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Los cuatro tipos de nucleétidos estan diferenciados por
colores (C: azul, G: negro, T: rojo, A: verde) (C) Panel que

muestra el alineamiento de la secuencia de la cepa C109. ..... 56
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Los cuatro tipos de nucleétidos estan diferenciados por
colores (C: azul, G: negro, T: rojo, A: verde) (C) Alineamiento
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RESUMEN

Pythium irregulare es una importante especie patdgena de plantas encontrada
alrededor del mundo. Estudios de tipo morfolégicos y moleculares han
confirmado que Pythium irregulare sensu lato muestra altos niveles de
diversidad morfolégica y genética y que forma parte de un complejo de
especies. Una coleccion internacional de 120 aislados de invernaderos de
Long Island - New York colectados de diversos huéspedes fueron
seleccionados para investigar su relacion filogenética. El analisis filogenético

fue realizado en base a la caracterizacion del gen g -tubulina. Fragmentos de
aproximadamente 1200 pb del gen g -tubulina fueron amplificados con el

primer sentido Btub_F1A y el primer antisentido Btub_R1A. En el andlisis bajo
el método de maxima verosimilitud se incluyeron seis secuencias, cuatro
correspondientes a especies del complejo Pythium irregulare (P. irregulare
sensu stricto, P. cryptoirregulare, P. cylindrosporum) y las secuencias de
Pythium spinosum y Pythium sylvaticum usadas como grupos externos. El
arbol filogenético consenso obtenido reveld la formacion de tres grupos
principales con un soporte “bootstrap” moderado-alto (Valor p < 0.05). Los
resultados no mostraron una clara separacion entre las especies del complejo
P. irregulare, lo cual es consistente con otros estudios preliminares. El analisis
del gen B-tubulina como loci individual fue util pero no garantizé una filogenia
de especies completamente segura por lo que un analisis concatenado de
genes seria un mejor método para la reconstruccion filogenética. La
discriminacion entre las especies de este complejo es fundamental para el

estudio de su epidemiologia y para el manejo de las enfermedades que causa.

Palabras clave:

Pythium irregulare, Sensu lato, Filogenética, Maxima verosimilitud, Bootstrap
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ABSTRACT

Pythium irregulare is an important plant pathogenic species found around the
world. Morphological and molecular studies have confirmed that Pythium
irregulare sensu lato shows high levels of morphological and genetic diversity
and is part of a species complex. An international collection of 120 isolates
from greenhouses of Long Island - New York collected from diverse host were
selected to investigate their phylogenetic relationship. Phylogenetic analyses
were performed based on the characterization of the B-tubulin gene.
Fragments of approximately 1200 bp of B -tubulin gene were amplified with the
forward primer Btub_F1A and reverse primer Btub_R1A. The analysis under
the maximum likelihood method included six sequences, four corresponding
to Pythium irregulare species complex (P. irregulare sensu stricto, P.
cryptoirregulare, P. cylindrosporum) and sequences of Pythium spinosum and
Pythium sylvaticum as outgroups. The consensus phylogenetic tree obtained
revealed the formation of three major groups with a moderate-high "bootstrap"
support (p-value <0.05). The results showed no clear separation between
species within the P. irregulare complex, which is consistent with other
preliminary studies. Analysis of the B -tubulin gene as single loci was useful
but not guaranteed a completely and secure phylogeny of species so a
concatenated gene analysis would be a better method for phylogenetic
reconstruction. Discrimination among species of this complex is essential for

the study of their epidemiology and management of diseases that cause.

Key words:

Pythium irregulare, sensu lato, Phylogenetic, Maximum likelihood, Bootstrap.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Formulacién del problema

Pythium es un género de oomicetos patdégenos de plantas encontrados
alrededor del mundo. En invernaderos, viveros, campos agricolas y bosques
es conocido por causar la pudricibn de semillas y de raices de plantas,
pudricion de frutos carnosos u otros 6rganos vegetales en contacto con el
suelo y ahogamiento “damping-off” pre y post emergencia de plantas (Agrios,

2005).

Tradicionalmente la diferenciacion e identificacién de especies de Pythium
se hace basada en criterios morfologicos. Los sistemas de clasificacion
basados en estos criterios han sido Utiles, pero en las ultimas décadas se ha
hecho notorio que muchas de las especies morfolégicas son parte de grupos
polifiléticos, es decir, grupos que no descienden de un ancestro en comun

(Villa, Kageyama, Asano, & Sura, 2006).

La identificacion de especies que pertenecen al género Pythium es dificil
debido a similitudes y variaciones intraespecificas en las caracteristicas
morfolégicas que ocurren entre aislados individuales, por lo que, ademas de
las caracteristicas morfoldgicas, métodos moleculares son utilizados en
estudios taxonémicos y han permitido incrementar la habilidad para identificar
y caracterizar organismos que tienen pocos caracteres morfolégicos variables

(Garzon, Geiser, & Moorman, 2005), como en el caso de Pythium irregulare,



2
un oomicete patdégeno de plantas que causa dafios a una amplia variedad de

cultivos de tipo vegetal.

Estudios de tipo morfologicos y moleculares han confirmado que Pythium
irregulare sensu lato!(s.l) muestra altos niveles de diversidad morfolégica y
genética lo que lleva a cuestionar si se trata de una sola especie 0 si es en
realidad un complejo de especies morfologicamente similares: especies

cripticas (Garzon et al., 2005).

Si la variabilidad que Pythium irregulare exhibe se puede caracterizar, se
dispondria de informacion util para la implementacion de estrategias en el
control y gestion de enfermedades causadas por el patdgeno (Garzén et al.,

2005).

1.2. Justificacién del problema

Los oomicetos son un grupo importante de patégenos de plantas
eucariobticas, responsables de grandes pérdidas econémicas cada afio debido
a gque acttan en el suelo y en la rizosfera causando una notable reduccion en
las cosechas y en la calidad de los cultivos (Meng, Torto Alalibo, Chibucos,

Tyler, & Dean, 2009).

Pythium irregulare, un oomiceto, es el agente causal de enfermedades
como el ahogamiento y pudricion tanto de la raiz como de las semillas y de

plantulas. Es un organismo Unico al ser capaz de penetrar las superficies de

! Sensu lato: término usado para incluir a especies morfolégicamente similares,
significa en el sentido amplio.



3
plantas hospederas, estableciendo rapidamente infecciones que pueden tener
consecuencias severas para la produccion agricola. La identificacion de este
organismo en cultivos es necesaria debido a que esta involucrado en una
amplia gama de actividades y porque su deteccion tiene aplicaciones en

estudios de epidemiologia (Agrios, 2005).

Antes de la aplicacion de la biologia molecular moderna, la taxonomia de
Pythium se basé principalmente en aspectos morfoldgicos y fisiolégicos.
Ahora los analisis filogenéticos de secuencias en base a regiones o genes la
han transformado y se han convertido en herramientas importantes pues no
estdn sujetos a interacciones ambientales lo que los hace estables y

reproducibles (Belbahri et al., 2008).

El trabajo con cepas de Pythium irregulare sensu lato colabora con una
parte de una investigacion llevada a cabo en la Universidad Estatal de
Oklahoma (OSU) y cuyo objetivo es reconstruir la relacion evolutiva de las
especies pertenecientes al complejo Pythium irregulare sensu lato. La
discriminacion entre las especies de este complejo es fundamental para el

estudio de su epidemiologia y para el manejo de las enfermedades que causa.

P.Garrido (comunicaciéon personal, Mayo 6, 2013), responsable de la
investigacién, busca reconstruir esta relacion mediante un analisis
multigénico. Se requiere el analisis de genes independientes y de la
comparacion de filogenias derivadas de los mismos para intentar construir la

historia evolutiva de un organismo, ya que la evolucion de un solo gen no
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representa la evolucion de todo un genoma (Villa et al., 2006). La contribucion

de este estudio es la caracterizacion de un gen, el gen g -tubulina.

S -tubulina es un gen altamente conservado y comun a todos los

eucariotas usado para establecer comparaciones entre miembros de un
mismo género, permitiendo la diferenciacion de especies. Este gen ha sido
utilizado en la caracterizacion de patdgenos y en la reconstruccion de

relaciones filogenéticas (McCartney, Foster, Fraaije, & Ward, 2003).

De acuerdo con Garzon (2007), la identificacion de patdgenos suele
resultar dificil debido a que los organismos pueden tener una morfologia
confusa o poco estudiada. Es entonces que el desarrollo de técnicas
moleculares para la identificacibn de patdégenos brinda la posibilidad de
diferenciar especies que pueden parecer ser una sola pero que genéticamente

son dos diferentes.

1.3. Objetivos de lainvestigacion

1.3.1. Objetivo general

Establecer la relacion filogenética de cepas de Pythium irregulare sensu

lato de Long Island - New York, en base a secuencias del gen g -tubulina.



1.3.2. Objetivos especificos

e Limpiar y mantener aisladas 120 muestras de Pythium irregulare sensu
lato de Long Island, New York -Estados Unidos, mediante microbiologia

tradicional.

e Amplificar y secuenciar el gen g-tubulina en las cepas de Pythium

irregulare sensu lato.

e Crear secuencias consenso a partir del andlisis, edicién y ensamblaje de
los datos generados después de la secuenciacion, con el programa

BioNumerics version 7.01.

e Construir un alineamiento mdultiple de las secuencias en estudio con el

algoritmo Muscle del programa MEGA version 5.2.

e Elegir un modelo de sustitucién y de evolucion para las secuencias en

estudio con el programa MEGA version 5.2.

e Construir un arbol filogenético basado en el correspondiente alineamiento
multiple y el modelo de sustitucion-evolucion elegido, con el método

estadistico de maxima verosimilitud.

e Evaluar estadisticamente el arbol filogenético construido mediante un

analisis “bootstrap” con 1000 repeticiones.



1.4. Marco tedrico

1.4.1. Pythium irregulare

1.4.1.1. Introduccioén

El género Pythium pertenece a la familia Pythiaceae, orden Pythiales,
clase Oomycetes, Phylum Oomycota y reino Chromista (Nzungize, y otros,
2011). Es un género de oomicetos que incluye mas de 120 especies (Dick,

1990).

Los oomicetos son un grupo importante de patdégenos de plantas, que
tienen la habilidad de infectar a un amplio rango de especies causando
pérdidas cualitativas y cuantitativas en cultivos sembrados en diferentes
ecosistemas (Almodévar, 1996). Son predominantemente diploides durante
sus ciclos de vida y producen una fase haploide transitoria muy breve antes

de la fertilizacion (Blair, Coffey, Park, Geiser, & Kang, 2008).

Pythium irregulare es un oomicete patdogeno del suelo encontrado
alrededor del mundo en muchas plantas hospederas y es el agente de causal
de enfermedades que causan podredumbre de plantulas, semillas y raices
(figura 1.1), lesiones del tallo, podredumbre de frutos y otros Organos
vegetales que estan en contacto con el suelo (Garzén, Yanez, & Moorman,

2007; Agrios, 2005).



Figura 1.1: Pudricion de raices de geranio causada por Pythium irregulare
(Katawczik, 2008).

1.4.1.2. Distribucion e impacto en la agricultura

Las especies de Pythium estan ampliamente distribuidas en el mundo.
Muchas son saprofitas en el suelo y el agua asi como en restos de plantas
muertas y animales. Otras son agentes de control bioldgico que protegen
contra hongos patégenos, mientras que otras son patdgenos de plantas y
animales (Long et al., 2011). Muchas especies saprofitas de Pythium tienen
la capacidad de volverse patogénicas bajo condiciones de estrés para el

huésped.

Pythium irregulare tiene una amplia gama de huéspedes y ocupa una gran
variedad de habitats ecologicos terrestres y acuaticos (Nzungize et al., 2011).
Se ha reportado en todos los continentes excepto en la Antartida y se ha
encontrado en césped, cereales, pimiento, pifias, lentejas, citricos, apio,

fresas, maiz, soya, zanahoria, cebolla y en cultivos de floricultura y silvicultura.
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En invernadero se encuentra como patdogeno debido a fuentes de irrigacion
de agua contaminadas y posiblemente también por la introduccién de material

vegetal infectado (Katawczik, 2008).

Comunmente en la mayoria de suelos cultivados causa serios problemas
en cultivos agrondémicamente importantes. Afecta principalmente a semilleros
de diferentes cultivos causando pudricion de semillas y de la raiz de plantas
adultas. Los 6rganos de plantas que han estado en contacto con el suelo, son
a veces infectados por este oomicete durante periodos de humedad

extendidas (Palmucci & Grijalba, 2007).

El desarrollo de Pythium se ve favorecido por el drenaje deficiente del
suelo, alta proporcion de arcilla, mala circulacion de aire entre las plantas,
condiciones de alta humedad y agua libre que facilitan la propagacion de
zoosporas. Ademas la introducciéon de inéculos en cultivos puede deberse a
tierra, sustratos, herramientas de riego, agua o semillas infectadas (Palmucci

& Grijalba, 2007).

1.4.1.3. Aislamiento

P. irregulare puede ser aislado del tejido de una planta mediante
esterilizacion de la superficie del tejido, lavado en agua estéril y sembrado en
placas de agar agua o medio PARP (Jeffers & Martin, 1986), un medio semi-
selectivo con una base de agar de harina de maiz y modificada con agentes
antifangicos y antibacterianos (pimaricina, ampicilina, rifampicina, vy

pentacloronitrobenceno). El aislamiento a partir del suelo puede hacerse
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usando tejido vivo sobre el suelo y su posterior incubacion y transferencia del
tejido a un medio selectivo. Otra forma de aislamiento puede ser por una
dilucion del suelo en placas, lo que implica pesar una cantidad de suelo
secado al aire, suspenderlo en una cantidad conocida de agua y sembrar

diferentes volumenes diluidos en medios selectivos (Katawczik, 2008).

1.4.1.4. Identificacién morfolégica

P. irregulare se diferencia de otras especies por su morfologia estructural.
Tiene hifas tipicamente de 5 um de didmetro, las cuales pueden tener
hinchazones limoniformes. Los esporangios, las estructuras asexuales, son
esféricos, pueden ser terminales o intercalares y suelen producir zoosporas
de cerca de 7-10 um cuando esta enquistado (Katawczik, 2008). El oogonio,
la estructura sexual femenina, es esférica, lisa, ligeramente irregular en su
forma y puede formar una o mas proyecciones cilindricas en la pared ogonial.
El diametro de los oogonios varia en un rango de 15 a 25 um; la posicion
ogonial puede ser intercalar o terminal; con la formacién de uno o tres anterios
por oogonio los cuales pueden ser monoicos, hipéginos o didicos (Garzén,

Yanez, & Moorman, 2007).

El anteridio, la estructura sexual masculina, puede ser sésil o poseer
alguna estructura de soporte y su tallo puede ser ramificado o no ramificado.
Las células de anteridios pueden tener entre 10-15 x 4-5 um, ademas hacen
contacto apical con el oogonio. Las oosporas, el resultado de la reproduccién
sexual, son por lo general apleréticas y ocasionalmente pleréticas y varian

entre 14-20 um en didmetro con paredes de 1.0-1.5 um de espesor (Garzén
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et al., 2007). Algunas caracteristicas morfolégicas se observan en la figura

1.2.

Figura 1.2: Algunas caracteristicas morfoldgicas de Pythium irregulare. (A)

1.4.1.5. Reproduccidn

Hifas limoniformes hinchadas (B) Oospora aplerdtica (C)
Oogonio intercalar (D) Esporangio terminal (E) Oogonio con una
proyeccién de pared irregular (Katawczik, 2008).

Pythium irregulare tiene tanto una etapa sexual como asexual. La

reproduccion sexual se realiza a través de oogonios y anteridios. Los 6rganos

femeninos, oogonios, son esféricos o limoniformes y pueden ser intercalares

o terminales. Los anteridios, los érganos masculinos, consisten de una célula

anteridial, que puede ser sésil o una hifa intercalada o terminal. Durante la

reproduccion sexual, la célula anteridial toca el oogonio y forma un tubo de

fertilizacion, que penetra en el oogonio. Los anteridios se denominan

monoicos si se originan en el tallo oogonial y dioicos si lo hacen de una hifa
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diferente no conectada con el oogonio. Después de la fecundacion, el
contenido oogonial forma un cigoto que se convierte en una oospora. Para la
maduracion de las oosporas, suele ser necesaria una fase latente antes de
gue la germinacion tenga lugar. En la germinacion, las oosporas producen un
tubo germinal (figura 1.3). Las oosporas son resistentes tanto a las
temperaturas como a la humedad y sirven como etapa de supervivencia y de
reposo del oomicete. Ademas la liberacién de semillas o exudados de la raiz
causa que la oospora germine (Rusagara, Lyumugabe, Busogoro, & Baudoin,

2012; Katawczik, 2008).

La reproduccion asexual es a través de la formacion de un esporangio. El
esporangio libera zoosporas moviles en agua, que enquistan e infectan por la
formacion de un tubo germinal. Las zoosporas no se forman en el propio
esporangio, sino en una vesicula fuera de ella. El esporangio se separa del
resto del micelio por una pared transversal (figura 1.3). Las zoosporas sélo
son liberadas en condiciones de humedad. La produccién de esporangios
puede ser estimulada por iones Mg, K, y Ca. Ademas los exudados de raices
y semillas en germinacion tienen un efecto estimulante sobre la germinacion

de los esporangios y en el crecimiento del micelio (Katawczik, 2008).
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Pudricion de semillas
(escasa germinacion)

Rl .
{) == Esporangio

Figura 1.3: Ciclo de enfermedad del ahogamiento y podredumbre de la
raiz/semillas producidos por Pythium spp. (Agrios 2005).

1.4.1.6. Caracterizacion molecular

La identificacién a nivel de especie del género Pythium por muchas
décadas se bas6 en criterios morfoldgicos. Los criterios de identificacion
morfolégicos estan basados en caracteristicas que varian dependiendo de las
condiciones de los medios de cultivos utilizados y del aislado en si (Kageyama

, Nakashima, Kajihara, Suga, & Nelson, 2005).

Las caracteristicas morfologicas son a menudo variables en Pythium y

algunas especies pueden o no desarrollar estructuras reproductivas sobre un
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medio de cultivo; lo cual ha sido motivo de identificaciones erroneas entre
especies con morfologia similar (Al-Sa’di, Drenth, Deadman, de Cock, &

Aitken, 2007).

En el caso de P. irregulare, existe una gran variacion en las estructuras,
cuyo aparecimiento puede verse influenciado por el medio ambiente y la
planta huésped. Esta variacion morfolégica ocurre entre aislados individuales
por lo que ademas de las caracteristicas morfolégicas, métodos moleculares
son utilizados en estudios taxondmicos. Estudios morfoldgicos y moleculares
han revelado que Pythium irregulare exhibe una gran variabilidad morfologica
y genética, ademas parece ser parte de un complejo de especies (Garzon et

al., 2007).

Las regiones ITS (espaciador transcrito interno) que incluye ITS1,5.8 S e
ITS2 del ADN ribosomal (ADNr) han sido usadas como herramientas
taxon6micas para la identificacion molecular de oomicetes. Los datos de
secuencia de estas regiones se han utilizado para identificar y clasificar
especies de Pythium e investigar relaciones filogenéticas. Otros estudios han
incorporado el andlisis de genes que codifican para proteinas metabdlicas y
estructurales como citocromo oxidasa mitocondrial Il (coxll, incluyendo el
espaciador entre coxl y coxll) y g-tubulina (Villa et al., 2006). Ambos son
genes conservados que permiten establecer comparaciones entre miembros
de un mismo género pero suficientemente variables para contribuir a la

diferenciacion de especies (Moralejo et al., 2008).
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Distintos grupos en P. irregulare se han reportado gracias a la aplicacion

de andlisis moleculares como ITS-RFLP, RAPD, AFLP fingerprinting y
secuenciacion de ADN, lo que ha llevado a sugerir que la especie Pythium

irregulare ha sufrido un proceso de especiacion (Garzon et al., 2007).

1.4.1.7. Identificacion de Pythium irregulare por métodos tradicionales y

moleculares

Introduccién

La biologia molecular y las técnicas de secuenciacion han revolucionado
la taxonomia de los oomicetes y han cambiado los conocimientos sobre las
relaciones existentes entre ellos. En la actualidad, se tiende a la elaboracion
de esquemas de clasificacion basados en criterios filogenéticos, mientras se
descubren nuevas especies de oomicetos patdogenos. El conocimiento y
aplicacidon de estos avances permite la mejora en el tratamiento de muchas
enfermedades, las cuales dependen de la correcta identificaciéon de las
especies implicadas. Sin la habilidad para identificar los organismos
responsables de enfermedades en cultivos especificos, resulta imposible
entender la epidemiologia de una enfermedad o manejarla. Todos los
aspectos de epidemiologia de enfermedad de una planta, de propagacion de
la enfermedad, de estimacion de las relaciones campo-pérdida/enfermedad,
requieren la capacidad de identificar el patogeno con certeza (McCartney et

al., 2003).
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Deteccidon mediante técnicas tradicionales

El desarrollo de metodologias que permitan la diferenciacion de
microorganismos resulta importante para su identificacion. Estas
metodologias se basan tradicionalmente en la observacion de los sintomas
que presentan los hospederos, en la observacion macroscépica o
microscopica de los microorganismos, en la observacion de las estructuras
reproductivas, en el desarrollo del patégeno en un medio de cultivo especifico

o de la tincion sobre el tejido infectado (Rodriguez et al., 2009).

La identificacion de un microorganismo (patdégeno) basada solo en la
sintomatologia suele dar origen a errores durante el diagndstico de una
enfermedad dado que dos patdgenos diferentes pueden causar los mismos
sintomas en el mismo hospedero, el mismo patégeno puede provocar
diferentes sintomas en diferentes hospederos y los sintomas pueden alterarse
dependiendo del medio ambiente donde se desarrolla el proceso patolégico

(Rodriguez et al., 2009).

La deteccibn de un microorganismo basada en la observaciéon
macroscopica 0 microscopica es mas eficiente que la anterior. ES un
procedimiento simple que permite diferenciar organismos morfol6égicamente
distintos. Suele ser un procedimiento lento, y tedioso, debido a que requiere
aislar el microorganismo y ponerlo a crecer en un medio de cultivo hasta que
se alcance una etapa de crecimiento adecuada que permita su identificacion.
En ocasiones la estructura de un microorganismo puede cambiar debido a la

influencia del ambiente y contenido nutricional del medio de cultivo y se
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requiere de experiencia para diferenciar especies (Rodriguez et al., 2009). Los
meétodos convencionales de identificacion de patdgenos de plantas se basan
en la interpretacion visual de sintomas, en el aislamiento, cultivo e
identificacion de patdgenos en laboratorio, cuya precision es dependiente de

la experiencia de la persona que hace el diagnostico (McCartney et al., 2003).

Estas metodologias, a pesar de contribuir a la identificacion, pueden ser
deficientes por lo que conviene, ademas, desarrollar técnicas moleculares de
deteccion e identificacion, las cuales se basan en el analisis de los &acidos
nucleicos extraidos de los microorganismos en forma directa o bien de una

muestra que contenga el microorganismo (Rodriguez et al., 2009).

Deteccidon mediante técnicas moleculares

La deteccion de microrganismos mediante técnicas moleculares es
transcendental pues para el ser humano algunos microorganismos suelen ser
benéficos para su salud y economia o pueden resultar ser patdgenos no solo
para el ser humano sino también para animales y plantas econémicamente

importantes (Rodriguez et al., 2009).

Existen muchas estrategias y metodologias para complementar los
enfoques tradicionales usados, las cuales incluyen técnicas especificas de
ADN. Algunas ventajas de las técnicas moleculares son: su especificidad,
sensibilidad, rapidez, reproducibilidad y que pueden ser automatizadas. El uso
de técnicas moleculares ha permitido identificar nuevos microorganismos, en

los cuales no habia sido posible su cultivo e identificaciébn por técnicas
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tradicionales. Sin embargo, los enfoques taxonémicos basados Unicamente
en datos moleculares, pueden presentar algunos problemas debido a que los
bancos de datos pueden estar incompletos y a que las secuencias de ADN se
encuentren mal identificadas (Pfennig & Magalhées, 2008; Rodriguez et al.,
2009). Aun asi, las técnicas basadas en acidos nucleicos, que dependen de
las variaciones en las secuencias nucleotidicas de ADN del patégeno, se han
convertido en las preferidas debido a su rapidez, sensibilidad, especificidad y

reproductibilidad (Narayanasamy, 2013).

Técnicas basadas en PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la amplificacién de un
segmento de ADN especifico de un microorganismo, es la técnica mas
utilizada para la deteccion de microorganismos (Rodriguez et al., 2009) y es
una técnica disponible para la deteccion de patégenos de plantas. Una PCR
permite la amplificacién de millones de copias de un ADN especifico gracias
a ciclos repetidos de denaturacion, polimerizacion y elongaciéon a diferentes
temperaturas mediante la utilizacién de oligonucleoétidos especificos (primers),
trifosfatos desoxirribonucleétidos (ANTPs), y una ADN Tag polimerasa en un
tampdn adecuado. Los fragmentos de ADN amplificados son visualizados por
electroforesis en geles de agarosa tefiidos con una molécula capaz de
intercalarse en la doble hélice de ADN. La banda especifica de ADN con el
tamafio esperado indica la presencia del patdgeno en la muestra (Capote ,

Pastrana , Aguado , & Sanchez-Torres, 2012).
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La precision y reproducibilidad de los ensayos PCR dependen de la
experiencia técnica del analista. Si los iniciadores (primers) no son
especificos, si las condiciones de la PCR no son o6ptimas o si hay
contaminacion de la muestra con inhibidores de la enzima polimerasa, se
pueden amplificar productos no especificos que guian a la deteccién de falsos
negativos. La flexibilidad, automatizacion, rapidez y confiabilidad de las
técnicas moleculares basadas en PCR son las técnicas moleculares con mas
aceptacion en la actualidad para la deteccion de microorganismos en general

(Rodriguez et al., 2009; Ramsden, 2009).

Secuenciacion

Las caracteristicas morfologicas no siempre son suficientes para
identificar un patégeno. Uno de los métodos mas directos de identificacion
consiste en la amplificacion por PCR de un gen diana con primers universales,
seguido por la secuenciacion y la comparacion con bases de datos de acceso
publico. El aumento de la capacidad de secuenciacion y la disminucién de los
costos han permitido la acumulacién de un gran niamero de secuencias de
oomicetes en bases de datos de acceso publico. Las secuencias de genes
seleccionados han sido ampliamente utilizadas para la identificacion de
patdogenos especificos y para el desarrollo de métodos de diagndstico
basados en la secuencia, pues el analisis comparativo de secuencias es
basico en la identificacion de muchos patdégenos. Es una estrategia rapida,
adecuada, pero es dependiente de la calidad de las secuencias existentes en

bases de datos (Capote et al., 2012).
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El uso de bases de datos para identificar organismos basados en la
similitud de ADN puede tener algunos riesgos que incluyen secuencias
errobneas e incompletas, secuencias relacionadas con organismos mal
identificados, la imposibilidad de cambiar o actualizar los datos facilmente y
problemas asociados con la definicion de limites de las especies. Todo ello
conduce a una interpretacion erronea de los resultados (Tsui et al., 2013;

Ramsden, 2009).

1.4.2. Anadlisis y ensamblaje de secuencias

El proceso de secuenciacién determina el orden de los nucleétidos (A, C,
G y T) y produce fragmentos a partir de los cuales se debe reconstruir la
secuencia del fragmento analizado, ya sea un genoma, un cromosoma

artificial bacteriano (BAC) o un producto de PCR (Caiiizares & Blanca, 2013).

El ensamblaje de una secuencia se refiere a la reconstruccién de la
secuencia del fragmento analizado a partir de la informacién de un grupo de
secuencias. El proceso de ensamblaje consta de tres fases: limpieza de
secuencias, alineamiento de secuencias y ensamblaje (Cafizares & Blanca,

2013).

1.4.2.1 Limpieza de las secuencias de ADN

La limpieza de secuencias consiste en eliminar o bloquear diferentes
regiones que contengan bases con mala calidad de lectura, bases que

pertenezcan a vectores o adaptadores, bases que estén altamente repetidas
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(secuencias simples o elementos transponibles). Estas regiones son errores
accidentales durante la secuenciacion que interfieren con el alineamiento de

secuencias y es necesario eliminarlas (Cafizares & Blanca, 2013).

1.4.2.2 Alineamiento y ensamblaje de secuencias

Consiste en alinear todas las secuencias para identificar las secuencias
gue se solapan entre si. El alinear se refiere a una forma de comparar dos o
mas secuencias o cadenas de &cidos nucleicos, 0 estructuras primarias
proteicas para resaltar sus zonas de similitud. Con el alineamiento se logran
identificar pares o grupos de secuencias con secuencias similares y con el
ensamblaje se obtienen secuencias consenso que representan cada conjunto

de secuencias o contig (Cafizares & Blanca, 2013).

1.4.3 Filogenia molecular

La filogenética es una rama de la biologia que se centra en la inferencia
de relaciones evolutivas entre grupos de especies. Tradicionalmente, los
estudios se han basado en caracteres morfolégicos y fisiolégicos, pero con la
obtencion de las primeras secuencias de genes y proteinas la filogenia
molecular tom6 auge. Esta disciplina se basa en la comparacion de
secuencias biolégicas para llevar a cabo una clasificacion jerarquica entre

organismos (Mina & Romero-Campero, 2012).
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1.4.3.1. Andlisis filogenéticos (Mina & Romero-Campero, 2012)

La determinacion de la relacion jerarquica entre especies y la estimacion
del tiempo de divergencia entre ellas en base a secuencias biolégicas como
proteinas o ADN se llevan a cabo para estudios filogenéticos. Los estudios

filogenéticos normalmente se dividen en cinco fases:

Fase 1: Obtencién de las secuencias bioldgicas a ser analizadas.

Fase 2: Construccion de un alineamiento multiple de las secuencias biolégicas

seleccionadas.

Fase 3: Seleccion de los modelos de sustitucidon y de los modelos estadisticos
de la evolucibn molecular mas apropiados para las secuencias

correspondientes.

Fase 4: Construccion de los arboles filogenéticos basados en los

correspondientes alineamientos multiples y modelos de sustitucién.

Fase 5: Evaluacion estadistica de los arboles filogenéticos.

Seleccién de las secuencias bioldgicas

Dos enfoques generales se utilizan para seleccionar secuencias de ADN
diana para su utilizacion en el diagnéstico y analisis filogenéticos. Uno es el
desarrollo de un método que utiliza genes conocidos conservados, que son
comunes a todos los organismos, que tienen una secuencia de variacion util

gue pueden ser explotada, el otro enfoque consiste en buscar partes
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aleatorias del genoma de un organismo para encontrar regiones que muestran

la especificidad requerida (Capote et al., 2012).

Genes con alta variabilidad se estan utilizando ampliamente para
desarrollar métodos de diagndéstico para oomicetos. Los genes B-tubulina son
quizas los segundos objetivos mas comunes, después de las secuencias ITS
ribosémicas, para el desarrollo de diagndstico en hongos y oomicetos. Aunque
la base de datos de secuencias de B-tubulina no es tan grande pueden ser
Gtiles cuando la variacion de las secuencias ITS no es adecuada para la

elaboracién de un diagndstico de cada taxon (McCartney et al., 2003).

Alineamiento multiple

La alineacion implica la determinacion de las posiciones a lo largo de las
secuencias de ADN o de secuencias de proteinas que derivan de una posiciéon
ancestral comun (Doyle & Gaut, 2000). Un alineamiento mdultiple permite
revelar relaciones evolutivas entre distintas secuencias y constituye una base
para la inferencia filogenética. Permite extrapolar la informacion de
secuencias conocidas hacia las secuencias desconocidas, identificar y
comparar “motivos” conservados, y ayudan a disefar iniciadores o primers
para PCR (Poot, 2013). Es una metodologia poderosa que subyace en
muchos analisis bioinforméticos. Se puede utilizar en conjuncidon con una
amplia gama de analisis evolutivos y funcionales para identificar desde
relaciones evolutivas, motivos funcionales y dominios de interaccion. Un

alineamiento multiple de secuencias fiable identifica residuos homélogos entre
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las secuencias relacionadas, datos que son absolutamente esenciales para

los analisis filogenéticos (Guttman, Provart, Austin, Hug, & Price , 2014).

Para la construccion de un alineamiento multiple se necesita un sistema
de puntuacidn; tipicamente se usa la suma de pares (sum of pairs scoring)
como puntaje estandar. Los métodos usados para la construccion de un
alineamiento multiple son generalmente métodos progresivos basados en
perfiles, conjunto de secuencias alienadas, o métodos iterativos. De ambos
meétodos los iterativos corrigen muchos problemas realineando repetidamente
subgrupos y luego realineando estos subgrupos en una alineacion global

(Guttman et al., 2014).

Algoritmo Muscle para el alineamiento multiple (Edgar, 2004)

Muscle (multiple sequence alignment by log-expectation) es un método
basado en iteraciones. Se utiliza como algoritmo en la creacion de
alineamientos multiples de secuencias. Utiliza dos medidas de distancia para
un par de secuencias, una es la distancia kmer (para un par no alineado) y la
distancia Kimura (para un par alineado). Un kmer es una subsecuencia
contigua de longitud k, también conocido como Kk-tupla. Secuencias
relacionadas tienden a tener mas kmers en comun de lo esperado al azar.
Esta medida no requiere una alineacién, proporcionando una ventaja de
velocidad significativa. A partir de un par alineado de secuencias, se calcula
la identidad par y se convierte en una estimacion de la distancia, aplicando la
correccion Kimura para multiples sustituciones en un solo sitio. Se generan

matrices de distancia que se agrupan mediante el algoritmo para analisis
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filogenético: UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean;
Método de pares de grupos no ponderado con media aritmética) con la

expectativa de estimar un arbol evolutivo mas fiable (Edgar, 2004).

Hay tres etapas principales usadas para el alineamiento con el algoritmo
Muscle las cuales se detallan a continuacion y se pueden observar en la figura

1.4.

Etapa 1. Inicio progresivo: El objetivo de la primera etapa es producir un

alineamiento multiple, destacando la velocidad por encima de la exactitud.

1.1. La distancia kmer se calcula para cada par de secuencias de entrada,

generando la matriz de distancia D1.

1.2. La matriz D1 se agrupan por UPGMA, produciendo un arbol binario

(Arbol1).

1.3. Una aproximaciéon progresiva se construye siguiendo el orden de
ramificacion del arbol 1.Se produce un alineamiento multiple de todas las
secuencias de entrada: MSAL (Alineamiento multiples de secuencias 1),

en la raiz.

Etapa 2. Mejora progresiva: La principal fuente de error en la etapa uno es
la medida de distancia de aproximacion kmer, lo que se traduce en un arbol
suboptimo. Muscle estima nuevamente el arbol usando la distancia Kimura,

gue es mas precisa y que requiere una alineacion.
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2.1. La distancia Kimura para cada par de secuencias de entrada se calcula a

partir del MSAL, generando la matriz de distancia D2.

2.2. La matriz D2 se agrupa por UPGMA, produciendo un arbol binario (Arbol

2)

2.3. Un alineamiento progresivo se conduce produciendo un segundo

alineamiento multiple (MSA2).

Etapa 3. Refinamiento

3.1. Del arbol se selecciona un punto con el fin de disminuir la distancia desde

la raiz.

3.2. El &rbol 2 se divide en dos subarboles mediante la supresion del punto

elegido. El perfil de la alineacién multiple en cada subarbol se calcula.

3.3. Un nuevo alineamiento multiple se produce por re-alineacion de los dos

perfiles.

3.4. Si la puntuaciéon SP (suma de pares) mejora, la nueva alineacion se

mantiene, de lo contrario, se descarta.

e Los pasos 3.1 a 3.4 se repiten hasta la convergencia o hasta que se

alcanza un limite definido por el usuario.
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Figura 1.4: Diagrama que resume el flujo de etapas que utiliza el algoritmo
Muscle para el alineamiento multiple de secuencias (Edgar, 2004).

Modelos de sustitucion

La distancia genética entre dos secuencias homoélogas se define como el
namero de sustituciones acumuladas entre ellos, que divergieron de un

ancestro comun (Mina & Romero, 2012).
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Un andlisis filogenético se basa en la eleccion correcta del modelo de

sustitucion adecuado. Existen varios modelos de sustitucion, los mas

comunes son:

Modelo JC69 (Jukes y Cantor, 1969): Es el modelo mas simple que
propone una correccion del nimero de sustituciones observadas. Se
asume que la probabilidad de mutacion de un nucle6tido por otro es
independiente de la posiciébn de dicho nucleétido y las secuencias de

nucleoétidos en si.

Modelo K80 (Kimura, 1980): Kimura propone un refinamiento del modelo
Jukes-Cantor. Toma en cuenta una mayor probabilidad de observar

transiciones que transversiones.

Modelo T92 (Tamura, 1992): Es un método matematico simple
desarrollado para estimar el nimero de sustituciones de nucleétidos por
sitio entre dos secuencias de ADN, mediante la extension del método de
dos parametros de Kimura (1980) para el caso que exista un sesgo en el

contenido G + C.

Modelo TN93 (Tamuray Nei, 1993): Distingue entre los dos tipos diferentes
de transiciones, por ejemplo, (A <-> G) se le permite tener una tasa
diferente a (C <-> T). Se asume que las transversiones ocurren en la
misma proporcion, pero a esa tasa, se le permite ser diferente de las dos

tasas de transiciones.
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Construccion de arboles filogenéticos

El principal objetivo de un estudio de filogenia molecular es el
establecimiento de relaciones jerarquicas entre las especies, u otros taxones,
en funcion de su relacion evolutiva y del tiempo estimado de divergencia entre
las especies, lo cual es a través de arboles filogenéticos (Mina & Romero,

2012).

Un arbol filogenético es una relacion jerarquica en la cual se infiere una
hipotesis sobre el pasado comun de un grupo de organismos a través de
cambios detectados en un caracter estudiado. A un grupo que contiene a
todos los descendientes de un mismo antepasado se lo denomina monofilético

(Caujape-Castells, Pedrola-Monfort, & Membrives, 2003).

Los métodos para la construccién de un arbol se pueden clasificar en dos
categorias: métodos fenéticos basados en distancias y métodos cladisticos

basados en caracteres (Mina & Romero, 2012).

Métodos basados en distancias

A partir de una matriz de distancia se pueden utilizar distintos métodos
estadisticos para reconstruir un arbol. Los mas utilizados son el UPGMA y el
Neighbor-Joining. Son métodos comunmente utilizados cuando se pretende
obtener una clasificacién jerarquica. Son rapidos, permiten utilizar pocos
recursos computacionales, lo cual permite analizar secuencias muy largas y
se pueden completar en tiempos relativamente cortos (Cafizares & Blanca,

2013; Lemey, Salemi & Vandame, 2009).
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Métodos basados en caracteres: Maxima verosimilitud

Los métodos basados en caracteres tienen como principal ventaja que
hacen uso de toda la informacion evolutiva conocida, es decir, de las
sustituciones individuales entre las secuencias, para determinar las relaciones
ancestrales mas probables (Mina & Romero, 2012). Uno de los métodos
basados en caracteres es el de maxima verosimilitud el cual se detalla a

continuacion:

La estimacion de la maxima verosimilitud es un método con enfoque
estadistico usado en ciencias biolégicas. Es abreviado comiunmente como
EMV (MLE, por las siglas en inglés de Maximum Likelihood Estimation) y fue
propuesto por Fisher (1922; Aldrich, 1997). Su aplicacién en la filogenética
implica estimar la probabilidad de observar que un conjunto particular de
secuencias alineadas, tengan un modelo de sustitucion de nucledtidos y den
una topologia de arbol. Dada una topologia de arbol, las longitudes de las
ramas se estiman de acuerdo con el modelo y los parametros elegidos, y la
probabilidad de obtener estados especiales de caracteres se estima para cada
posicién de nucleétido. El método de maxima verosimilitud emplea modelos
probabilisticos para seleccionar el mejor arbol; aguel que tenga la mas alta
probabilidad (verosimilitud) de reflejar el proceso evolutivo real (Doyle &

Gaunt, 2000; Lemey et al., 2009).
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Definicion de maxima verosimilitud (Opperdoes, 1997)

La probabilidad de un conjunto de datos, D, es la probabilidad de los datos,
dada una hipotesis. La hipétesis por lo general viene en forma de diferentes
parametros. La probabilidad, L, de un conjunto de datos, D, se denota de la

siguiente manera:
L=P(D/0)

Segun Posada y Bucley (2014), se define la verosimilitud como la
probabilidad de los datos (D) dado un modelo de evolucién (M), un vector del
modelo de k pardmetros 6 = (61, 6,..., 6k), una topologia de arbol (1), y un

vector para la longitud de ramas S, v = (U1, U, ..., Uk):
L=P(D/M8rv)

Calculo de un arbol filogenético con maxima verosimilitud (Opperdoes,

1997)

Cuando se infiere un arbol filogenético utilizando maxima verosimilitud, se
busca la probabilidad de que, a partir de un arbol y un modelo de evolucion

dados (hipoétesis), se observe un alineamiento determinado (datos).

Si se supone que se tiene secuencias de nucleétidos alineados para

cuatro taxones como se ilustra en la imagen:
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a 3 .
(1) LEGEGCUCCHELA I
(2) LEGUTCGEL L Y
(3) LECCCAGRHEIRZ Y
(4] LUUTUCOGGEL A C

Y que se quiere evaluar la probabilidad de obtener un arbol sin raiz
representado por los nucleotidos del sitio j en la secuencia mostrada a

continuacion:

(1) (2)

Dado que la mayoria de modelos son reversibles en el tiempo, la
probabilidad de un arbol es generalmente independiente de la posicién de la
raiz. Por ello, es conveniente crear un nodo interno arbitrario como se hace

en la imagen de a continuacion:

[
[

e
0l

b=l

Bajo el supuesto de que los sitios de los nucleétidos evolucionan
independientemente (modelo de evolucion de Markov), se puede calcular la

probabilidad para cada sitio por separado y combinar la probabilidad en un
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valor total hacia el final. Para calcular la probabilidad del sitio j, se consideran
todos los escenarios posibles por los cuales los nucleotidos presentes podrian
haber evolucionado. Por lo tanto, la probabilidad para un sitio en particular es
la suma de las probabilidades de cada posible reconstruccion de los estados

ancestrales, dado un cierto modelo de sustitucion de bases.

La probabilidad para el arbol completo, entonces es producto de la

probabilidad en cada sitio:

Dado que las probabilidades individuales son niumeros extremadamente
pequefios es conveniente reportar la probabilidad de todo el arbol como el

logaritmo de verosimilitud:

Evaluacion estadistica de un arbol filogenético

La verificacion de la fiabilidad de un arbol construido se puede realizar con
un analisis llamado “boostrap”, que es la forma mas simple de probar si el
conjunto de datos apoyan estadisticamente al arbol obtenido. Es un método
estadistico que estima las distribuciones por creacion repetida y es, en si, un
alineamiento artificial que conserva las caracteristicas del original. A cada
alineamiento aleatorio se le aplica el algoritmo a evaluar, obteniendo un arbol.

Después se construye un arbol consenso con todos los arboles obtenidos, en
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donde, el porcentaje de veces que una ramificacion aparece es el valor de
“bootstrap”. Valores de “bootstrap” > 70% suelen tomarse como
suficientemente robustos estadisticamente y equivalen a un nivel de

significatividad p < 0.05 (Santamaria, 2006).

1.4.4 Estudios taxondmicos y filogenéticos del género Pythium

El mejoramiento de la especificidad de un ensayo de diagndéstico requiere
de la combinacion de multiples regiones de diagndéstico. Muchos autores han
seguido la estrategia multi-locus, porque permite la deteccién de la variacion

genética (Capote et al., 2012).

La principal regién que se ha usado en analisis filogenéticos del género
Pythium corresponde al ADN ribosomal nuclear (ADNr), incluyendo los
separadores intergénicos transcritos 1 y 2 (internal transcribed spacers, ITS1
and ITS2). Estudios han secuenciado y analizado la subunidad pequefa
ribosomal nuclear y los dominios D1 y D2 de la subunidad grande ribosomal
nuclear. Estos estudios han demostrado que Pythium fue filogenéticamente
aislado y se diferencia de otros géneros de oomicetes. La region ITS es
importante para estudios taxondmicos, principalmente porque los primers
desarrollados por White et al. (1990) amplifican una region altamente variable

en todos los taxones, incluidos los oomicetes (Lévesque & de Cock, 2004).

Distintos grupos en P. irregulare se han reportado por analisis ITS-RFLP
(Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion), RAPD

(Amplificacién aleatoria de ADN polimorfico), evaluaciones de diversidad
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genética basados en isoenzimas, AFLP fingerprinting (Polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados) y secuenciacion de ADN de laregion ITS
(Garzon et al., 2007). Sin embargo, como mas datos de secuencias se han
recogido a partir de una gama mas amplia de aislados, la utilidad de loci
alterativos para la identificacion exacta de especies es cada vez mayor. En la
actualidad, genes con alta variabilidad son cada vez mas ampliamente
utilizados como dianas para el desarrollo de métodos de diagndéstico y para la
caracterizacion genética de patégenos. Algunos de estos genes son genes
nucleares como B-tubulina, factor traductor de elongacién 1 alfa (TEF 1 a),
calmodulina, genes de avirulencia y genes mitocondriales como COX |
multicopia y COX Il y su region intergénica (Capote et al., 2012; Martin &

Tooley, 2003).

El gen B-tubulina es de importancia en estudios filogenéticos porque es
altamente conservado, pero con variabilidad suficiente para distinguir las
especies de algunos organismos. Codifica para una de las dos familias
conservadas de tubulinas, subunidades de los microtabulos, que forman el
citoesqueleto (provee el soporte interno de las células), husos mitéticos y
flagelos de las células eucariotas. Es un gen til en la reconstruccion de
relaciones filogenéticas entre los hongos y organismos similares en todos los
niveles (Villa et al., 2006). Aunque la base de datos de secuencias B -tubulina
no es tan grande como es el caso de las secuencias ITS ribosémicas, pueden
ser particularmente utiles cuando la variacion de la secuencia ITS no es
adecuada en la elaboracion de un diagnéstico de cada taxdon (McCartney et

al., 2003).
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1.5. Hipodtesis.

Las cepas de Pythium irregulare sensu lato de Long Island, NY, son

monofiléticas de acuerdo a las secuencias de f -tubilina.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

2.1.1 Instituciones

Esta investigacion es parte del convenio entre el laboratorio de
Microbiologia, perteneciente al Departamento de Ciencias de la Vida y de la
Agricultura de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE y el
Departamento de Entomologia y Patologia de Plantas de la Universidad

Estatal de Oklahoma (OSU), USA.

2.1.2. Colaboradores cientificos

MC. Alma Koch Kaiser Directora de la tesis.

Ing.-Mat. Pedro Romero Codirector de la tesis.

Ph.D. Carla Garzén Responsable del laboratorio de patdgenos de

suelo en OSU.

2.2. Zonade estudio

La caracterizacion molecular se realizé en el laboratorio de patégenos del
suelo de la Universidad Estatal de Oklahoma (OSU) del Departamento de

Entomologia y Fitopatologia de OSU.
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2.3. Periodo de investigacion

La investigacion se desarroll6 en un periodo de ocho meses, desde marzo

del 2013 a noviembre del 2013.

2.4. Andlisis de datos

Después de la caracterizacion y secuenciacion de las cepas de Pythium

irregulare sensu lato en base a las secuencias del gen g -tubulina, el analisis

de datos involucro la limpieza, alineamiento y ensamblaje de las secuencias
nucleotidicas con el programa BioNumerics version 7.1 (Applied Maths).
BioNumerics es un software que permite conducir analisis de secuencias y
que cuenta con una herramienta de ensamblaje que permite la creacién de

secuencias consenso.

Las secuencias consenso creadas con BioNumerics junto con seis
secuencias nucleotidicas de otras especies de Pythium para el gen B-tubulina,

se compilaron en un archivo formato FASTA.

Las secuencias de estas seis especies de Pythium fueron obtenidas de la base
de datos Nucleotide del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de los

Estados Unidos (NCBI, sitio web:http:/Amww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

Se utilizé la herramienta de alineamiento local Blastn (Basic local
alignment search tool) de la NCBI, para comparar y homologar las secuencias

ensambladas con secuencias que se encuentren en la base de datos. La
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comparacion permitio elegir algunas de las secuencias homologas que se

incluyeron en el analisis filogenético.

El andlisis filogenético se hizo con el software bioinformatico MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 5.2 (Tamura, Peterson,
Peterson, Stecher, Nei & Kumar, 2013). El analisis incluy6 las fases de
alineamiento multiple con el algoritmo Muscle, la eleccion del mejor modelo
de sustitucion de nucledtidos bajo el analisis estadistico de méaxima
verosimilitud, la construccion del arbol filogenético con el método de maxima
verosimilitud y la verificacion de la fiabilidad del arbol construido mediante un

analisis “boostrap” con 1000 repeticiones.

2.5. Procedimiento

2.5.1. Material de trabajo

Las 120 cepas de Pythium irregulare sensu lato utilizadas en este estudio
(anexo A), fueron recolectadas de diferentes huéspedes y de diferentes
invernaderos ubicados en Long Island, New York por la M.S. Margery
Daughtrey (Centro de Horticultura de Long Island, Departamento de
Fitopatologia y Biologia de Plantas y Microbios, Universidad de Cornell), y
sometidas al laboratorio de patégenos de suelo de OSU para su
caracterizacion genética. Estas cepas fueron previamente identificadas
morfolégicamente por los cientificos del Centro de Horticultura de Long Island
(estado de New York), y fueron recibidas en OSU en forma de micelio

liofilizado.
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2.5.1.1 Limpieza de muestras

Las muestras se recibieron en el laboratorio de patdgenos del suelo de
OSU, en tubos de 2mL que contenian el micelio congelado de cada una.
Cuando hubo la necesidad de cultivar cepas de P. irregulare para obtener
ADN, se sembraron en medio PARP (anexo B), luego se traspasaron al medio
sélido agar agua (WA) y, por ultimo, se coloco un pedazo de WA en matraces
gue contenian el medio de cultivo liquido PDB (Caldo papa dextrosa); otros
pequefios pedazos de agar con micelio crecido se transfirieron a agua

desinonizada autoclavada para preservar al microrganismo (Garrido, 2013).

TR ) —

Figura 2.1: Esquema del proceso de limpieza de cepas de Pythium irregulare
en estudio.

25.1.2 Liofilizacién

Sobre los tubos que contenian los micelios cubiertos con papel parafilm,
se hicieron pequefios huecos con ayuda de una aguja. Todos los tubos se
colocaron dentro de un frasco de liofilizacion y se insertaron en el equipo. Las

muestras se liofilizaron durante 24 horas (Garrido, 2013).



40

2.5.2. Caracterizacion molecular

2.5.2.1 Extraccion de ADN mediante DNeasy Plant Mini kit de QIAGEN

A partir de las cepas liofilizadas se procedi6 a la extraccion de ADN. Se
empled el protocolo de DNeasy Plant Mini kit, descrito por el fabricante

QIAGEN en el 2000 (anexo C).

2.5.2.2 Determinacion de la concentraciéon y pureza de las muestras de

ADN mediante espectrofotometria (NANODROP 1000)

Se utiliz6 el procedimiento del manual del equipo NANODROP 1000 para
la determinacion de la concentracion y la pureza de las muestras de ADN
extraidas. Se inicid la programacion del equipo en el modo ADN y con
unidades de cuantificacion en ng/uL. Se limpié el lector con papel absorbente
y con una micropipeta se coloco 1.5 yL de buffer de elucion AE, como blanco.
Después se colocdé 1.5 yL de cada una de las muestras y se realizo la
medicion registrando los valores de concentracion de ADN (ng/uL) y la

relacion de absorbancias a 260 y 280 nm (260/280).

La relacién 260/280 se utilizdé para evaluar la pureza del ADN. EI ADN
posee maximos de absorcion alrededor de 260 nm y las proteinas a 280 nm,
una relacién aproximada entrel.8 y 2.1 es generalmente aceptada como
“pura” para el ADN. Si la relacion es apreciablemente inferior a este valor, esto
puede ser indicativo de contaminacion con proteinas, fenoles u otros
compuestos; mientras que valores por encima de ese rango sugiere

contaminacion con RNA (Thermo Fisher Scientific Inc, 2008).
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2.5.2.3 Dilucién del ADN

El ADN extraido y cuantificado se diluyé en agua estérii a una
concentracion de 10 ng/pL en un volumen final de 30 pL, con la siguiente
formula:

V2xC2
C1

V1

Donde V2 es el volumen final de dilucién (30 uL), C2 es la concentracion
final (10 ng/uL), Cl1 es la concentracion de ADN obtenida por
espectrofotometria y V1 es el volumen de ADN en ng/pL que se tomé para

llegar a la concentracion esperada.

2.5.2.4 Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR convencional)

Una porcién del gen B-tubulina fue amplificado con el par de primers
Btub_F1A y ptub_R1A (tabla 2.1). Los primers se utilizaron a una
concentracion de 5ng/uL.

Tabla 2.1: Nombre, secuencia, coordenadas, temperatura de fusion (Tm) y

referencia de los primers utilizados en las reacciones de PCR y de
secuenciacion.

Nombre Secuencia ( 5-3) Coordenadas Tm  Referenci
del del primer (°C) a
primer
Btub_F1A GCCAAGTTCTGGGARGTSAT 52-71 56.1 Blair et al
(2008)

Btub R1IA CCTGGTACTGCTGGTAYTCMGA  1278-1258  58.1 Blair et al.
(2008)
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Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de reaccién de 25
uL. Para cada reaccion se preparo un master mix con GoTaq® Green Master
Mix (Mx), 2X (Promega); que contiene en solucién: ADN Taq polimerasa,
dNTPs, MgCl. y tampones de reaccion a condiciones Optimas para la

amplificacion de templados de ADN por PCR (tabla 2.2).

Tabla 2 2: Condiciones de reacciéon PCR para la amplificacion del gen B-
tubulina en un volumen final de 25 uL.

Reactivos Cantidad por reaccion (uL)

Go Taq Green Mx 12.5
Primer Btub_F1A 1.25
Primer Btub_R1A 1.25
Agua 8.0
ADN 2.0
Volumen total. 25.0

En las reacciones se incluyeron controles negativos para controlar que no
exista contaminacion. El control negativo contenia todos los componentes de

la PCR excepto el ADN que se reemplaz6 con agua desionizada.

La amplificacion se realiz6 en un termociclador bajo las condiciones

detalladas en la tabla 2.3.

Tabla 2.3: Ciclos de amplificacién utilizados para este estudio

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 °C 2 min. 1
inicial
Denaturacion 94 °C 30 s. 35
Hibridacion 59 °C 30 s. 35

Continda...
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Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Extension 72 °C 1 min. 35
Extension final 72 °C 5 min. 1
Espera final 4°C Hasta el analisis de los 1

productos de PCR.

Preparacion del gel de agarosa al 1%

El gel de agarosa se prepard con solucién tampén TAE (Tris base, EDTA
y &cido acético) 1X en un matraz. La solucion se calent6 por un minuto y medio
aproximadamente en un microondas. Se dejé enfriar a temperatura ambiente
y, cuando la temperatura fue tolerable al tacto en la superficie del matraz, se

afadio 3 yL de bromuro de etidio (Garrido, 2013).

Electroforesis

La visualizacién de los productos amplificados se hizo a través de su
migracion en geles de agarosa al 1%. La migracién se llevé a cabo por
electroforesis horizontal en tampon de corrida TAE 1X. Se utilizé un marcador
de peso molecular de 100 pb (VWR cat. no. 95039-808). Se cargb
directamente en el gel de agarosa 5 pL de los productos de PCR, incluido el
control negativo, ademas de 5 uL del marcador DNA ladder 100bp. Se conecto
la camara de electroforesis a una fuente de poder y se dej6 correr durante una
hora a 90 voltios. Terminada la corrida, el gel se revelé6 mediante luz
ultravioleta (UV) dentro de un transiluminador para su documentacién

fotografica (Garrido, 2013).


http://catalog2.corning.com/Lifesciences/en-US/Shopping/ProductDetails.aspx?productid=M-DNA-100bp(Lifesciences)&categoryname=Genomics+and+Proteomics(Lifesciences)%7CMolecular+Biology+Kits+and+Reagent(Lifesciences)%7CDNA+Ladder(Lifesciences)
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2.5.3. Secuenciacion

2.5.3.1 Preparacién para la secuenciacion

La cuantificacion se realizo por electroforesis en geles de agarosa al 1%

con el marcador DNA ladder 100bp (VWR).

Los productos de PCR se diluyeron a una concentracion de 5 ng/uL en un
volumen de 20 pL y se prepararon para la secuenciacion con el sistema de
purificacion enzimatica: ExoSAP-IT PCR Product Clean-Up (Affymetrix), con
el fin de remover dNTPs y primers indeseados que pueden interferir con la
reaccion de secuenciacion. Se coloco directamente sobre las muestras de
trabajo 2 pL de la solucion ExoSAP-IT y se incubd6 las muestras a 37 °C
durante 15 min, seguido de un calentamiento a 80 °C durante 15 min. Las

muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su envio (Garrido, 2013).

2.5.3.2 Envio

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas por el laboratorio
central de andlisis (Core Facility) de la Universidad Estatal de Oklahoma en el
equipo 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). Se envié 20uL de cada
producto de PCR y 10 uL de los primers sentido (Btub_F1A) y antisentido

(Btub_R1A). Se hizo una doble secuenciacioén por muestra (Garrido, 2013).


http://catalog2.corning.com/Lifesciences/en-US/Shopping/ProductDetails.aspx?productid=M-DNA-100bp(Lifesciences)&categoryname=Genomics+and+Proteomics(Lifesciences)%7CMolecular+Biology+Kits+and+Reagent(Lifesciences)%7CDNA+Ladder(Lifesciences)
http://catalog2.corning.com/Lifesciences/en-US/Shopping/ProductDetails.aspx?productid=M-DNA-100bp(Lifesciences)&categoryname=Genomics+and+Proteomics(Lifesciences)%7CMolecular+Biology+Kits+and+Reagent(Lifesciences)%7CDNA+Ladder(Lifesciences)
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2.5.4. Andlisis de secuencias

2.5.4.1 Edicion y registro de secuencias

Las secuencias de ADN obtenidas se limpiaron, alinearon y ensamblaron
en el programa BioNumerics version 7.01 de prueba y disponible en:
http://www.applied-maths.com/download/software. Después de importar los
archivos de las secuencias a analizar, se evalud y verifico la calidad y la
asignacion correcta de las bases inspeccionando los cromatogramas de cada
una de las secuencias. Las secuencias sentido y antisentido se alinearon y se
crearon secuencias consenso utilizando los parametros de alineamiento por
defecto. Las secuencias consenso se guardaron en archivos formato FASTA.
FASTA es un formato que comienza con un '>' seguido de un texto que
describe la secuencia, y que luego describe a la secuencia real a partir de la

siguiente linea (Guttman et al., 2014).

2.5.4.2 Analisis de similitud y homologia

Las secuencias editadas se compararon con las secuencias disponibles en la base
de datos Nucleotide del NCBI (National Centre for Biotechnology Information) utilizando
la aplicacién de alineamiento local Blast (Basic local alignment search tool) disponible en:
http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn&BLAST PROGRAMS=mega

Blast&PAGE_TYPE=BlastSearchn

Se utilizé la opciébn para secuencias nucleotidicas y el algoritmo

Megablast, con el fin de comparar las secuencias en estudio con otras


http://www.applied-maths.com/download/software
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secuencias con altos niveles de similitud y que han sido previamente

caracterizadas. Se uso los parametros por defecto, y se incluyé el filtro para

las regiones de baja complejidad (low complexity regions) con el fin de filtrar

secuencias que no son informativas; dejando disponibles regiones

bioldgicamente mas interesantes para la coincidencia especifica contra las

secuencias de la bases de datos (Guttman et al., 2014).

Para evaluar cuan buenos fueron los hits del Blast se evalué (Guttman et

al., 2014):

2.5.5.

Identidad: El grado en que dos secuencias no varian.

Cobertura de las secuencias de interés: Representa el porcentaje de
similitud entre las secuencias de interés y las secuencias de la base de
datos.

La puntuaciéon (Bit score) o la puntuacion del alineamiento (S): Una
medida precisa que se normaliza sobre el sistema de puntuacién
particular empleado.

El valor E - valor esperado. Un valor de probabilidad que se basa en el
numero de alineaciones diferentes con puntuaciones al menos tan
buenas como la que se observa, y que se espera se produzcan

simplemente por casualidad.

Andlisis filogenético

La relacion filogenética de las muestras se determind mediante el analisis

de las secuencias obtenidas con los primers Btub_F1A y Btub_R1A. Ademas

se incluyeron seis secuencias correspondientes a las diferentes especies del
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complejo Pythium irregulare (P. irregulare sensu stricto, P. cryptoirregulare, P.
cylindrosporum) para el gen B-tubulina y las secuencias de las especies
Pythium spinosum y Pythium sylvaticum como grupos externos o “outgroups”

(tabla 2.4).

Tabla 2.4: Lista de las especies de Pythium incluidas en el analisis

filogenético.
Muestra Numero de acceso Referencia
GenBank[(B-tubulina)

Pythium sylvaticum? GU071880.1 Spies et al. (2013)
Pythium spinosum? GU071881.1 Spies et al. (2013)
Pythium cylindrosporum GuU071877.1 Spies et al. (2013)
Pythium cryptoirregulare GU071888.1 Spies et al. (2013)

o Senda & Kageyama
Pythium irregulare AB512837.1 (2000)

o Senda & Kageyama
Pythium irregulare AB512837.1 (2000)

a Especies usadas como “outgroups”.

2.5.5.1 Alineamiento multiple

El alineamiento mdultiple se realiz6 con el software bioinforméatico MEGA

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 5.2 (Tamura et al., 2013).

Se ingresaron en el programa un total de 123 secuencias de ADN, sin
alinear y en formato FASTA. Se eligi6 Muscle como el algoritmo para la
construccion del alineamiento multiple bajo la configuracion predeterminada.
El alineamiento se hizo en base a codones por ser secuencias codificantes.
Se hizo ademas un andlisis de la composicion nucleotidica de cada secuencia

y de la frecuencia de pares de nucleétidos.
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2.5.5.2 Seleccion del modelo de sustitucion

La eleccion del modelo de sustitucion de nucledtidos se hizo con la opcion:
Find Best DNA/Protein Models (ML) del menud Models del programa MEGA y
bajo las opciones siguientes: método estadistico: maxima verosimilitud; tipo
de sustitucion: nucleotidos y tratamiento de datos faltantes/gaps: delecion

parcial, y en base al alineamiento multiple

2.5.5.3 Construccion del arbol filogenético

El arbol filogenético se construyé con el método estadistico de maxima
verosimilitud con el programa MEGA version 5.2. La construccion se hizo con
la opcién: Construct/Test Maximum Likelihood Tree del menu Phylogeny del

programa MEGA.

Se modificaron tres parametros del cuadro de dialogo que se despleg6:

e Para el pardmetro modelo/método se escogié el método que describid
mejor el patron de sustitucion segun la lista de modelos de la fase de

eleccion del modelo de sustitucion.

e Para el cambio entre sitios se escogio la mejor opcion que se mostro

en la lista de modelos de la fase de eleccidon del modelo de sustitucion.

e Para los Gapl/tratamiento de datos desaparecidos, se escogi6 la

opcion: delecion parcial, en la cual los sitios con datos faltantes son
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removidos solo cuando es necesario. Esta opcion retiene mayor

informacion.

2.5.5.4 Evaluacion estadistica del arbol filogenético

La estimacion de la fiabilidad del arbol construido se hizo mediante un
analisis “bootstrap” con 1000 repeticiones con la opcion incorporada en el
programa MEGA version 5.2, a partir de los cuales se elaboré un arbol

consenso.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1.Caracterizacién molecular

3.1.1. Extraccién de ADN y cuantificacién

Con el protocolo DNeasy Plant Mini kit de QIAGEN se extrajo el ADN
genomico de las 120 cepas de Pythium irregulare sensu lato recibidas. EI ADN
de cada una de las muestras se cuantificO por espectrofotometria con el
equipo Nanodrop 1000, dando como resultado un rango de concentracion de
3-800 pL/ng y una relacion de absorbancias promedio (260/280) de 1,8. En el
Anexo D se adjunta la tabla que detalla las concentraciones y relaciones de

absorbancias 260/280 para cada una de las muestras.

3.1.2. Amplificacion y visualizacion del gen B_tubulina

La cuantificacion de los fragmentos de ADN amplificados se hizo con el
marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (VWR cat. no. 95039-
808).Este marcador tipo escalera contiene 12 fragmentos de ADN que van
desde 100 hasta 3000 pb y que permite una facil determinacion del tamafio

de las bandas (figura 3.1).

La reaccién de PCR fue eficiente con la metodologia que se empled. Los
primers Btub_F1A y Btub_R1A permitieron amplificar una parte del gen

B_tubulina de las 120 muestras de ADN. Se observaron fragmentos de


http://catalog2.corning.com/Lifesciences/en-US/Shopping/ProductDetails.aspx?productid=M-DNA-100bp(Lifesciences)&categoryname=Genomics+and+Proteomics(Lifesciences)%7CMolecular+Biology+Kits+and+Reagent(Lifesciences)%7CDNA+Ladder(Lifesciences)
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aproximadamente 1200 pb. Los fragmentos se visualizaron en geles de

agarosa al 1% p/v (figuras 3.2 a la 3.10)

bp ng/10ul
— 3,000 108

— 2,000 147

—1,500 116

—1,000 77

— 800 62
— 700 54

—600 46

— 500 150

— 400 60

— 300 56

—200 60

—100 60

Figura 3.1: Fragmentos de ADN tipo escalera que contiene el marcador de
peso molecular 100 bp DNA ladder (VWR cat. no. 95039-808)
utilizado para medir el largo en pares de bases (bp) del ADN
amplificado por PCR.

pb
3000
2000
1500
1000

500

100

Figura 3.2: Visualizacion del producto de PCR del gen 3-tubulina amplificado

de 13 muestras de ADN (1:C8; 2:C9; 3:C14; 4:C20; 5:C24; 6: C32;
7: C37; 8:C38; 9:C39; 10:C41; 11:C42; 12:C43; 13:C44), en gel
de agarosa al 1% p/v. M: Marcador de peso molecular 100bp DNA
ladder. (-): Control negativo de la reaccién PCR. Las muestras se
identifican por su coédigo de estudio.
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Figura 3.1: Visualizacion del producto de PCR del gen [-tubulina

amplificado de siete muestras de ADN (1:C54; 2:C60; 3:C61;
4:C62; 6:C65; 7: C66; 9:C68), en gel de agarosa al 1% p/v. M:
Marcador de peso molecular 100bp DNA ladder. (-): Control
negativo de la reaccion PCR. Las muestras se identifican por
su codigo de estudio.

Figura 3.2: Visualizacion del producto de PCR del gen B-tubulina
amplificado de 16 muestras de ADN. (1:C69; 2:C71; 3:C74;
4:C79; 5:C80; 6: C81; 7: C82; 8:C83; 9:C84, 10:C87; 11:C90;
12:C92; 13:C93; 14:C94; 15:C95; 16:C96), en gel de agarosa
al 1% p/v. M: Marcador de peso molecular 100bp DNA ladder.
(-): Control negativo de la reaccion PCR. Las muestras se
identifican por su cédigo de estudio.
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Figura 3.5: Visualizacion del producto de PCR del gen B-tubulina
amplificado de 10 muestras de ADN. (1:C100; 2:C101; 3:C109;
4:C121; 5:C123; 6: C129; 7: C131; 8:C132; 9:C136; 10:C140),
en gel de agarosa al 1% p/v. M: Marcador de peso molecular
100bp DNA ladder. (-): Control negativo de la reaccion PCR. Las
muestras se identifican por su cédigo de estudio.

W ) e e e S S Y S e .

Figura 3.6: Visualizacion del producto de PCR del gen 3-tubulina amplificado
de 17 muestras de ADN. (1.C145; 2:C147; 3:C149; 4:C152;
5:C153; 6: C156; 7: C158; 8:C160; 9:C161; 10:C162; 11:C164;
12:C165; 13:C167; 14:C169; 15:C171; 16:C178; 17:C179), en gel
de agarosa al 1% p/v. M: Marcador de peso molecular 100bp
DNA ladder. (-): Control negativo de la reaccion PCR. Las
muestras se identifican por su codigo de estudio.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 ()

Figura 3.7: Visualizacion del producto de PCR del gen p-tubulina
amplificado de 18 muestras de ADN. (1:C180; 2:C185; 3:C186;
4:C187; 5:C189; 6: C191; 7: C192; 8:C196; 9:C198; 10:C199;
11:C200; 12:C201; 13:C202; 14:C203; 15:C205; 16:C206;
17:C207; 18:C208), en gel de agarosa al 1% p/v. M: Marcador
de peso molecular 100bp DNA ladder. (-): Control negativo de
la reaccion PCR. Las muestras se identifican por su codigo de
estudio.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 (9)

Figura 3.8: Visualizacion del producto de PCR del gen B-tubulina
amplificado de 16 muestras de ADN (1:C209; 2:C210; 3:C211,
4:C212; 5:C213; 6: C214; 7: C216; 8:C220; 9:C223; 10:C228;
11:C230; 12:C232; 13:C234; 14:C235; 15:C236; 16:C188), en
gel de agarosa al 1% p/v. M: Marcador de peso molecular
100bp DNA ladder. (-): Control negativo de la reaccion PCR.
Las muestras se identifican por su cédigo de estudio.



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 ()

Figura 3.9: Visualizacion del producto de PCR del gen [-tubulina
amplificado de 18 muestras de ADN. (1:C239; 2:C240;
3:C241; 4:C242; 5:C243; 6: C244; 7: C246; 8:C247; 9:C248;
10:C254; 11:C255; 12:C256; 13:C257; 14:C258; 15:C259;
16:C260; 17:C261; 18:C264), en gel de agarosa al 1% plv.
M: Marcador de peso molecular 100bp DNA ladder. (-):
Control negativo de la reaccion PCR. Las muestras se
identifican por su cédigo de estudio.
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3000

2000
1500

S00

Figura 3.10: Visualizaciéon del producto de PCR del gen B-tubulina
amplificado de cinco muestras de ADN (1:C117; 2:C120;
3:C135; 4:C174; 5:C197), en gel de agarosa al 1% p/v. M:
Marcador de peso molecular 100bp DNA ladder. (-):
Control negativo de la reaccion PCR. Las muestras se
identifican por su codigo de estudio.
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3.1.3. Secuenciacion del gen B-tubulina

Los productos amplificados del gen B-tubulina de las 120 cepas de
Pythium irregulare sensu lato fueron cuantificados en geles de agarosa al 1%
p/v, obteniendo una concentracion aproximada de 75 ng/uL en la mayoria de
muestras analizadas aunque no en todas (figuras 3.2- 3.10). Los productos
fueron enviados a secuenciar en la Universidad Estatal de Oklahoma (OSU

Core Facility) y los resultados fueron remitidos en formato AB1 y FASTA.

3.1.4. Edicién y registro de las secuencias obtenidas

Las secuencias y los cromatogramas enviados por el OSU Core Facility
fueron editados en el programa BioNumerics version 7.01. La calidad de las
secuencias se observaron en una escala de colores que iban del verde
(calidad aceptable) al amarillo, naranja y rojo (calidad inaceptable). Los

cromatogramas de las secuencias se inspeccionaron, asi como las correctas

asignaciones de bases y el alineamiento de las secuencias (figura 3.11).

Figura 3.11: (A) Panel que muestra la calidad aceptable de una secuencia,
cepa C109, (color verde) (B) Cromatograma obtenido para la
secuencia del gen tubulina de la cepa C109 con el primer F1A.
Los cuatro tipos de nucleétidos estan diferenciados por colores
(C: azul, G: negro, T: rojo, A: verde) (C) Panel que muestra el
alineamiento de la secuencia de la cena C109.
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El resultado fue el alineamiento de las secuencias del primer sentido con

las secuencias del primer antisentido de cada muestra. Se obtuvo un correcto
alineamiento para 117 secuencias del total de 120 secuencias en estudio, con

las que se crearon secuencias consenso en formato FASTA.

Tres secuencias, del total de 120, generaron inconvenientes durante su
ediciobn y alineamiento. Las secuencias, segun su codigo de estudio,

correspondieron a las cepas C117, C135 y C256. Los inconvenientes fueron:

La cepa C117 mostré una calidad de secuencias inaceptable por lo que el
programa corto partes de las secuencias (figura 3.12A). Por otra parte, aunque
en el cromatograma se observaron picos separados y con una altura
adecuada, hubo mucho ruido de fondo (figura 3.12B), ademas el alineamiento

de las secuencias no fue posible (figura 3.12C).
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Figura 3.12: Paneles que muestran los problemas encontrados con la cepa
C117. (A) Calidad inaceptable de las secuencia sentido y
antisentido de la cepa (B) Ruido de fondo en el cromatograma
perteneciente a la secuencia de la cepa C117. Los cuatro tipos
de nucledtidos estan diferenciados por colores (C: azul, G:
negro, T: rojo, A: verde) (C) Alineamiento de las secuencias de
la cepa C117.
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El programa cort6 partes de las secuencias pertenecientes a la cepa C135
porque mostré una calidad de secuencias inaceptable (figura 3.13A), en el
cromatograma se observaron picos con mucho ruido de fondo (figura 3.13B)

y por ultimo el alineamiento de las secuencias no fue posible (figura 3.13C).

e
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Figura 3.13: Paneles que muestran los problemas encontrados con la cepa
C135. (A) Calidad inaceptable de las secuencia sentido y
antisentido de la cepa (B) Ruido de fondo en el cromatograma
perteneciente a la secuencia de la cepa C135. Los cuatro tipos
de nucleédtidos estan diferenciados por colores (C: azul, G:
negro, T: rojo, A: verde) (C) Alineamiento de las secuencias de
la cepa C135.

La cepa C256 mostré una calidad de secuencias inaceptable, por lo que
el programa corto partes de las secuencias (figura 3.14A), en el cromatograma
se observaron secuencias superpuestas (figura 3.14B) y por ultimo el

alineamiento de las secuencias no fue posible (figura 3.14C).
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Figura 3.14: Paneles que muestran los problemas encontrados con la cepa
C256. (A) Calidad inaceptable de las secuencia sentido y
antisentido de la cepa (B) Secuencas superpuestas en el
cromatograma perteneciente a la cepa C256. Los cuatro tipos
de nucledtidos estan diferenciados por colores (C: azul, G:
negro, T: rojo, A: verde) (C) Alineamiento de las secuencias de
la cepa C256.

Los problemas con las secuencias nucleotidicas de las tres cepas
mencionadas hicieron que estas no formaran parte de los analisis posteriores

reduciéndose el total de secuencias a 117.

3.1.5. Andlisis de similitud y homologia de secuencias

La comparacién de las secuencias editadas con las secuencias existentes
en la base de datos del programa Blast permiti6 encontrar secuencias
similares significativas para cada secuencia; ademas permiti6 una

identificacion a nivel de género y de especie de las mismas. Blast es quizas
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la herramienta mas importante para la busqueda de secuencias en bases de

datos que son similares a las secuencias de interés.

De forma general, las secuencias asignadas por Blast mas representativas
a nivel de especie fueron: una cepa de Pythium irregulare (nimero de
accesion GenBank: AB512837) y otra cepa de Pythium irregulare (nGmero de
accesion GenBank: AB512839). El porcentaje de identidad tuvo un valor del
99% para todas las cepas. El porcentaje de identidad representa la medida en
gue las secuencias de interés y la secuencia de la base de datos devuelta por
Blast tienen los mismos residuos en las mismas posiciones, lo que permitio
asegurar que el gen analizado pertenece taxonomicamente al género

asignado Pythium.

El porcentaje de cobertura de las secuencias analizadas dio en todos los
casos un valor del 100 %, lo que indic6 que las secuencias de consulta tenian
una similitud de un 100 % con las secuencias de la base de datos y que el
alineamiento de los nucleoétidos (aproximadamente 1100) coincidio totalmente
con los del género asignado. El puntaje de alineamiento viene dado en el valor
de Max score que fue diferente en todos los casos ya que este valor es
dependiente de la longitud de las secuencias de interés La significancia del
alineamiento se midié con el valor E que fue 0.0, lo que hizo valida la

comparacion estadisticamente (figura 3.15).
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Figura 3.15: (A) Resultados del alineamiento local de una de las secuencias
problema (C109) con secuencias existentes en la base de datos
de Blast (B) Informacion asociada a la secuencia Pythium
irregulare (Numero de accesion GenBank: AB512839) (C)
Informacién asociada a la secuencia Pythium irregulare (NUmero
de accesion GenBank: AB512837).

El anexo E muestra los resultados del andlisis de Blastn de todas las

secuencias de (B-tubulina en estudio.

3.1.6. Andlisis filogenético

3.1.6.1 Analisis estadistico de las secuencias

La tabla 3.1 muestra los datos promedio de longitud y composicion de

bases nucleotidicas de las secuencias en estudio.

Tabla 3.1: Resumen de los datos de composicion de bases nucleotidicas y de
longitud de las secuencias en estudio.

Cepa analizada Composicion de bases? (%) Longitu
T(V) C A G dO(pb)
Promedio de todas las cepas 22.9 29.0 21.2 269 1102.0

a: Las frecuencias estan dadas en porcentajes.
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Segun la tabla 3.1 hay una longitud de secuencias promedio de 1102 pby
un mayor contenido de las bases Citocina (C) y Guanina (G), 29 %y 26.9 %

respectivamente.

El anexo F muestra los datos de longitud y composicion de bases
nucleotidicas de todas las secuencias analizadas. De manera general no hay

un comportamiento regular o longitud parecida en todas las secuencias.

Las tablas 3.2 y 3.3 muestran datos de pares de nucleétidos idénticos,
transversiones, transiciones y las frecuencias de dinucledtidos en las
secuencias de estudio. Los dinucleétidos mas significativos fueron TT, CC,

GG, AAy los menos significantes fueron TAy AT.

Tabla 3.2: Datos de frecuencias dinucleétidos idénticos, transversiones,
transiciones promedio de las secuencias en estudio.

Datos Numero de frecuencias
Pares idénticos 573
Pares por transicion (si) 148
Pares por transversion 297
(sv)
R: si/sv. 0.50

Tabla 3.3: Pares de nucleotidos y frecuencias promedio de las secuencias
en estudio.

Pares de nucledtidos NuUmero de frecuencias

TT 133
TC 37
TA 25
TG 38
CT 37
CC 174
CA 42

Continua...
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Pares de nucledtidos NuUmero de frecuencias

CG 42
AT 26
AC 42
AA 111
AG 37
GT 38
GC 42
GA 38
GG 155

3.1.6.2 Alineamiento multiple

El resultado del alineamiento multiple con el algoritmo Muscle, el método
estadistico de maxima verosimilitud y bajo la configuracion predeterminada en
el programa MEGA fue el que se observa en la figura 3.16. La matriz de datos
comprendié 1475 caracteres de los cuales 365 eran conservados, 1090 eran

caracteres variables y 1040 tenian parsimonia informativa.

Por ser secuencias codificantes el alineamiento se hizo en base a
codones, lo que asegura un enfoque mucho mas realista porque evita la
introduccién de espacios en el alineamiento o gaps en posiciones que podrian

dar lugar a cambios de marco en las secuencias reales (Hall, 2013).

Las columnas marcadas con un asterisco (*) indican los residuos con
posiciones estructurales comunes y/o residuos ancestrales (Fassler & Cooper,
2013). Los cuatro tipos de nucledtidos estan diferenciados por colores (T: rojo;
G: Morado; C: celeste y A: verde), las columnas sin color indican la
introduccidn de gaps, identificados por guiones (-), en el alineamiento con el

fin de mantener la correspondencia entre sitios homologos (figura 3.16).
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m M5: Alignment Explorer (fasta.fas) - 0
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DY =& ws oL o BmiBX ¥ mE ar [ hHH

DNASequences | Translated Protein Sequences I

Species/Abbry s
1. Bythium sylvaticum GUO071880.1
2. Pythium spinosum GU071881.1
3. JH 08 27

4. JH 08 30

5. JH 09 218

6. JH 09 244

7. MIP-1

8. W-171

9. EM-11-1

10. EM-11-5

11. EM-11-7

12. EM-11-10

13. BB-11-123

14. BB-11-1Z&

15. JH-11-Z54

16. JH-11-Z55

17. BB-11-130

18. BEB-11-132

19. EM-11-17

20. VB-11-1Z&

21. BB-11-131

2Z. EM-11-18&

23. EM-11-13

24. C71

25. VB-11-100

26. VB-11-103

27. VB-11-104

Z8. VB-11-102

Z29. VB-11-105

30. VB-11-107

31. VB-11-105

3Z2. VB-11-114

33. VB-11-111

34. EM-11-2

35. EM-11-6

36. BB-11-121

37. BB-11-122

38. BB-11-124 L

Figura 3.16: Ventana que muestra el alineamiento multiple con el algoritmo Muscle en base a codones de las secuencias en
estudio.
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3.1.6.3 Seleccion del modelo de sustitucion.

El modelo que mejor describio la sustitucion de nucleétidos fue el de
Tamura de tres pardmetros (T92) con un ajuste por la presencia de sitios

invariables (+ 1) (figura 3.17).

La bondad de ajuste de cada modelo se mide por el criterio de informacion
Bayesiano (BIC) y el criterio de informacién de Akaike corregido (Tamura et
al., 2013). El modelo con el puntaje BIC (Criterio de Informacién Bayesiana)
mas bajo se considera que describe el mejor modelo de sustitucion. Para cada
modelo, el valor AlCc (Criterio de Informacion de Akaike, corregido), el valor
de méaxima verosimilitud (InL), y el nimero de pardmetros (incluyendo las

longitudes de las ramas) se muestran (Nei & Kumar, 2000).

En la figura 3.17 cuando fue aplicable las estimaciones del parametro
gamma y / o la fraccion estimada de sitios invariantes se observan para cada
modelo. Los valores asumidos o estimados de transicion / transversion se
muestran para cada modelo. Les siguen las frecuencias de nucleétidos (f) y

las tasas de sustituciones de bases (r) para cada par de nucleétidos.

El analisis involucré 123 secuencias nucleotidicas. Todas las posiciones
con menos del 95% de cobertura fueron eliminadas. Hubo un total de 901

posiciones en el conjunto de datos finales.
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Model Parameters BIC  AICc WL () (6 R fi) AD) AC) AG) nAT) HAC) HAG) TA) KTC) NTG) HCA) HCT) NCG) HGA) NGT) NGC)
TOHT 246 26686367 24322723 -11914811 0.05 wa 052 0221 0221 0279 0279 0.072 0.091 0.096 0.072 0.096 0.091 0.072 0.076 0.091 0.076 0.072 0.091

T92+G+1 247 16705554 24332307 -11918.598 0.05 200.00 0.52 0221 0221 0279 0279 0.072 0.091 0.096 0.072 0.096 0.091 0.072 0.076 0.091 0.076 0.072 0.091
IC+I 244 26707.188 24362.751 -11936.834 0.05 nf 0.50 0250 0250 0250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K241 245 26718381 24364341 -11936.624 005 nla 052 0250 0250 0250 0.250 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082

JC+GH] 245 26711.164 24367.124 -11938.015 0.05 200.00 0.50 0250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
GIR+I 252 26724340 24303.074 -11898.959 0.04 =nf 052 0213 0229 0291 0267 0.058 0.111 0.101 0.054 0.092 0.100 0.082 0.073 0.078 0.081 0.086 0.085
T92 245 26726916 24372875 -11940.891 nfa nla 052 0221 0221 0279 0279 0.073 0.091 0.096 0.073 0.096 0.091 0.073 0.076 0.091 0.076 0.073 0.091

K2+G+ 246 26732353 24368.709 -11937.803 0.05 200.00 0.52 0250 0.250 0.250 0.250 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082

GIR+GHI 253 26738.175 24307305 -11900.070 0.04 200.00 0.52 0213 0229 0291 0.267 0.058 0.111 0.101 0.054 0.092 0.100 0.082 0.073 0.078 0.081 0.086 0.085
T92+G 246 26741.983 24378339 -11942619 n/a 20000 0.52 0221 0221 0279 0279 0.073 0.091 0.096 0.073 0.096 0.091 0.073 0.076 0.091 0.076 0.073 0.091
IC 243 26743545 24408.713 -11960.819 nla nfa 0.50 0250 0250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2 244 26754746 24410310 -11960.613 nfa nfa 0.52 0250 0250 0250 0.250 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082
GIR 251 26756.785 24345123 -11920988 nfa nla 052 0213 0229 0291 0267 0.058 0.113 0.103 0.054 0.090 0.098 0.083 0.071 0.078 0.082 0.084 0.085
GIR+G 252 16768.833 24347566 -11921.205 nfa 200.00 0.52 0213 0229 0291 0267 0.058 0.113 0.103 0.054 0.090 0.098 0.083 0.071 0.078 0.082 0.084 0.085
K2+G 245 26776.261 24422221 -11965.564 nfa 200.00 0.52 0250 0250 0.250 0.250 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082 0.085 0.082 0.085 0.082 0.082
IC+G 244 26862.681 24518245 -12014.580 n/a 200.00 0.50 0250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
HKY+I 248 30381.896 27999.044 -13750.962 0.06 nf 0.58 0213 0229 0291 0267 0.072 0.092 0.098 0.067 0.107 0.084 0.067 0.084 0.084 0.078 0.072 0.092

.OO
[

TN93+I 249 30386.583 27994.128 -13747499 006 nfa 0.56 0213 0229 0291 0267 0.073 0.093 0.099 0.068 0.103 0.085 0.068 0.081 0.085 0.079 0.073 0.093

Figura 3.17: Mejores modelos de sustitucion y evolucion para las secuencias en estudio segun el método estadistico de
maxima verosimilitud.
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3.1.6.4. Construccion y evaluacién estadistica del arbol filogenético

El arbol filogenético se construyé en base a las secuencias del gen B-
tubulina, con el método estadistico de maxima verosimilitud, en base al
modelo de Tamura de tres parametros (T92) y asumiendo que una cierta
fraccion de los sitios eran evolutivamente invariables (4.5221% de los sitios)

(Tamura et al., 2013).

El arbol consenso bootstrap inferido con 1000 repeticiones representa la
historia evolutiva de los taxones analizados. El porcentaje de arboles
replicados en el que los taxones se agruparon en el test bootstrap se muestran

sobre las ramas (Felsenstein, 1985).

La topologia del arbol condensado obtenido en base al gen B-tubulina,
indicé la formacion de tres grupos principales (I, Il y Ill). En el grupo | se
incluyen 73 taxones, algunos de ellos agrupados con un buen soporte y
separados por pequefias ramas internas, ademas sobresalen ramas que
fueron condensadas resultando en politomias. En el grupo Il se incluyen 45
taxones, en este grupo sobresalen también ramas condensadas que
resultaron en politomias. El grupo Il incluye tres taxones agrupados y con un
buen soporte (figura 3.18). El enraizamiento del arbol se consiguié incluyendo
como grupos externos a secuencias de Pythium spinosum (GU071881.1) y
Pythium sylvaticum (GUO071880.1). Las relaciones de los tres grupos
recibieron un soporte bootstrap moderado-alto (63-100%) en el andlisis de

maxima verosimilitud.
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También se pudo observar que de las cuatro secuencias referencia de
Pythium para el gen B-tubulina, tres de ellas: Pythium irregulare (AB512837.1),
Pythium irregulare (AB512839.1) y Pythium cylindrosporum (GUQ71877.1) se
agruparon en el grupo Il y la secuencia de Pythium cryptoirregulare

(GU071888.1) se agrup6 en el grupo |.

El &rbol consenso que se obtuvo provee informacion para pensar que las
cepas de Pythium irregulare sensu lato tienen un ancestro en comun, a pesar
de no mostrar un porcentaje de ocurrencia mayor al 50% en todas sus ramas.
El enraizamiento permitié observar que las cepas de Pythium irregulare sensu

lato son monofiléticas en base a las secuencias del gen B-tubulina.
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Figura 3.18: Arbol consenso en base a secuencias del gen B-tubulina utilizando el
método de maxima verosimilitud basado en el modelo de Tamlra de
tres parametros (T92+1). El arbol fue enraizado con Pythium spinosum
y Pythium sylvaticum como grupos externos. Los nameros en las
ramas representan los valores “bootstrap” calculados a partir de 1000
replicaciones (Solo los valores superiores al 50% se muestran).
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CAPITULO 4. DISCUSION

Los estudios que investigan la asociacion de las especies de Pythium con
cultivos de plantas utilizan métodos basados en cultivos para su aislamiento y
caracteristicas morfologicas para identificar aislados a nivel de especie. La
taxonomia de Pythium se ha basado principalmente en caracteristicas
morfologicas, algunas de las cuales son altamente variables o estan ausentes
en muchas especies. Esta variacién no ha permitido llegar a un consenso para
establecer las caracteristicas morfolégicas mas importantes para la
identificacion de las especies (Long et al., 2013; Senda, Kageyama, Suga &

Lévesque, 2009).

El uso de técnicas moleculares tanto para la identificacion y deteccién de
especies Pythium tiene varias ventajas sobre las técnicas convencionales,
incluyendo una mayor precision, resolucion y rapidez (Jakobus, Mazzola, &
McLeod, 2013). Gracias al avance de los métodos moleculares se ha logrado
estudiar relaciones filogenéticas, identificar especies y contribuir a la

sistemética de Pythium (Long et al., 2013).

Los métodos basados en acidos nucleicos son cada vez mas utilizados
para desarrollar pruebas de diagnéstico de patégenos de plantas.
Particularmente los métodos basados en la reaccibn en cadena de la
polimerasa, son sensibles y tienen el potencial de ser especificos. Permite
sintetizar rapidamente (amplificar) millones de copias del ADN especifico de
una secuencia y al ser una técnica sensible, sélo se requieren de pequefas

cantidades de ADN (Ward, Foster, Fraaije, & Alastair McCartney, 2003).
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El aislamiento de ADN es un primer paso para el estudio de secuencias

de ADN. La cantidad, calidad e integridad del ADN afecta los resultados de un
ensayo (Surzycki, 2000). La utilizacion de protocolos de extraccion de ADN
rapidos y simples que sean capaces de obtener una alta cantidad y calidad de
ADN es esencial para estudios filogenéticos de patégenos de plantas. kits
comerciales se utilizan ampliamente, en estos estudios por ser rapidos y
permiten obtener ADN de calidad, adecuada sin embargo, suelen ser caros,
requieren la ejecucion de muchos pasos en un corto tiempo y regularmente
se obtienen bajas concentraciones de ADN (Zelaya-Molina , Ortega, &

Dorrance, 2010).

En esta investigaciéon con el protocolo del kit DNeasy Plant Mini de
QIAGEN se obtuvieron concentraciones de ADN en rangos desde 3.6 a 880
ng/uL, y una calidad promedio de ADN evaluada con la relacion A260/A280
de 1.79. Generalmente un ensayo de tipo PCR con ADN de oomicetos
requiere una concentracion minima de ADN de 10 ng/uL (Surzycki, 2000). En
la mayoria de muestras se logré extraer la concentracion adecuada excepto
por unas cuantas muestras con una concentracion inferior que, a pesar de
eso, amplificaron con la PCR. En el caso de la calidad del ADN el valor
obtenido de la relacién A260/A280 indic6 que el ADN estaba de calidad

aceptable para la PCR (Glasel, 1995; Maniatis, Fritsch, & Sambrook,, 1982).

Algunos analisis han explorado las relaciones entre especies de Pythium
usando la region ITS del ADN ribosomal (rADN) nuclear, una region que
amplifica facilmente y que contiene un largo nimero de sitios variables (Blair

et al., 2008). En la actualidad, se incorporan en estudios de filogenia genes
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con el fin de representar la evolucidén del genoma de los oomicetes mediante
el analisis y comparacion de la filogenia derivada de cada uno de ellos. Genes
como [-tubulina y citocromo oxidasa I, que codifican para proteinas
estructurales y metabdlicas respectivamente, estan recibiendo cada vez mas

atencion (Villa et al., 2006; Blair et al., 2008).

El objetivo de este estudio fue utilizar el gen B-tubulina como un loci
informativo a nivel filogenético. B-tubulina es un gen que no contiene intrones,
gue es conservado en los eucariotas y que permite a la identificacion de

especies en muchos grupos biologicos (Villa et al., 2006; Blair et al., 2008).

En este estudio se usd una porcion del gen B-tubulina (1226 pb). Su
amplificacion se hizo con el par de primers Btub_F1A y Btub_R1A que fueron
disefiados para amplificar secuencias parciales del gen B-tubulina en aislados
de Phytophthora segun el estudio realizado por Blair et al. (2008) para el
andlisis filogenético del género Phytophthora. Con estos primers se logro
amplificar la porcién del gen B-tubulina en las 120 cepas de Pythium irregulare
s.l., provenientes de invernaderos de Long Island New York y de distintos
huéspedes, las cuales estuvieron en el rango de peso molecular esperado

(1226 ph).

Se empled la secuenciacion del gen para caracterizar las cepas en
estudio. En la actualidad, la secuenciacion se ha convertido en uno de los méas
importantes avances cientificos, al permitir conocer el orden de los nucleétidos
de un gen en particular. Gracias al despliegue de la secuenciacién de ADN, a

su bajo costo y alto rendimiento ha sido posible examinar de la biologia y de
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la evolucion de la patogenicidad de algunos oomicetos, ademas de la
resolucién de su filogenia usando multiples alineamientos concatenados

(Fitzpatrick, Logue, Stajich, & Butler, 2006; James, 2006).

Pese a sus ventajas, durante la secuenciacion de ADN hay muchas
variables que puede afectar la calidad de la informacién, por eso resulta
importante evaluar la informacién generada mediante herramientas y software
gue ayuden a determinar errores que pudieron ocurrir durante el proceso (The
Perkin-Elmer Corporation., 2008). En esta investigacion, las secuencias
enviadas por OSU fueron analizadas evaluando sus cromatogramas,
alineando la cadena forward y reverse y verificando la correcta asignacion de
bases entre ambas cadenas (sentido y antisentido) a través del programa

BioNumerics versiéon 7.01.

Ciento diecisiete de las 120 secuencias fueron editadas, alineadas y
ensambladas. Tres de las secuencias presentaron problemas debido a la mala
calidad de las mismas, lo que no permitid su alineamiento; ademas en los
cromatogramas de cada una se observo principalmente problemas como ruido
de fondo y secuencias superpuestas que pudieron aparecer por una baja
concentracion del ADN, por la presencia de cantidades importantes de
contaminantes o por la presencia de primers de PCR de pasos anteriores que

no se eliminaron en el paso de purificacién (Soria, 2000).

Para las 117 secuencias se pudo generar secuencias consenso que
representan a cada conjunto de secuencias o contig (Cafiizares y Blanca,

2013). Estas secuencias fueron sometidas a un analisis Blast. Blast es quizas
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la herramienta mas importante para la identificacion de secuencias que
comparten una similitud local con secuencias registradas en la base de datos
(Guttman et al., 2014). Con el fin de conocer el grado de similitud entre las
secuencias en estudio (secuencias de interés) y las secuencias anotadas y
registradas en la base de datos Blast, se prestd atencion a los parametros de
porcentaje de cobertura, porcentaje de identidad maxima y valor E. El valor
de porcentaje de cobertura de las secuencias de interés fue de un 100 %,
indicando asi que las secuencias analizadas tenian una similitud de un 100 %
con el mejor resultado devuelto por la base de datos y que el alineamiento de
los nucleédtidos (aproximadamente 1100) coincidié totalmente con los del
género y especie asignado. Por otro lado, el valor de porcentaje de identidad
del 99% permitié asegurar que el gen analizado pertenece taxonémicamente
al género asignado (Hall, 2013) y que las secuencias problema son similares
en un 99 % a secuencias de Pythium irregulare para el gen 3-tubulina. El valor
E tuvo un valor de 0.0, siendo este el mejor valor posible, ya que cuanto mas
bajo sea el valor E, mas significativa es la puntuacién. Segun el analisis Blast,
las secuencias son homologas en el sentido de que los emparejamientos
resultantes tienen un alto nivel de significancia y no presentan ningdn tipo de
degeneracion en los extremo 5° y 3" del gen segun la grafica de distribucion
de hits del Blast. La identificacion de secuencias similares es importante pues
la similitud es el principal predictor de homologia, la homologia es el principal
predictor de funcién y un alineamiento de secuencias permite identificar

secuencias similares (Guttman et al., 2014; Rahman, 2007).
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El alineamiento multiple de las secuencias en estudio fue analizado con el
método de maxima verosimilitud. Los datos filogenéticos usualmente
consisten en alineamientos multiples de secuencias que es el paso mas critico
en un analisis filogenético debido a que establece las correspondencias
posicionales en la evolucién; permite realizar analisis de evolucion, identificar
homologia, construir filogenias y probar modelos evolutivos (Guttman et al.,
2014). Un buen alineamiento produce inferencias filogenéticas correctas

(Rodriguez, 2013).

A menos que las relaciones filogenéticas reales se conozcan de
antemano, no hay manera de establecer el mejor procedimiento de alineacion
para un analisis filogenético dado. En general, es aconsejable simplemente
someter a la alineacion generada por computadora a un procedimiento de
construccion de arbol. Esta opcion se aplica en especial a los programas de
construccion de arboles que incluyen paquetes de alineacion (Por ejemplo:

Muscle y CulstalW en MEGA) (Brinkman & Leipe, 2000).

El alineamiento multiple en esta investigacién se hizo con el algoritmo
Muscle (comparacién de secuencias multiples por log-expectativa). Este
algoritmo tiene como paso fundamental la alineacién de perfiles por parejas
gue después se utilizan para una alineacion progresiva, refinamiento y la

construccion de un arbol guia (Edgar, 2004).

El alineamiento multiple de las secuencias con el algoritmo Muscle del
programa MEGA versiébn 5.01 y bajo el método estadistico de maxima

verosimilitud, evidencié diferencias entre las secuencias de cada cepa. Solo
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cierto numero de posiciones alinearon y conservaron bases entre todas las
secuencias de las cepas en estudio. Las columnas, en un alineamiento
multiple de secuencias, son indicadoras de homologia. Rodriguez (2013)
menciona que el nimero de substituciones observadas pueden no reflejar los
verdaderos eventos evolutivos que ocurrieron, lo que dificulta la estimacion de
las verdaderas distancias evolutivas entre las secuencias estudiadas. Un
nucleodtido idéntico observado en el alineamiento puede deberse a mutaciones
en paralelo en ambas secuencias, efecto conocido como homoplastia, que
para su correccion requiere modelos estadisticos (modelos de evolucion) que

permitan inferir las verdaderas distancias evolutivas entre secuencias.

El proceso de encontrar un arbol filogenético utilizando maxima
verosimilitud implica la busqueda de una topologia y de las longitudes de las
ramas de un arbol que den la mayor probabilidad de observar las secuencias
de ADN en nuestros datos (Cho, 2012). En los ultimos afios, se ha dado un
creciente interés en producir arboles filogenéticos precisos utilizando este
enfoque estadistico, principalmente por su versatilidad, por su aplicacién en
una gran cantidad de situaciones y por ser un procedimiento que permite
estimar los parametros de un modelo, de tal manera, que sean los mas
probables a partir de los datos obtenidos (Keane, Naughton, Travers,

Mclnerney, & McCormack, 2005).

El &rbol que dio la mayor probabilidad es el que se examind, el cual tuvo
un valor de log likelihood superior de -11917.62. El valor log likelihood
representa la funcion de probabilidad o verosimilitud. El ajuste del modelo a

los datos de mide por la funcion de probabilidad (Edwards A. , 1972). En el
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calculo de la funcibn de verosimilitud interviene el producto de las
probabilidades individuales, por lo que interesa tomar logaritmos, que
transforman los productos en sumas y los cocientes en restas. Al tratarse de
productos de probabilidades, la funcion de verosimilitud sera siempre menor

que 1y por tanto su logaritmo sera negativo (Duduk, 2009).

El modelo de sustitucion y evolucién que resulté ajustarse de mejor
manera a los datos fue el de Tamura de tres parametros (T92). La elecciéon de
este modelo indica que hay fuertes eventos de transicion-transversion y

sesgos en el contenido de G+C (Mina y Romero-Campero, 2012).

El arbol filogenético obtenido fue de tipo cladograma, un diagrama de
ramificacion donde las ramas tienen la misma longitud y en donde se muestra
un ancestro en comun, pero no se indica el tiempo evolutivo que separa a
cada taxon (Duduk, 2009). Un primer arbol construido mostraba que no todas
las ramas eran significativas, por lo que fue necesario construir un arbol

condensado para dar mas significancia a las ramas.

El &rbol consenso que se obtuvo provee informacion para pensar que las
cepas de Pythium irregulare sensu lato tienen un ancestro en comun, a pesar
de lo cual, el arbol no muestra un porcentaje de ocurrencia mayor al 50% en
todas sus ramas. A cada rama se le asigna un porcentaje de ocurrencia y, de
esta manera, se asume que una rama es significativa si aparece mas de 50%
0 70% de las veces, las ramas restantes pueden ser condensadas resultando

en politomias (Mina y Romero-Campero, 2012).



78

La topologia del arbol consenso indico la formacion de tres grupos
principales (I, Il y Ill). Las relaciones de los tres grupos recibieron un soporte
bootstrap moderado-alto (63-100%) en el andlisis de maxima verosimilitud. En
los grupos | y Il sobresalieron ramas que fueron condensadas resultando en
politomias. También se pudo observar que de las cuatro secuencias
referencia de Pythium para el gen B-tubulina, tres de ellas: Pythium irregulare
(AB512837.1), Pythium irregulare (AB512839.1) y Pythium cylindrosporum
(GUO71877.1) se agruparon en el grupo Il y la secuencia de Pythium

cryptoirregulare (GU071888.1) se agrupo en el grupo I.

La condensacion de las ramas que resultaron en politomias, nodos con
mas de dos linajes descendientes, puede ser indicio de dos cosas: falta de
conocimiento o0 eventos de especiacion rapida. La falta de conocimiento
debido a que no se cuenta con los datos suficientes para entender como se
relacionan esos linajes lo que impide sacar conclusiones. La especiaciéon
rapida representa la posibilidad de mdultiples episodios de especiacion al
mismo tiempo. En este caso, todos los linajes descendientes estarian
igualmente relacionados entre si. Las politomias pueden resolverse cuando

se reunen mas datos (Blanca & Cafiizares, 2010).

La filogenia se basa explicitamente en el modelo de un solo linaje
ancestral coman que se divide en el tiempo en mdultiples linajes. Para las
especies, estas divisiones son eventos de especiacion. Para moléculas
(genes o secuencias de proteinas), estas divisiones también pueden ser

eventos de duplicacion (Edwards, 2012). La definiciébn de la posicién del
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ancestro hipotético en el arbol, conocido como enraizamiento de un arbol es

una de las cosas que causa confusion en filogenética.

Una de las estrategias para el enraizamiento de un arbol filogenético es
utilizar grupos externos (outgroups). Un outgroup es una 0 mas especies que
se saben estan alejadas de todos los demas taxones en el arbol (Edwards,
2012), pero estan emparentadas a ellos, y su inclusion facilita el determinar si
un grupo, en este caso las cepas en estudio, forman grupos monofiléticos. La
mayoria de métodos de construccion de arboles generan arboles sin raiz y
gracias a un conocimiento previo se coloca la raiz en el lugar correcto. En este
estudio el enraizamiento se consiguio incluyendo como outgroups a Pythium
spinosum y Pythium sylvaticum, dos especies alejadas de Pythium irregulare.
El enraizamiento permitié observar que las cepas de Pythium irregulare sensu

lato estudiadas son monofiléticas en base a las secuencias del gen B-tubulina.

Esta investigacion permitié establecer la relacion filogenética de cepas de
Pythium irregulare sensu lato, un oomicete y agente causal de algunas de las
enfermedades de raiz mas serias en plantas, mediante la caracterizacion del
gen PB-tubulina, con el propdsito de diferenciar y estimar su relacion
filogenética. Se determiné que las cepas al compartir un ancestro, en comun,
se agrupan cercanamente entre si. Esta investigacion también proporcioné
informacion para la identificacion de Pythium irregulare sensu lato como
patdgeno utilizando métodos moleculares basados en la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion.
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La reconstruccion filogenética es un campo de rapido crecimiento que se
enriquece con diferentes enfoques estadisticos y que tiene aplicaciones en
una amplia gama de areas biologicas. Estudios de este tipo permiten
determinar la relacion jerarquica entre especies en funcion de su relaciéon
evolutiva y contribuyen con informacion util para la implementacién de
estrategias en el control y gestion de enfermedades causadas por patbgenos

de plantas (Garzén, Geiser, & Moorman, 2005).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

. El protocolo del kit QIAGEN para la obtencion de ADN a partir de micelio
liofilizado permitié la obtencion de ADN de alta calidad y concentracion,

facilitando la amplificacion del gen g -tubulina en todas las cepas de

estudio.

. La amplificacion y secuenciacion el gen pg-tubulina de las cepas de

Pythium irregulare sensu lato permiti6 observar fragmentos de
aproximadamente 1200 pb que estan en el rango de peso molecular

esperado (1226 pb), segun el estudio de Blair et al (2008).

. Ciento diecisiete secuencias consenso, de un total de 120, se registraron
en archivos formato FASTA a partir del analisis, ediciébn y ensamblaje de
los datos generados después de la secuenciacion, con el programa

BioNumerics version 7.01.

. El alineamiento multiple de las secuencias con el algoritmo Muscle del
programa MEGA version 5.01 y bajo el método estadistico de maxima
verosimilitud, evidencio diferencias entre las secuencias de cada cepa.
Solo cierto niumero de posiciones alinearon y conservaron bases entre

todas las secuencias de las cepas en estudio.

. El modelo de sustitucion y evolucién que mejor se ajusto a los datos fue el
de Tamura de tres parametros (T92). Con este modelo se construyd un
arbol filogenético en el cual destacan los eventos fuertes de transicion-

transversion y el sesgo en el contenido de G +C. Se observo desigualdad
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en las frecuencias de nucleétidos en base al nUmero de substituciones

encontradas durante el alineamiento.

El arbol filogenético basado en el correspondiente alineamiento multiple,
modelo de evolucion de Tamura de tres parametros (T92), con base al
método de maxima verosimilitud y evaluado estadisticamente mediante
una prueba “bootstrap” con 1000 repeticiones, revelo la presencia de tres
grupos principales (I, 1l y lll) y de ramas restantes condensadas que

resultaron en politomias.

Las relaciones de los tres grupos principales formados en el arbol
filogenético recibieron un soporte “bootstrap” moderado-alto (63-100%) en
el andlisis de maxima verosimilitud. No hubo una clara separacién entre
las especies dentro del complejo P. irregulare, lo cual es consistente con

otros estudios preliminares.

El arbol consenso obtenido para las cepas de Pythium irregulare s.l. de
Long Island New York, proporciond informacién para asegurar que
comparten un ancestro en comun ya que se agrupan cercanamente entre
si. Las cepas de Pythium irregulare s.I. son monofiléticas en base al
analisis de secuencias del gen [B-tubulina, utilizando las especies P.

sylvaticum y P. spinosum como outgroups.

El analisis del gen B-tubulina como loci individual es util para resolver
relaciones entre especies pero no garantiza una filogenia de especies
completamente segura, particularmente si las especies son muy cercanas.

El andlisis filogenético de genes individuales solo provee una estimacion
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de las relaciones evolutivas entre las secuencias de ese gen obtenidas de
un grupo de muestras. Por lo tanto, un andlisis concatenado de genes es
un mejor método para la reconstruccion filogenética de una especie, pues

hay una mayor probabilidad de descubrir el arbol correcto.

10.Esta investigacion proporcioné informacién para la identificacion de
Pythium irregulare como patdégeno utilizando métodos moleculares
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa y la secuenciacién del

gen de beta tubulina.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

Obtener el resultado del alineamiento multiple de secuencias de varias

fuentes y compararlas cuidadosamente para identificar el mejor.

Construir alineamientos y otros arboles filogenéticos con diferentes
métodos estadisticos como maxima parsimonia (MP) y andlisis bayesianos
(BA), con el fin de comparar si todos los arboles producen una misma

topologia.

Construir arboles multilocus para obtener mayor evidencia estadistica que
muestren un porcentaje de ocurrencia mayor al 70% en todas sus ramas
para asegurar que los organismos comparten un mismo ancestro en

comun.

Realizar un andlisis concatenado de genes para la reconstruccion
filogenética de las cepas de Pythium irregulare s.I. de Long Island New
York, porque este estudio evidencid que con el analisis de un solo gen, [3-
tubulina, se obtienen arboles con baja resolucion entre especies muy

cercanas.

Validar los métodos empleados en este estudio usando muestras del
Ecuador a partir del aislamiento de cepas de Pythium spp. en medios
selectivos, identificacion en base a morfologia e identificacion molecular
con la técnica PCR, con el fin de identificar las especies de Pythium

encontradas en campos del pais.
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