14.- Deteccion de )
Phytophthora cinnamomi
por técnicas moleculares.

1.- Introduccion.

Phytophthora spp es uno de los patégenos mas
importantes que afectan a los vegetales, tanto
cultivos agricolas, ornamentales como arboles
forestales, provocando graves pérdidas econo-
micas.

En Gran Canaria, las especies de Phytophthora
mas importantes por los dafios y cultivos a los
que afectan son P. infestans en papa, P. cinnamo-
mi en aguacatero, asi como varias especies de
Phytopthoras en citricos, entre otros cultivos.

Las especies de Phytophthora se clasificaban has-
ta hace poco en el Reino Fungi, pero actualmen-
te se han integrado en el Orden Peronosporales,
dentro de la Clase Oomycetos del Reino Cromis-
ta. De manera que no son verdaderos hongos,
por lo que se requieren técnicas especiales para
su aislamiento.

A excepcion de determinadas Phytophthoras
como P. infestans, cuyos sintomas y dafios afec-
tan fundamentalmente a la parte aérea, ramas
jovenes y brotes, la mayoria de especies de este
Oomycete producen pudriciones de la raiz y base
del tallo. Las plantas que sufren dichas pudri-
ciones, principalmente arboles y arbustos, por
lo general muestran sintomas tipicos de sequia
y deficiencia nutricional, tales como clorosis o
amarilleo, hojas y frutos de pequefio tamafio.
Cuando estos sintomas aparecen, la enfermedad
ya estd avanzada, y la necrosis en las raices ab-
sorbentes es evidente.

El control de las enfermedades producidas por
este Oomycete es dificil y se debe basar en la
prevencion, por ello su deteccién temprana es

fundamental para evitar su dispersiéon al resto
del cultivo.

La deteccidn de este patdgeno es complicada de-
bido a su ciclo bioldgico y a su lento crecimien-
to en cultivo in vitro frente a numerosos hongos
(Pythium, Fusarium...) y bacterias saprofitas lo
cual dificulta y enlentece su aislamiento. A esto
se suma la laboriosa y compleja identificacién
morfolégica inter e intraespecifica.

Por todo ello se han desarrollado distintas téc-
nicas de aislamiento como es el uso de cebos
(baiting) o medios de cultivos selectivos. Estos
meétodos conllevan el empleo de materiales no
siempre disponibles en nuestras condiciones cli-
maticas, tal es el caso de determinados tipos de
cebos como hojas de Quercus spp y/o el uso de
antibidticos de elevado coste, como la pimarici-
na. Ademas, estos métodos clasicos de detec-
cion de Phytophthora son muy tediosos, nece-
sitan emplear mucho tiempo y son propensos a
producir falsos negativos (Huberli et al. 2000).

Por otro lado, se han desarrollado distintos test
seroldgicos para la deteccion rapida de especies
de Phytophthora. El problema asociado a estos
test es la falta de sensibilidad y especificidad (Pet-
titetal., 2002). Por ejemplo, se produce reacciéon
cruzada con Pythium spp. Este ultimo es mucho
mas abundante en el ambiente que Phytophtho-
ra spp. por lo que utilizar este kit implicaria obte-
ner falsos positivos.

Actualmente, la técnica molecular PCR, reaccién en
cadena de la polimerasa, cada vez esta siendo mas
usada para la identificacién y deteccion de patoge-
nos debido a su alta sensibilidad y rapidez, pudien-
do incluso tener los resultados en 1-2 dias. Estas
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nuevas técnicas moleculares pueden determinar
diferencias genéticas o similitudes entre especies y
en combinacién con datos morfoldgicos permiten
resolver cuestiones relativas a la separacién y/o fu-
sion entre especies (Erwin and Ribeiro, 1996).

2.- Objetivos.

La dificultad de deteccion de Phytophthora me-
diante baiting y la compleja identificacion morfo-
l6gica mediante microscopia dptica ha llevado a
tratar de implementar dichas técnicas con la PCR.

Este ensayo se ha basado en identificar a Phyto-
phthora cinnamomi mediante PCR a través del
uso directo de pétalos inmaduros de clavel pro-
cedentes de baiting.

3.- Materiales y métodos.
Muestras

Se utilizd suelo procedente de la rizosfera de agua-
caterosy otros frutales proximos a ejemplares con
decaimiento, tipicos sintomas de Phytophthora.
Baiting

El baiting es un método indirecto de aislamien-
to consistente en utilizar cebos bioldgicos como
trampas. Las muestras de tierra tamizadas se
depositaron en contenedores plasticos y se cu-
brieron con el mismo volumen de agua destila-
da. Asentada la tierra se retiraron los restos de
materia organica de la superficie del agua y se
pusieron los pétalos de clavel inmaduros.

Los baiting se mantuvieron a temperatura am-
biente y diariamente bajo lupa binocular se ob-
servo la presencia de los esporangios tipicos de
Phytophtora proximos en los margenes de los
pétalos de clavel.

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizd mediante el mé-
todo de CTAB (Moler et al., 1992) a partir de pé-
talos con esporangios procedentes de los baiting.

Primer y amplificacion de ADN

Los primers utilizados para llevar a cabo la PCR
pertenecen al gen Lpv (P. Kong et al., 2003), el
cual codifica para una proteina de las zoosporas,
especifica de P. cinnamomi. El fragmento que
amplifica es de 450-pb (tabla 1).

Se realizaron dos tipos de PCR, convencional y a
tiempo real.

Condiciones de PCR convencional: 20 ul de re-
accion de PCR conteniendo 2 ul de muestra de
DNA, 10 pl KOD Hot Start Master Mix, 0,6 ul de
cada primer forward y reverse, y 6,8 ul agua de
PCR. La reaccion fue llevada a cabo en un Mas-
terCycler personal (Eppendorf).

Condiciones de PCR a tiempo real: 20 ul de re-
accion de PCR conteniendo 2 pl de muestra de
DNA, 10 ul Fast Faster Essential DNA Green Mas-
ter, 1 ul de cada primer forward y reverse y 6 pl
agua de PCR. La reaccion fue llevada a cabo en
un LighCycler Nano (Roche).

Programacion de los termocicladores: desnatu-
ralizacion inicial de 96 °C 2 min, seguido por 39
ciclosa94°C30s,60°C45s,72°C1min,yuna
etapa final de extension de 72 eC durante 10 min.

5 ul del producto de PCR convencional de cada
reaccion fue analizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%.

Primer | Sentido Secuencia (5°-3") Localizacién Tamafio

Forward | GTGCAGACTGTCGATGTG | PV (AF315064) 117-134 nt
LPV3 550-567 nt

GAACCACAACAGGCACGT

450 bp

Reverse

Tabla 1. Primers utilizados para la identifica-
cion de Phytophthora cinnamomi.

4.- Resultados.

Los baiting (figura 1) que manifestaron esporan-
gios a la lupa (figura 2) se capturaron para su ca-
racterizacion morfolégica mediante microscopia
Optica (figura 3). Esta primera observacion per-
mite una aproximacion al diagndstico y/o com-
plementa a la identificacién molecular. No obs-
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tante, debido a que la observacién de esporangios de los baiting es compleja y, por otro lado, a que
la técnica PCR es de una alta sensibilidad, se analizaron también mediante PCR baiting sin emision
aparente de esporangios.

Fig.1: Baitings. Fig.2: Esporangios Fig.3: Morfologia de
observados a la lupa. Phytophthora cinnamomi
al microscopio dptico

Respecto a la PCR a tiempo real, se analizaron CT de 23y unaTm de 91 2Caprox (figura 4). Resto
varias especies de Phytophthoras, otros hongos de Phytophthoras, otros hongos, pétalo estéril y
como control negativo (Fusarium, Thielaviopsis), blanco amplificaron con una Tm de 78 2C aproxi-
pétalos estériles y un blanco. Los resultados per- madamente, sin embargo, las CT fueron mayores
mitieron detectar a Pcinnamomi con un valor de o préximas a 35.

F.cinnameomi

Fig.4: Especificidad del primer Phytophthora Fig.5: Especificidad del primer de Phytoph-
cinnamomi en PCR a tiempo real. Lineas ver- thora cinnamomi en PCR convencional. Se
des muestran la deteccion del patogeno. extrajo ADN de distintas Phytophthora. MW,

marcador; 1, P. cinnamomi en aguacate; 2,
P.sp; 3, P. sp en citrico; 4, P sp, 5, P. sp en
aguacate; 6, Pythium; 7, pétalo estéril; 8,

blanco
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En cuanto a la PCR convencional, se analizaron 5
especies de Pyhtophthora obtenidas de distintas
muestras vegetales, Pythium y pétalo esteril. Los
aislados fueron analizados con el primer LPV3
con el fin de determinar la existencia de P. cin-
namomi. La electroforesis obtenida del producto
de PCR presenté una sola banda de 450 pb en Ia
muestra nimero 1 la cual correspondia a P.cinna-
momi. El resto de muestras resultaron negativas
para Pcinnamomi debido a la ausencia del frag-
mento especifico 450 pb.

5.- Discusidn y conclusidn.

Los resultados obtenidos demuestran que es via-
ble realizar tanto PCR a tiempo real como con-
vencional para el diagnostico de este Oomiceto.
La extraccion directa de ADN de Phytophohtora a
partir de pétalos de baiting permite la deteccion
de este patégeno sin necesidad de realizar siem-
bras de pétalos y/o esporangios en distintos me-
dios de cultivo. Esto permitiria reducir el tiempo
de diagndstico y costes econdmicos.

Estos primeros resultados son alentadores aun-
que para establecer esta metodologia de forma
rutinaria en la deteccioén del género Phytophtho-
ra se necesita confirmarlo en un mayor numero
de muestras.

Por otro lado, habria que tener en cuenta y mejo-
rar para futuros ensayos las condiciones de PCR
y cantidad del ADN ya que se estdn obteniendo
bandas inespeficicas. Los primers empleados han
sido previamente estudiados para la deteccion
de P. cinnamomi en tierras infectadas artificial-
mente (P. Kong, 2003) obteniéndose resultados
satisfactorios.
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