciones.

Especies Cripticas

Los resultados mostraron la presencia de dos especies dentro del
complejo de especies cripticas de Lasiodiplodia afectando el cultivo de papaya
en Meéxico. En especifico, nuestro estudio generé el primer reporte de
Lasiodiplodia pseudotheobromae, como agente causal de la pudricién en
frutos de papaya en México. Este hallazgo muestra que es necesario utilizar
herramientas moleculares en los métodos de identificacion de hongos
fitopatdgenos dado que nuestro pais es lider en produccion y exportacion de
productos hortofruticolas y la presencia de microorganismos fitopatégenos
contindan siendo una limitante en la produccion; por otro lado, es necesario
continuar la caracterizacibn permanente de aislados en otras regiones
productoras de papaya para determinar si existen especies adicionales a las

reportadas en este estudio.

Diversidad Genética

En el estudio de las poblaciones de Lasiodiplodia theobromae
originarias de distintas regiones productoras de papaya, se confirmé que las

barreras geogréaficas impiden el libre intercambio genético entre las
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poblaciones de un microorganismo fitopatégeno. No asi el intercambio que
podria existir entre las mismas regiones. Esto fue comprobado al encontrar
mayor similitud entre poblaciones de L. theobromae originarias de regiones
localizadas en la vertiente del Océano Pacifico al compararlas con aislados del
hongo originarios del Golfo de México. Por lo cual se sugiere una mejora en el

manejo cultural del cultivo.

Virulencia

Lasiodiplodia pseudotheobromae es una especie mas virulenta que L.
theobromae en infecciones de frutos de papaya Maradol, sin embargo es
necesario realizar estudios adicionales para determinar si esta caracteristica
es similar en otros cultivares de papaya y evaluar la resistencia a fungicidas

entre las dos especies identificadas.

Secretoma

Se identificaron presuntivamente enzimas gque actian como factores de
virulencia y la confrontacion in vitro con el hospedero modulé la expresion de
proteinas extracelulares. Sin embargo, es necesario un estudio de expresion
génica en condiciones de patogénesis in vivo para confirmar la expresion

diferencial o constitutiva de estas proteinas.
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“La mujer que sigue a la multitud por lo general no llega mas alla de la
multitud. La mujer que camina por si sola es probable que se encuentre
en lugares en los que nadie ha estado antes”. Albert Einstein
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