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Resumen: El chayote [Sechium edule (Jacg.) Sw.] en Veracruz México, aporta el 85% de la produccién nacional; en postcosecha se ha detectado
afectacion al producto originada por “Moho blanco”, lo que representa menoscabos econdmicos durante el mercadeo nacional e internacional,
en esta investigacion, se identifico el fitopatdgeno Phytophthora capsici Leonian, en el ciclo agricola 2023, se llevd a cabo el muestreo de frutos
de chayote de 7 localidades del municipio de Ixtaczoquitlan, Ver., se realiz6 el proceso de: Siembra, aislamiento, purificacién, pruebas de
patogenicidad para confirmar virulencia y obtener cultivos puros del patégeno para futuras investigaciones con otros centros de investigaciéon. A
partir del muestreo de las 7 localidades, se determinaron cuatro cepas de P. capsici, de mayor virulencia por medio de una escala patométrica.
Se caracterizé el ADN por regidn espaciadora transcrita interna (ITS), Unicamente de la cepa de Cuautlapan por ser la mas agresiva en el desarrollo
de la patogénesis en fruto, representando el mayor riesgo fitosanitario, optimizando recursos y asegurando una base para futuros estudios. Esta
informacidn cientifica y el buen manejo permitira reducir la incidencia del patégeno en postcosecha, disminuir costos de produccién y fortalecer
la sanidad del cultivo, beneficiando directamente a la cadena productiva.
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Introduccién

El cultivo de chayote [Sechium edule (Jacg.) Sw.] es una hortaliza de importancia internacional, cultivada en los cinco
continentes. Desde 1998, ha sido considerado un producto no tradicional desde el 2001 (Cadena-liiiguez, 2010), con
creciente demanda de exportacion (Cadena, 2005). Su centro de origen se localiza en el estado de Veracruz, el cual
concentra la mayor diversidad genética, seguido por Oaxaca y Chiapas (SINAREFI, 2011). Actualmente, Veracruz lidera
la produccién nacional con 2,337.75 ha distribuidas en tres zonas principales (Actopan, Coscomatepec e Ixtaczoquitlan),
muchos de ellos con altos indices de marginacion (Veldzquez et al., 2021; INPI, 2022). Esta superficie representa el
78.64% del total nacional sembrado, con una produccion del 85.27%, equivalente a 166,457.94 t y un valor estimado
de $701,367,201.03 pesos M.N. (SIAP, 2019; SENASICA, 2022).

Una de las principales limitantes para su comercializacidn son las enfermedades postcosecha, al aparecer dafios en los
frutos cosechados, después de 3 o 4 dias de haber sido transportados tanto a nivel nacional como internacional. Los
frutos presentan pudriciones blandas con micelio blanquecino, asociadas a Phytophthora capsici, un Oomiceto cuya
presencia ha sido registrada en zonas chayotera de Veracruz (GlSeM, 2008; Alvarez et al., 2022). Este patégeno
prospera en ambientes humedos con temperaturas de entre 15y 23 °Cy posee una serie de adaptaciones que lo hacen
altamente virulento (Chavez, 2016).

En este estudio, se aislaron Oomicetos a partir de muestras cosechadas en siete localidades del municipio de
Ixtaczoquitlan, Ver., durante el ciclo productivo 2023. El material fue purificado y conservado in vitro para su
caracterizacién morfoldgica y molecular. Se identificd un fitopatdgeno no reportado previamente en frutos de chayote
(S. edule) en las localidades antes mencionadas, cuya caracterizacidén genética mediante la amplificacion de la region
espaciadora transcrita interna (ITS) constituye una base importante para el disefio de estrategias de manejo
fitosanitario postcosecha. Esta enfermedad, representa una gran afectacion econdmica para productores vy
exportadores, debido a que dafia estructuras como raiz, tallo y especialmente los frutos durante la etapa postcosecha
principalmente por el deterioro de frutos durante el transporte (Andrade-Luna et al., 2017).
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Desarrollo
Obtencion del inéculo

Se georreferenciaron parcelas con presencia de problemas fitosanitarios en siete localidades del municipio de
Ixtaczoquitlan, Veracruz, a fin de obtener el indculo del fitopatégeno (Tabla 1).

Tabla 1. Geoposicion de zonas de muestreo de frutos de chayote (Google Earth Pro, 2023).

Localidad Geoposicion (MSNM) Mapa con caracteristicas edafoclimaticas del municipio de Ixtaczoquitlan Ver.
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6 18°50'25_44"N 804 San Andrés;Tenejapan Fechas de imgenes: 5/16/2023  18°50'43.16"N 97 " O_elevacion 1182 m  alt. o km

97°1'24.86"0 Clima semicélido humedo con abundantes lluvias en verano, con precipitacion

pluvial: 1900 a 2600 mm, temperatura promedio entre 18°-24 ° C, con tipo de
7 18°47'51.22"N 813 vegetacion selva perennifolia, suelos del tipo Leptosol y Vertisol con orografia
97°2'9.09"0 variada (INEGI, 2021).

Durante la época de lluvias del ciclo productivo 2023, se documentaron los dafios causados por el agente patdgeno en
huertas de chayote (Figura 1). Se cosecharon al azar 420 frutos de chayote, equivalentes a 60 frutos por hectarea en
siete hectareas (una por localidad), a los 18 + 2 dias después de la floracién (antesis), conforme a la Norma Oficial
Mexicana NMX-FF-047-SCFI-2003 y la NOM-210-SSA1-2014, correspondientes a su madurez horticola o de corte, es
decir, el estado optimo para su comercializacidn, previo a la madurez fisioldgica completa.

Figura 1. Huerta comercial de chayote con incidencia de Phytophthora capsici en Ixtaczoquitlan Veracruz.
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Los frutos se embolsaron y empacaron en cajas individuales a temperatura media de 21 + 3 °C, simulando las
condiciones tipicas de manejo poscosecha para su comercializacidn. A los siete dias, se evaluaron los frutos de cada
localidad, registrandose un promedio del 20 % de incidencia de dafio (12 frutos por localidad), con sintomas visibles
compatibles con la presencia de fitopatdgenos, de acuerdo a Sanogo et al. (2023).

Formulacion de Patometria de la enfermedad en frutos de chayote

Se tomaron fotos con un equipo movil Redmi Note 12S con camara gran angular de 108MP108MPf/1.90.7um,
agrupamiento 9 en 1 en un gran pixel de 2.1um tamafio del sensor de 1/1.52" camara ultra gran angular de
8MP118°f/2.2 camara macro de 2MPf/2.4, para evaluar la severidad del fitopatégeno Phytophthora sp. en campo,
realizando una escala visual de 0 a 100% de dafio dividida en 6 niveles (Lavilla et al., 2021), ilustrada con fotos de frutos
de chayote verde liso de las 7 localidades de muestreo, del municipio de Ixtaczoquitlan Ver.

Asilamiento en cajas Petri

Se disolvieron 19.5 g de papa dextrosa agar (PDA) PROBIOTEK ° en 500 ml de agua destilada, se calenté en una parrilla
TSU-SP131325 hasta disolver, se esterilizé a 121 °Cy 20 Ib/in? por 15 min en una autoclave vertical manual modelo EV-
30. Posteriormente se vertieron 10 mL de medio papa dextrosa agar (PDA), en cajas Petri, dejando solidificar en la
campana de flujo laminar LABCONCO® Class Type A2 Purifier Biological safety Cabinet. Se realizaron cortes de tejido
enfermo en frutos de 0.50 x 0.50 cm, se desinfectaron con NaClO Cloralex® al 2% por 5 min, se enjuagaron con agua
destilada estéril. Un fragmento tejido con sintomas que origina el fitopatdgeno, se colocd por caja Petri en medio de
cultivo PDA a 23 + 2°C, por 5 dias. Todo el proceso se realizé dentro de la campana de flujo laminar LABCONCO®. Las
observaciones del crecimiento de esporangios y micelios se realizaron con un microscopio VELAB® modelo VE-BC1, 40X
y el SOFTWARE VE-MC3 para las métricas digitales de los fitopatégenos.

Purificacion de fitopatdgenos en frutos de chayote

Se realizd6 por medio de puntas hifales individualmente, en cajas Petri con medio PDA, a 22 + 2°C, por 5 dias,
obteniéndose cultivos monomicelios homogéneos sin contaminacion.

Replicacion de la enfermedad

Se recolectaron 28 frutos de chayote sanos y limpios, con madurez horticola de corte de 18 + 2 dias post antesis, seguin
lo establecido en la norma NMX-FF-047-SCFI-2003 (DOF, 2023). Los frutos presentaron un didmetro de 8-10cm,
longitud de 12-15 cm y un peso promedio de 250-300 g. Este lote fue independiente del muestreo poscosecha (420
frutos) y se obtuvo especificamente de una parcela con manejo fitosanitario éptimo, libre de sintomas visibles de
enfermedad, ubicada en las coordenadas 18°49'56.55” N, 97°04'59.74” O, a 1182 msnm. Previo al ensayo de
patogenicidad, los frutos fueron inspeccionados visualmente, lavados con agua potable, desinfectados con una solucion
de hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 2 minutos, y enjuagados con agua destilada estéril. Posteriormente, fueron
utilizados bajo condiciones controladas para realizar las pruebas de patogenicidad.

Preparacion de cultivos puros de P. capsici

Se disolvieron 20 g de agar-agar y 15 g de dextrosa, ambas MCD Lab®, en 1500 ml de agua, agitando 1 min para
homogenizar. Se vertieron 10 ml de PDA caliente en cajas Petri estériles, enfriando dentro de la campana de flujo
laminar LABCONCO®, cubriendo con sus respectivas tapas. Una vez gelificado el medio de cultivo, se realizaron las
resiembras, recubriéndolas con papel aluminio calibre 18 para que queden en total oscuridad, a 22 + 2 °C por 5 dias.

Formacion de Biomasa

Se lavaron 250 g de papa (Solanum tuberosum), cortando trozos de 4 + 2 cm, se hirvieron en 1000 ml de agua destilada
durante 45 min para obtener un caldo de papa en una parrilla Modelo: TSU-SP131325. El caldo se deposité en matraces
Erlenmeyer, esterilizando a 121 °Cy 20 Ib/in? por 15 min en una autoclave vertical manual modelo EV-30. Se colocaron
50 ml del caldo nutritivo en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, en la campana de flujo laminar LABCONCO®, para
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mantener las condiciones estériles y dejar enfriar. Se realizo la siembra de los fitopatdgenos en los matraces Erlenmeyer
de 125 ml para obtener biomasa, posterior colocandolo en un agitador orbital Scorpion Scientific®, a 131.4 rpm, se
trasvaso a tubos falcdn de 50 ml para su almacenaje a un congelador horizontal Criotec® mod. CCT-10 a — 20°C. por 7
dias.

Extraccion de ADN del Oomicete P. capsici

Se colocaron 0.25 g de micelio producto de los cultivos puros in vitro en microtubos de 1.5 mL con 500 puL de CTAB al
10 %, sumergiendo completamente la muestra. Se sometieron a ciclos de congelaciéon en nitrégeno liquido y
descongelacion a 50 °C por 30 min, seguido de vortexado e incubacién a 65 °C. Se agregaron 500 uL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), se agitd suavemente y centrifugd a 9,000 rpm por 10 min, recuperando la fase acuosa. El ADN
se precipitd con etanol absoluto o isopropanol frio, incubado a —20 °C, centrifugado a 13,000 rpm y lavado con etanol
al 70 %, secandose finalmente a temperatura ambiente 22 + 2 °C (lvors y Forsyth, 2008).

Secuenciacion del ADN del Oomicete P. capsici

Se emplearon 2 Primers: ITS5 5'(GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) 3' e ITS4 5'(TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) 3' que
se sintetizaron por la empresa T40ligo con aproximadamente 50-100 ng de ADN plasmidico (doble cadena) como molde
para la secuenciacién de la PCR. Se realizé una busqueda de similitud de secuencia utilizando GenBank BLASTN del
Centro Nacional de Informacidn Biotecnolédgica (NCBI) y se procedid a un andlisis filogenético utilizando el software
MEGAD5.0.

Resultados y Discusion

Remision de la enfermedad de sintomas de la
enfermedad

La severidad de la enfermedad en los frutos se observd
durante 7 dias, los sintomas se presentaron en el dia 2,
aparicion de una mancha de color negro-café, en la
epidermis.

Dias 3 — 5, perdida de turgencia celular y pudricién con
micelio blanquecino ramificado, con halo clordtico café
al inicio del tejido sano, a una temperatura ambiental
de 23 + 2 dentro de una camara himeda el desarrollo
del patégeno fue notable.

1. Sin sintomas, 0%

Dia 6, los frutos testigo no presentaron sintoma de
enfermedad, se comprobd que el agente causal del
“Moho blanco” del chayote (S. edule), al inducir el tipico
desarrollo de la enfermedad del 100% en los frutos.

Dia 7 se volvié a hacer el reaislamiento del micelio en
cajas Petri con medio PDA, con lo que se reprodujeron
las mismas caracteristicas de la colonia original.

Patometria de frutos de chayote
. X . 4, 41-60% 5. 61-80% 6. 81-100%
Para determinar la severidad y dafio de frutos, se
formuld una Patometria (Lavilla et al., 2021), (Figura 2),
cuya clasificacidon de acuerdo al nivel de severidad, es:

Figura 2. Patometria de frutos de chayote 2023. Escala visual
para evaluar la severidad y dafios de Phytophthora spp.
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Sin sintomas, totalmente sano y limpio;

Inicia la infeccién por medio de una mancha clorética, del 1-20% del dafio del fruto;

Se presentan el micelio blanquecino en donde hay mayor actividad biotréfica del 21-40% de dafio;
Presencia de micelio hialino y afectacion entre el 41% y 60% de la superficie del fruto;

Micelio, y actividad necrotréfica con 61-80% de dafio;

Fruto totalmente recubierto de micelio hialino en estado de descomposicion total.

oukwNE

Medidas morfométricas de esporangios

El fitopatdgeno del género Phytophthora, presenta esporangios papilados, ovoides y redondeados (Figura 3 a), algunos
asimétricos con las siguientes medidas: Largo de 21.73 ES £ 0.79 pum y ancho 11.31 ES £ 0.26 um (Figura 3 b).
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Figura 3. Fitopatdégeno del género Phytophthora (a) Esporangio de Phytophthora con papila y (b) medidas longitudinales de
esporangios.

Descripcion de Phytophthora capsici por morfologia cldsica

La Figura 4 muestra las métricas morfoldgicas de esporangios aislados en siete localidades del municipio de
Ixtaczoquitlan, con el propdsito de confirmar la presencia del fitopatdgeno que esta generando afectaciones en huertas
de chayote. Esta caracterizacion no solo permite verificar la identidad del agente causal, sino que es fundamental para
comprender su distribucion morfoldgica y posibles adaptaciones locales. En las localidades 1, 3, 5y 7, los esporangios
presentan formas elipsoides, globosas y simétricas (Abad et al., 2023); en contraste, en las localidades 2 y 6 se observan
estructuras con formas irregulares, lo que podria reflejar variabilidad intraespecifica. Esta informacion es de suma
relevancia para definir estrategias de manejo fitosanitario mas precisas, ya sea mediante el uso de productos
convencionales (agroquimicos) ya que estos generan cancer en jornaleros agricolas (Ordofiez-Beltran et al., 2019) o
bien, integrando alternativas organicas, especialmente en la etapa de postcosecha (Cota, 2021), donde se reportan las
mayores mermas econémicas en campo.

El promedio de tamafo de estructuras fue: Largo de 21.73 ES + 0.79 um y ancho 11.31 ES + 0.26 um, proporcién
largo/ancho 1.92 um, Las estructuras y formas de los fitopatégenos concuerdan con las descripciones de los autores,
que han estudiado previamente a la enfermedad. Para la identificacidn se utilizaron las claves morfolégicas de Erwin y
Ribeiro (1996) e Abad et al. (2023), del género Phytophthora capsici Leonian, en la descripcion morfométrica de los
esporangios resulta lo siguiente: Simétrico, alimonado, papilado, elipsoide, algunos globosos, simétricos y asimétricos,
en menor cantidad amorfos, que coincide con lo reportado en chayote como causante de la “Marchitez” en frutos de
chayote (S. edule) en Coscomatepec y Huatusco Ver., por: Olguin et al., (2013) y Andrade-Luna et al., (2017).
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Figura 4. Grafica de tamafios de esporangios por localidad.
Patogénesis

Una vez realizada la inoculacién del fitopatdgeno P. capsici en frutos de chayote, se llevd a cabo una prueba de
patogenicidad; con el objetivo de evaluar la agresividad y verificar los postulados de Koch. Para ello, se utilizaron tres
frutos por localidad, en los cuales se realizaron inoculaciones dirigidas en la zona del radio y la punta del fruto,
empleando una cepa aislada especifica de cada localidad. Ademas, se incluyd un fruto testigo (Totalmente sano) por
localidad, que no fue inoculado, manteniéndose bajo las mismas condiciones de desarrollo de la enfermedad. En total
se utilizaron 28 frutos (cuatro por cada una de las siete localidades evaluadas).

El fruto inoculado (Figura 5 a) presentaba inicialmente un nivel de severidad 1 segun la escala patométrica de la Figura
1, expresandose su maxima infeccidn al cuarto dia, los mas virulentos prosperaron a un nivel 5 al sexto dia (Figura 5 b).
Las cepas de P. capsici provenientes de las siete huertas mostraron un comportamiento patogénico progresivo y
constante, lo que permitio confirmar la relacidn causal del microorganismo con los sintomas observados y se validaron
los postulados de Koch bajo condiciones experimentales controladas.

A

T\

Figura 5. (a) frutos sanos inoculados con esporangios de Phytophthora capsici (b) frutos con 6 dias de inoculacién.
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Se realizd un ANOVA de un solo factor en el programa, los datos obtenidos se procesaron en Minitab, LLC. (2018). Los
resultados del analisis de comparacidon de medias utilizando el método LSD de Fisher con un nivel de confianza del 95
% como se muestra en la Figura 6, mostrandose tres grupos significativamente diferentes.

Grupo A: Incluye los fitopatégenos Ph 2, Ph 1, Ph 3, y Ph 5, con medias que oscilan entre 3.167 y 3.625. Estos
patdgenos en su crecimiento no presentan diferencias significativas entre si.

Grupo B: Comprende los fitopatdgenos Ph 7, Ph 4, y Ph 6, con medias entre 1.750 y 2.0417. Aungue estan
separados del grupo A, entre ellos no se detectan diferencias significativas.

Grupo C: Representado Unicamente por el testigo, con una media de 0.000, significativamente diferente de
todos los demas grupos.

A partir del analisis de varianza (ANOVA), se identificd un grupo de cepas fitopatdgenas con mayor nivel de agresividad
en el crecimiento y poder de infeccion, clasificadas dentro del Grupo A, el cual comprende las cepas Ph 2, Ph 1, Ph 3y
Ph 5, cuyas medias de severidad oscilaron entre 3.167 y 3.625 sin diferencias estadisticas significativas entre ellas.
Dentro de este grupo, se selecciond la cepa mas virulenta (Ph 1) como representativa para continuar con las pruebas
posteriores, dado su capacidad para desarrollar la enfermedad en frutos de chayote.
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Figura 6. Comparacién de medias por el método Tukey 95%.
Caracterizacion por Biologia Molecular

La secuencia FASTA, fue alineada y comparada en la base de datos del GenBank, empleando el Blast NCBI, (2024)
confirmando asi la identidad del fitopatégeno con una cobertura de 99.75% (Tabla 2) de secuencia de nucleétidos, RID:
8MZ49CW0013, Query: Icl|Query _8288289.

Se identifico el género Phytophthora, especie: capsici Leonian, identificado como agente causal del “Moho Blanco” en
frutos cosechados de Sechium edule (Jacq.) Sw. en la localidad de San Pablo (Ph 1), Loc. Cuautlapan Ixtaczoquitlan,
Veracruz, coincidiendo con lo documentado por el GISeM (2008; 2011a; 2011b) para las zonas productoras de
Huatusco, Coscomatepec y Tuxpanguillo, asi como por Olguin et al. (2013) y Andrade-Luna et al. (2017) en estudios
realizados en Huatusco y Coscomatepec, Veracruz.
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Tabla 2. PRIMERS usados y resultado de la secuenciacidon del Oomicete.

Nombre del cebador de secuenciacién |
Secuencia del cebador

Nombre del cebador de PCR |
Secuencia del cebador

ITS5 5' (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) 3'
ITS4 5' (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) 3'

ITS5 5' (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) 3'
ITS4 5' (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) 3'

Sujeto Puntaje Identidades
Puntaj Val
Accesion Descripcion Longitud Inicio Fin Cobertura un .aje en alor Total Porcentaje
Bits esperado
PV248646.1 Clase: Oomycete 1091 50 940 99.75 805 0.0 809/811 99.75
Reino Familia Género Especie
Protista Peronosporaceae Phytophthora capsici Leonian

Conclusiones

Se confirmé la presencia de Phytophthora capsici como agente causal del “Moho blanco” en frutos de S. edule en siete
localidades del municipio de Ixtaczoquitlan, Veracruz. Las pruebas de patogenicidad demostraron alta severidad en los
aislamientos provenientes de las localidades 1, 2, 3 y 5. El aislamiento Ph1, fue seleccionado para su caracterizacion
molecular, al presentar mayor virulencia y velocidad de crecimiento en condiciones reproducibles. Los resultados
permiten establecer una base para el diagndstico oportuno del patégeno y el disefio de estrategias integradas de
manejo postcosecha.

Esta investigacion, permite establecer diferencia frente a otros Oomicetes, sentando la base a futuras investigaciones
sobre variantes locales, resistencia genética en chayote, trabajos Interinstitucionales, y el desarrollo de bioinsumos
especificos de origen organico, al identificar los fitopatdgenos aislados mas virulentos, se fortalece no solo el valor
cientifico, sino que permitirad reducir costos econdmicos al implementar estrategias de control fitosanitario y evitar
acciones ineficaces.
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