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SUMMARY

Background. Chili is an important crop for Mexican culture. Objective. To identify the pathogen associated with the
causal agent of root rot in a native chili pepper Apaxtleco at Guerrero, Mexico. Methodology. Root samples of diseased
plants were taken from a chili plot in Apaxtla, Guerrero, and were taken to the Phytopathology Laboratory, at Colegio
Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGRO), México. Subsequently, 1 cm root sections were made
from healthy and diseased tissue, which were disinfected with 3% sodium hypochlorite for 1 min, and washed three
times with sterile distilled water for 1 min, and dried with sterile absorbent paper, later, moistened sterilized paper was
placed in the Petri dish and moistened with sterile distilled water and two slides were placed on it arranged in the shape
of a cross and at each end of the slides and in the center of these, a piece of previously disinfected root was placed.
The plates were kept at 28 °C + 2 °C for 168 h. The purification of the pathogen was carried out using the hyphal tip
and the identification was morpho-molecular. Results. The causal agent of root rot in Apaxtleco native chili plants
was Macrophomina pseudophaseolina. Implications. Our result reveals the opportunity to improve the control of this
pathogen at Guerrero, Mexico. Conclusion. M. pseudophaseolina causing root rot, in Apaxtleco native chili is reported
for the first time.
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RESUMEN
Antecedente. El chile es un cultivo muy importante para la cultura mexicana. Objetivo. Identificar el patdgeno
asociado con el agente causal de la pudricion de raiz en chile Apaxtleco nativo, en Guerrero, México. Metodologia.
Se tomaron muestras de raices de plantas enfermas de una parcela de chile en Apaxtla, Guerrero, y se llevaron al
Laboratorio de Fitopatologia del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGRO), México.
Posteriormente, se realizaron secciones de raiz de 1 ¢cm de tejido sano y enfermo, los cuales se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 3% durante 1 min, y se lavaron tres veces con agua destilada estéril durante 1 min, y se secaron
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con papel absorbente esterilizado, mas tarde, se coloco papel esterilizado humedecido en la placa de Petri y sobre él se
colocaron dos portaobjetos dispuestos en forma de cruz y en cada extremo de los portaobjetos y en el centro de estos
se colocd un trozo de raiz previamente desinfectada. Las placas se mantuvieron a 28 °C + 2 °C durante 168 h. La
purificacion del patégeno se realizd mediante punta de hifa y la identificacion fue morfomolecular. Resultados. El
agente causal de la pudricién de la raiz en plantas de chile Apaxtleco nativo fue Macrophomina pseudophaseolina.
Implicaciones: Nuestro resultado revela la oportunidad de mejorar el control de este patégeno en Guerrero, México.
Conclusion. Se reporta por primera vez M. pseudophaseolina causante de pudricion de raiz en chile Apaxtleco nativo.

Palabras Clave: Patdgeno; raiz; pudricion; identificacion.

INTRODUCCION

México se considera el centro de origen, de diversidad
genética y domesticacion del cultivo de chile,
Capsicum annuum L. (Solanaceae). Actualmente, en el
pais existen méas de 40 variedades de chile (Laborde y
P0z0,1982; Lo6pez y Castro, 2006; Montes, 2010).
Durante el ciclo 2021, la produccion de chiles secos y
verdes en el mundo fue de 4,839,309.17 t y 36, 286,
642.77 t, respectivamente (FAOSTAT, 2023). La
produccion en el ciclo 2022, fue de 20,011,529.54 t
con un valor de $MX 884,875,927.11; mientras que el
estado de Guerrero tuvo una produccion de 911,505.18
t con un valor de $MX 20,940,811.56, y para el ciclo
2022, la produccion de chile mas alta en Guerrero
estuvo conformada por 10 municipios, los cuales
fueron: Acapulco de Juarez, Atoyac de Alvarez,
Coyuca de Benitez, Cuajinicuilapa, Zihuatanejo de
Azueta, Ometepec, Petatlan, San Marcos y Técpan de
Galeana (SIAP, 2023). Sin embargo, este cultivo,
como el resto, es afectado por plagas, enfermedades y
malezas, en este caso, los hongos del suelo como:
Phytophthora  capsici Leo. (Peronosporaceae),
Rhizoctonia solani  Kihn.  (Ceratobasidiaceae),
Fusarium oxysporum Schtl. (Nectriaceae),
Verticillium spp. (Plectosphaerellaceae), Sclerotium
rolfsii Sacc (Atheliaceae) y Macrophomina phaseolina
Tassi (Goid.) (Botryosphaeriaceae) son uno de los
factores mas importantes a considerar en el cultivo, ya
que pueden provocar el 70% de mortalidad de plantas.
Este Gltimo patdgeno provoca la “pudricion carbonosa
de la raiz”, que es una enfermedad muy frecuente y
destructiva en el cultivo de chile durante el ciclo
primavera/verano, de la regién norte; aunque, en el
2014, en Senegal, se descubrié una nueva especie que
debido a su similitud morfoldgica con M. phaseolina,
se denomin6 Macrophomina pseudophaseolina Crous,
Sarr y Ndiaye (Botryosphaeriaceae) la cual fue aislada
de Arachis hypogaea L. (Fabaceae), Hibiscus
sabdariffa L. (Malvaceae) y Vigna unguiculata (L.)
Walp. (Fabaceae) y es capaz de causar la pudricion
carbonosa de la raiz (Sarr et al., 2014). Por lo antes
mencionado, el objetivo de la investigacion fue
identificar el patdégeno asociado con el agente causal

de la pudricion de raiz en chile Apaxtleco nativo, en
Guerrero.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de muestreo

El sitio de muestreo fue una parcela de chile Apaxtleco
nativo del campo experimental del Centro de Estudios
Profesionales (CEP), del Colegio Superior
Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGRO),
situado en el km 14.5 de la carretera Iguala-Cocula en
las coordenadas 18° 15° 26” latitud y 99° 39’ 46”
longitud.

Colecta de material vegetal

Se localizaron las plantas afectadas (Fig. 1) y con una
pala recta (coa) se excavo para extraer la raiz completa
de cada una de ellas y se elimind el exceso de suelo sin
dafar laraiz, y se cort6 el tallo a nivel del cuello, donde
se rotularon y se colocaron dentro de bolsas de papel
de estraza y se colocaron en hieleras de poliestireno
expandido; se obtuvo un total de 108 muestras de raiz
de una parcela de 0.5 ha, las cuales se trasladaron al
Laboratorio de Fitopatologia para su analisis.

Aislamiento del patégeno

Las raices se lavaron con agua de la llave y se cortaron
trozos de aproximadamente 1 cm (sanos y enfermos),
los cuales se desinfestaron por inmersion en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% por 1 min, se
enjuagaron en agua destilada estéril y se secaron con
papel absorbente estéril. En el fondo de una placa de
Petri limpia se coloc6 papel absorbente estéril y se
humedeci6 con agua destilada estéril y se colocaron
dos portaobjetos sobre éste (dispuestos en forma de
cruz y en cada extremo de los portaobjetos y en el
centro de estos se colocd un trozo de raiz previamente
desinfectado con hipoclorito de sodio al 1% por 1 min)
(Fig. 2). Se seleccionaron muestras de tres categorias
de raices: fina, media y gruesa, y se colocaron en
placas de Petri separadas, las cuales se rotularon y
mantuvieron a + 28 °C por 72 h.
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Figura 1. Plantas de chile, C. annum, enfermas de donde se obtuvo la raiz. A) Planta con clorosis severa, B) Planta
con marchitez severa y C) Planta en etapa reproductiva, muerta a causa de hongos habitantes del suelo.

Figura 2. Cdmaras himedas para el aislamiento del patégeno: A) Trozos de raiz gruesa; B) Trozos de raiz media; C)

Trozos de raiz fina.

Aislamiento y purificacion del patégeno

Dentro de una campana de flujo laminar vertical y con
una aguja de diseccion flameada se tomé micelio de la
raiz, y fue transferido a nuevas placas de Petri con Papa
Dextrosa Agar (PDA). Las placas fueron mantenidas a
28 °C por 48 h para posteriormente tomar las puntas de
hifas y colocarlas en medio de placas de Petri con
PDA. Se hicieron 3 repeticiones por hongo e incubaron
por 48 h a + 28 °C. Posteriormente, al obtener la
colonia pura se transfirié cada hongo a un tubo de
ensayo con PDA, los cuales fueron incubados durante

3 dias para corroborar que el crecimiento fungoso no
contara con contaminantes y fue conservada a 5 °C.

Identificacion morfo-molecular del patégeno

Con una aguja de diseccion se tomd una pequefia
porcion del hongo a partir de cepas axénicas (Fig. 3) y
fue colocada en un porta objetos con lactofenol para
observarse en un microscopio compuesto en aumento
de 10 y 40X, para la identificacion morfoldgica se
utilizaron los manuales de Watanabe (2002) y Barnett
y Hunter, (2006). La extraccion de ADN fue realizada
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con cepas axénicas de 3 dias de edad cultivada en
PDA, el micelio se raspé de la superficie de la colonia
para después ser liofilizado y congelado en nitrégeno
liquido lo cual fue macerado para obtener un polvo
fino. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
se realizaron utilizando los oligonucledtidos ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%), los  cuales
amplifican los espacios internos transcritos y el gen
5.8S del ADN ribosomal (region ITS) y generan un
producto de talla variable, aproximadamente entre 500
y 600 pares de bases (pb) (White et al., 1990). Esta
practica se realiz6 con una mezcla de reaccién en un
volumen final de 25 uL,cuyos componentes finales
fueron: amortiguador de reaccion 1X, MgCI2 2 mM,
dNTP’s 200 nM de cada uno, 20 pmoles de cada
oligonucledtido y 1 unidad de Tag DNA polimerasa
(Promega). El programa térmico consistié en mantener
una temperatura de 94°C durante 2 min, seguido de 35
ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-60 s y una

RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento puro del hongo obtenido de micelio y
microesclerocios, presentd las siguientes
caracteristicas: micelio café-grisiceo septado, muy
ramificado y de crecimiento rapido, con ritmo de 2.5
cm dia en PDA, en fotoperiodo luz-oscuridad a 30 °C,
microesclerocios negros, globosos y homogéneos, en

Figura 3. Cepas axénicas usadas para la identificacién molecular de Macrophomina sp.
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extension final de 5 min a 72 °C. Los fragmentos
amplificados por PCR fueron observados en un
transiluminador de luz UV y secuenciados
directamente en un equipo ABI PRISM® 3700 Genetic
Analyzer. La secuencia obtenida se editd6 con el
programa BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences)
(Hall, 2004). Para el andlisis evolutivo, todas las
secuencias fueron alineadas con Clustal W (Thompson
et al., 1994) incluido en el programa MEGA 7 (Kumar
et al., 2015). Las reconstrucciones filogenéticas se
realizaron para los datos del ITS1-5.8S-1TS2, con el
método de mé&xima parsimonia, utilizando el algoritmo
Subtree-Pruning-Regrafting, opcion de bulsqueda
(nivel=1) con el arbol inicial por adicién al azar (10
repeticiones). Para calcular los valores de confianza de
los clados del arbol, se realizé una prueba de bootstrap
con 1000 repeticiones  (Felsenstein, 1985).
Pestalotiopsis sp. (KM116223.1) fue utilizada como
especie fuera de grupo. Por Gltimo, las secuencias se
depositaron en la base de datos del Gen Bank.

cuanto a tamafio y forma. A los cuatro dias después de
la siembra, la colonia del hongo cubrié la superficie de
PDA en la placa de Petri (8 cm de diametro) y se tornd
de un color negruzco debido a la gran produccién de
microesclerocios. Estas caracteristicas son
determinantes para el género Macrophomina (Fig. 4)
de acuerdo a las descritas e ilustradas por Watanabe
(2002) y Sarr et al. (2014)
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Figura 4. Aislamiento, purificacién y preservacién del patégeno aislado de plantas de chile enfermas. A) Raiz
infectada; B) Picnidios creciendo en raiz; C) Micelio joven del patégeno y D) Preservacion del patégeno en tuvo de

ensayo con PDA.

La identificacion de hongos fitopatdgenos
generalmente se realiza observando las caracteristicas
morfolégicas y culturales (Hennebert y Sutton, 1994),
porque es un método facil, rapido y barato para el
investigador con experiencia, sin embargo, es
recomendable complementar con la identificacion
molecular o genética del hongo. Actualmente, la
realizacién de analisis filogenéticos multilocus han
revelado la presencia como primeros reportes de
diferentes especies de Macrophomina, las cuales son;
M. pseudophaseolina  (Sarr et al, 2014),
Macrophomina euphorbiicola A.R. Machado, D.J.
Soares & O.L. Pereira (Machado et al., 2019),
Macrophomina vaccinii Y. Zhang ter & L. Zhao (Zhao
et a., 2019) y Macrophomina tecta Vaghefi, B. Poudel
& R.G. Shivas (Poudel et al., 2021).

Por otra parte, el producto obtenido por Ila
amplificacién por PCR, con los oligonucle6tidos
especificos para el hongo de la region del espaciador
transcrito interno (ITS), presentd un tamafio de 519 pb
identificAndose como M. pseudophaseolina, secuencia
que se deposito en el Banco de Genes (Genbank) del
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(accesion KX757770.1 CSAEGro-chADMF), del
mismo modo varios autores confirmaron a éste
patdgeno usando los oligonucleétidos 1TS1/ITS4
(Brito et al., 2019; Kouadri et al., 2021).

En la reconstruccion filogenética basada en la
utilizacion de la region ITS, se identifico la especie M.
pseudophaseolina (NR 147351.1). La region ITS
logré diferenciar a la cepa M. pseudophaseolina
(KF951997.1 y KF952008.1), de las especies de M.
phaseolina con una confiabilidad bootstrap del 100%.
En el alineamiento de secuencias se observaron las
homologias y diferencias de nucledtidos entre
accesiones de M. pseudophaseolina y M. phaseolina

(Fig. 5y 6).

La distribucién de M. pseudophaseolina es menor a la
de M. phaseolina, puesto que en un estudio realizado
por Sarr et al. (2014), encontraron que de 180
aislamientos realizados, menos del 1%
correspondieron a M. pseudophaseolina. Asimismo,
estos investigadores sefialaron que el analisis ITS
indica que las dos especies pueden distinguirse en tres
duplicaciones de nucledtidos en los primeros
espaciadores transcritos internos. En ACT hay dos
diferencias nucleotidicas fijas, y en CAL 15, TEF-1 o
22 y TUB15 fijo nuclettido diferencias, sin embargo,
estos autores mencionaron que el TEF-1 o dificultd la
obtencién de wuna buena secuencia consenso,
posiblemente debido a la presencia de una copia
adicional o un pseudo gen, copia del gen en el genoma.
Un problema frecuente seria que la secuencia en una
orientacién no coincidiria con la de la otra direccion;
es decir, una direccion seria de M. phaseolina y la otra
de M. pseudophaseolina.
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Figura 5. Representacion del alineamiento multiple de secuencias de M. pseudophaseolina y M. phaseolina, utilizado para la inferencia de relaciones filogenéticas.

100 KF951997.1 Macrophomina phaseolina

l KF952008.1 Macrophomina phaseolina

‘ KX757770.1 Macrophomina pseudophaseolina CSAEGro-chADMF

100 ‘
NR 147351.1 Macrophomina pseudophaseolina

KM116223.1 Pestalotiopsis sp.

2

Figura 6. Arbol filogenético obtenido con el método de maxima parsimonia utilizando el algoritmo Subtree-Pruning Regrafting. Los valores de confiabilidad de los nodos
se formaron con 1000 repeticiones.
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CONCLUSION

Se reporta por primera vez a Macrophomina
pseudophaseolina como causante de la pudricién de
raiz en Chile Apaxtleco Nativo en Guerrero, México.
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