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Colletotrichum capsici — antracnosis — deteccion molecular

Introduccion. Colletotrichum capsici es una especie
patégena que genera grandes pérdidas alrededor del
mundo, ocasionando una enfermedad conocida como
antracnosis (1). Tradicionalmente, la identificacion de la
especie que produce la enfermedad se realiza con base
en sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas, pero
estos estudios pueden ser complicados y tardados y en
ocasiones los resultados no son conclusivos. Una
alternativa eficiente es el empleo de técnicas
moleculares, como las basadas en la PCR y el uso de
iniciadores especie-especificos (2).

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue disefiar
iniciadores de PCR especificos que permitieran la
deteccién de C. capsici a partir de diferentes hospederos.

Metodologia. Se obtuvieron del GenBank las secuencias
de la regién ITS del ADN ribosomal de 17 especies de
Colletotrichum. Se realiz6 un alineamiento mdiltiple de
secuencias (3) y se disefiaron iniciadores a partir de las
divergencias entre las secuencias. La especificidad de
los iniciadores fue confirmada mediante la amplificacion
con el ADN de 21 aislados de C. capsici, con otros
aislados de Colletotrichum (C. gloeosporioides, C.
dematium, C. lindemuthianum y C. graminicola) y con
aislados de diferentes especies de hongos incluidos
ascomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos.

Resultados. Después del alineamiento de las
secuencias de la regién ITS de Colletotrichum spp. se
disefié un juego de iniciadores para la region de ADN
ribosomal (Fig. 1). El analisis de especificidad in silico
demostré que los iniciadores disefiados amplificaban
solamente para la especie C. capsici.
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Fig. 1. Comparacion de secuencias de la regién ITS de C. capsici
(HM015005 y EUO056740) y C. gloeosporioides (HM562710). La
localizacién de los iniciadores esté delimitada por los cuadros.

La especificidad de los iniciadores in vitro fue examinada
usando ADN de los aislados colectados, asi como con
ADN de las cepas de referencia. Fue posible detectar
una banda de 394 pb solamente para los aislados de C.
capsici (Fig. 2). Se realizaron diluciones sucesivas de

una solucion de ADN partiendo de 100 ng/pL hasta 10
fg/pL para determinar la sensibilidad del método el cual
permitié la amplificacién de hasta 10 pg de ADN (Fig. 3).

Fig. 2. Especificidad de los iniciadores disefiados. Linea 1, M.M.; lineas
1y 19, C. capsici ATCC 48574; lineas 2-17 y 20-24, C. capsici; lineas
25-28, C. gloeosporioides; linea 29, C. dematium ATCC 200634; linea
30, C. lindemuthianum CBS 131.57; linea 31, C. graminicola CBS
113173; lineas 32-41, C. cassiicola, T. hirsuta, P. chrysosporium, C.
lunatus, A. rolfsii, Bipolaris sp., Alternaria sp., R. solani, F. oxysporum;
lineas 18 y 42, C (-).

Fig. 3. Ensayo de sensibilidad para los iniciadores. Linea M, marcador
molecular, lineas 1-8, productos amplificados usando ADN a
concentraciones de 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1 ng/uL, 100 pg/uL, 10 pg/uL,
1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL; linea 9, C (-).

Se realizé la deteccion del hongo directamente del tejido
infectado de plantas de papaya y el patégeno fue
detectado en los tres tejidos analizados (Fig. 4)
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Fig. 4. Deteccion de C. capsici a partir de tejidos infectados. Linea 1, C.
capsici ATCC 48574; lineas 2-4 frutos de papaya infectados; lineas 5-7,
peciolos de papaya infectados; lineas 8-10, hojas de papaya infectadas;
linea 11, fruto de papaya sano.

Conclusiones. Se obtuvo un juego de iniciadores
especificos para C. capsici que logré discriminar a este
patégeno de otras especies de hongos.
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