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First report of the oomycete Globisporangium splendens causing root rot on custard apple
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ABSTRACT

Custard apple (Annona cherimola Mill.), originally from the Andean region of Peru and
Ecuador, faces a serious threat from root rot, a disease that significantly reduces its yield.
In 2015, root damage caused by Dactylonectria macrodidyma was reported in Chile, while
Pythium splendens was identified as the root rot culprit in the Annona genus in Australia
and Florida. This study aimed to identify the causal agent of custard apple root rot in Peru
using PCR. In 2014, twelve ‘Cumbe’ custard apple plants from commercial fields in Ancash
and Lima, Peru, displaying symptoms like yellowing leaves and dieback, were examined.
The molecular identification was performed through specific rDNA regions (ITS and Cox
IT) amplification using primers ITS6/ITS4 and FM66/FM58 and revealed the presence of
Globisporangium splendens (previously Pythium splendens), which had not previously been
recorded as causing this disease in cherimoyas in Peru. Pathogenicity tests confirmed that
‘Cumbe’ custard apple seedlings exhibited consistent symptoms two to three weeks after
inoculation, with G. splendens re-isolated from the infected roots. Notably, there were no
prior records in Peru of fungal agents causing root rot or quantifying damage in custard apple,
marking this as the first report of G. splendens causing the disease in Peru. This research
sheds light on a previously unreported threat to custard apple cultivation in the region.
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RESUMEN

La chirimoya (4nnona cherimola Mill.) es originaria de la region andina del Perti y Ecuador,
donde crece a altitudes de 1500 a 2200 m.s.n.m. El cultivo de esta fruta afronta un grave
desafio, la pudricion de raiz, una enfermedad que puede tener un impacto devastador en su
rendimiento. En el afio 2015 se registraron casos en Chile en los que la chirimoya sufri6 dafios
en sus raices debido a la presencia de Dactylonectria macrodidyma. Situaciones similares se
han reportado en Australia y Florida, donde el género Annona se vio afectado por la pudricion
de las raices causada por Pythium splendens. Ante esta problematica, se planted como objetivo
identificar al agente causal de la pudricion radicular de la chirimoya utilizando técnicas de
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). En el afio 2014 se recolectaron doce plantas de
chirimoya del cultivar ‘Cumbe’ en Ancash, Perq, las cuales mostraron sintomas de pudricion
de raices y deterioro general. La identificacion se realizé mediante amplificacion de regiones
especificas de ADNr (ITS y Cox II) utilizando los cebadores ITS6/ITS4 y FM66/FMS58 y
revel6 la presencia de Globisporangium splendens (anteriormente Pythium splendens), que
no se habia registrado previamente como causante de esta enfermedad en chirimoyas en Peru.
Ademas, se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad en plantones de chirimoya ‘Cumbe’,
los cuales mostraron sintomas consistentes con la enfermedad en condiciones de campo.
G. splendens se volvio a aislar de las raices inoculadas, confirmando su papel como agente
causal. Este estudio representa el primer informe de G. splendens como agente causante de la
pudricién de raiz en chirimoya en Peru y resalta la importancia de identificar y comprender
las enfermedades que afectan a este cultivo.

Palabras clave: Annona cherimola | Pythium | Identificacion | ITS | Cox II | enfermedad.

1. INTRODUCCION

La chirimoya (Annona cherimola Mill.)
pertenece a la familia Annonaceae (Castro,
2007). Es un arbol frutal que tiene su origen
en los valles interandinos del Peru y Ecuador,
comprendidos entre 1500 y 2200 m.s.n.m.,
posteriormente el hombre y los animales han
distribuido sus semillas hacia otras regiones
como la parte norte de Sur América, a Centro
América y al sur de México, lugares donde
puede encontrarse en sus estados silvestres
(Franciosi, 1995).

La chirimoya pertenece a la familia de las
Annonaceae, dentro de la cual figura también
algunas especies de importancia econémica
como la Annona squamosa (anén), Annona
muricata (guanabana), Annona reticulata
(chirimoya), etc. La planta de chirimoya
es un arbol cuyo tamafio puede variar de
tres hasta ocho metros de altura y a veces

mas, sobre todo cuando no es injertada. Las
ramas salen del tronco siguiendo un patrén
irregular, aunque posteriormente la copa
adopta una forma redondeada por el peso de
la fruta (Franciosi, 1995).

El fruto es un sincarpo formado por la fusién
de varios carpelos simples dispuestos en
espiral alrededor de un receptaculo alargado
y puntiagudo. Cada fruto contiene entre
100 y 200 carpelos cada uno con un évulo
simple. La fecundacion se realiza en cada
ovulo en forma individual; cuando la fruta es
deficientemente polinizada, adopta formas
irregulares, asertivas (Franciosi, 1995).

El Pert presenta un microclima ideal para
la produccion del cultivo de chirimoya
alcanzando una produccidon nacional de
22,10 toneladas para el afio 2013 (MINAG-
OEEE, 2014).
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Una de las enfermedades que afecta a la
chirimoya a nivel mundial es la pudricion de
raices causada por Phytophthora palmivora
(Castro, 2007; AREX, s.f.), mientras que se
reporta también a Armillaria mellea como
el agente causal de la pudricion radicular
presentando  sintomas secundarios de
amarillamiento foliar y defoliacién (AREX,
s.f.). Sin embargo, en Chile se ha observado
a Dactylonectria macrodidyma ocasionando
pudriciones de raices en chirimoya (Auger
et al., 2015), en Australia y Florida Pythium
splendens causd estas pudriciones en
especies de plantas perteneciente al género
Annona (Teakle, 1960; Ploetz, 2003).

Pythium splendens es considerado un
patégeno de suelo muy importante por
afectar principalmente las raices jovenes,
etapa fenologica de importancia para la
penetraciéon e infeccion del patdgeno a la
planta. Se ha reportado hasta la fecha un
amplio espectro de plantas hospedantes
como la pimienta negra, el maiz, el melon,
el jengibre y la palma aceitera, entre otras
especies vegetales (Matsuda et al., 1998; Al-
sa’'di et al., 2008; Le et al., 2016).

En el Perti a la fecha no hay reporte del
agente causal de la pudricion de raices de
la chirimoya, por ello la importancia de la
correcta identificacion del patdégeno que
afecta a esta planta para poder disefiar
estrategias de manejo integrado de la
enfermedad. Por tal motivo, el objetivo
del presente trabajo fue identificar
filogenéticamente al agente causal de la
pudricion de raices en el cultivo de chirimoya
(Annona cherimola) en el Perq.

2. MATERIALES Y METODOS

Colecta y aislamiento

Entre los meses de noviembre y diciembre
de 2014 se llevo a cabo el monitoreo en
cuatro campos de produccion de Chirimoya
de la variedad Cumbe, situados en los
distritos de Carhuaz, provincia de Carhuaz,
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y Mancos, provincia de Yungay, de la region
Ancash, asi como en las comunidades de
Milagros Salpin y Santo Toribio de Cumbe
de la provincia de Huarochiri de la region
Lima. En cada uno de estos campos, se
seleccionaron tres arboles que mostraban
sintomas secundarios de amarillamiento y
marchitamiento foliar, lo que sumo un total
de 12 arboles muestreados. Se tomaron dos
muestras de raiz y dos muestras de suelo
de cada arbol, resultando en un conjunto
de 24 muestras de raiz y 24 muestras
de suelo en total. Las muestras fueron
llevadas al laboratorio de Fitopatologia de
la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) para su respectivo analisis.

Para el aislamiento de oomycetes se empled
los medios selectivos CMA-PAR (Corn
Meal Agar + Pimaricina + Ampicilina
y Rifampicina) y CMA-PARH (Corn
Meal Agar + Pimaricina + Ampicilina +
Rifampicina + Hymexazol). Se cortaron
porciones de las muestras de raices con
pudricion, se lavaron con agua destilada
estéril y se colocaron en placas Petri con los
medios selectivos mencionados, ubicando
cinco puntos de siembra por cada placa de
Petri. Asimismo, se hicieron aislamientos de
las muestras de suelo haciendo diluciones
seriadas hasta 10° las cuales fueron
sembradas por extension en placas Petri con
los medios selectivos. Las muestras de raices
y de suelo sembradas fueron incubadas
a 25°C hasta el desarrollo de las colonias.
Cuando se visualizaron las colonias de las
muestras, se realizaron repiques sucesivos a
otras placas de Petri con los medios CMA-
PAR y CMA-PARH hasta obtener los
cultivos axénicos.

Prueba de patogenicidad

Se emplearon 14 plantones francos de
chirimoya ‘Cumbe’ de 75 dias de edad,
cada una de ellas dispuestas en bolsas de
polietileno con sustrato compuesto por
arena, tierra y compost en proporcion 1:1:1.
A los plantones se les aplicé tiabendazol,
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a razon de 250 cc / 200 L después del
trasplante definitivo. Dos meses posteriores
a la aplicacion del fungicida, se realiz6 la
inoculacion de cada aislamiento obtenido,
utilizando 25 ml / planta de una suspension
de zoosporas a una concentracion de 1 x
10* zoosporas / ml. Dos meses desde la
primera inoculacion, se realizé una segunda
inoculacion utilizando micelio propagado en
trigo, a razon de 5 g de trigo colonizado con
el micelio por kilogramo de sustrato, usando
entre 15y 20 g de indculo por planta.

Quince dias después de la segunda
inoculacion (DDSI), de las plantas que
manifestaron sintomas secundarios se
extrajeron raicillas, las cuales fueron
llevadas al laboratorio y fueron sembradas
en medio de cultivo CMA-PAR, y a los 45
DDSI fueron extraidas raices de todas las
plantas inoculadas para realizar el respectivo
reaislamiento del patégeno inoculado y de
esta manera cumplir con los postulados de
Koch.

Caracteristicas culturales y morfolégicas
Los aislamientos de oomycetes patogénicos
fueron inducidos para la formacion de
diversas estructuras y observadas con
un microscopio compuesto con una
amplificacion de 40X, posteriormente
comparadas usando un descriptor del género
Pythium (Van der Plaats-Niterrink, 1981).

Se realizaron estas observaciones tanto a
los aislados de raiz y de suelo como a los
aislados de la prueba de patogenicidad.
Finalmente, la caracterizacion morfologica
fue comprobada y confirmada con la
identificacion molecular.

Analisis molecular
Extraccion de ADN
La extraccion de DNA se realizd a partir
de cultivos axénicos de los aislamientos
cultivados en medio Agar-V8 modificado
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(jugo V8 50% =+ extracto de avena 50%).
Esta extraccion se realizé con el método
Doyle and Doyle (1990) utilizando Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide y CTAB al
2%.

Reaccion en cadena de la polimerasa —
PCR

Fueron amplificados los marcadores
genéticos ITS y Cox II (Tabla 1). La
amplificacion de las regiones a través de
PCR sigui6 los procedimientos de Spies et
al. (2011), para lo cual, se empled primers
(ITS4, ITS6, Cox-FM58 y Cox-FM66)
sintetizadas por Sigma-Aldrich (Tabla 1).
La reaccion de PCR (15 pl volumen total)
consistio de: 7,86 ul de H,O HPLC estéril;
3,0 ul de Buffer para la Tag-polimerasa
(Promega); 0,60 ul de dNTP's (Promega);
0,18 ul de primer 1; 0,18 ul de primer 2; 0,18
pl de Tag-polimerasa (Promega) y 3,0 ul de
ADN. Se us6 un termociclador Bio-RAD
(modelo C1000 Touch) con los siguientes
parametros, ITS: 94°C pro 3 min, 35 ciclos
de (94°C por 1 min, 55°C por 1 min'y 72°C
por 1 min), 72°C por 10 min y 4°C al infinito
y Cox II: 94°C por 5 min, 30 ciclos de (94°C
por 60 s, 52°C por 60 s y 72°C por 2 min),
72°C por 7 min y 4°C al infinito.

Secuenciamiento

Lalimpieza de cada muestra de los productos
de PCR (3,5 pl) fue realizadas adicionando
1,4 pl de ExoSAP-IT (marca Affymetrix) y
sometido 15 min a 37°C y 15 min a 80°C.
Estos productos limpios fueron usados para
el secuenciamiento por el método Sanger.

Estudio filogenético

Las secuencias de ADN concesos se
obtuvieron usando el programa BioEdit 7.2.5
(Sequence Alignment Editor) (https://bioedit.
software.informer.com/7.2/). Para el analisis
filogenético se descargaron 20 secuencias
correspondientes a la region ITS y 18 de la
region COX 11, a partir del National Center
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Tabla 1
Primer usados para la amplificacion y secuenciacion de las regiones de ITS y Cox 11
.. Nombre L o . Longitud
Region Primer Secuencia primer (5'- 3") Referencia fragmento
ITS  ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (White, Bruns, Lee, & = 455 gg5 1,
Taylor, 1990)
FMS58 CCA CAAATT TCACTACATTGA  (Martin & Tooley, 2003)
Cox 11 - 563bp
FM66 TAG GAT TTC AAG ATC CTG C (Martin & Tooley, 2003)

for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabla 2 y 3).
El maltiple alineamiento de secuencias de
ADN se efectud con el programa MEGAX
(KUMAR et al.,, 2018) con el algoritmo
MUSCLE para DNA. La construccion
del arbol filogenético fue realizado a
través del analisis de la cadena de Markov
Monte Carlo (MCMC) implementado en el

Tabla 2

programa MrBayes v.3.2.7. Fueron usados
los siguientes parametros: ngen= 1000000,
samplefreq=100, Nucmodel = 4by4, Nst =6,
Codigo = Universal, Ploidy = Diploid, Tasas
= Invgamma, Ngammacat = 4, NInormcat =
4, Nmixtcat = 4, Nbetacat = 5, Omegavar =
Igual, Covarion = No, Codificacion = Todo.
Los arboles generados fueron visualizados
a través del programa FigTree v1.4.3. Las

Secuencias GenBank de la region ITS para la construccion del arbol filogenético.

Longitud de secuencia

ID-NCBI Especie (nt) Pais
HQ643795 Globisporangium splendens 837 USA
HQ643796 Globisporangium splendens 833
HQ643797 Globisporangium splendens 834 Sudafrica
JOQ154* Globisporangium splendens 805 Perti:Ancash
JOQ160* Globisporangium splendens 805 Perti:Ancash
HQ643869 Globisporangium ultimum 856 Canada
HQ643875 Globisporangium ultimum 853 Canada
HQ643878 Globisporangium ultimum 856 Paises bajos
HQ643441 Pythium aphanidermatum 809
HQ643442 Pythium aphanidermatum 808
KP331545 Pythium aphanidermatum 954
KT336808 Pythium aphanidermatum 832
HMO008883 Pythium deliense 794 India
HQ643520 Pythium deliense 813 Perti: San Ramoén
HQ832774 Pythium deliense 772 Tlnez
GQ267830 Pythium guangxiense 772
HQ643715 Pythium oligandrum 804 Reino Unido
HQ643716 Pythium oligandrum 805 Canada
KF761212 Pythium oligandrum 812 USA
HQ643973 Pythium zingiberis 819 Japon: Miyagi

*Sequencias JOQ154 (GenBank accession: MT645509) JOQ160 (GenBank accession: MT645508)
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secuencias JOQ154 con codigo de acceso
GenBank MT645509y JOQ160 con cddigo
de acceso GenBank MT645508 de la region
ITS; JOQ154 y JOQ160 de la region COX
IT fueron analizadas juntamente con las
secuencias que se muestran en la Tabla 2 y 3,
se realizd busqueda con alineamiento global
a nivel de nucledtidos (Blatn) en el sitio
disponible BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi), con lo cual se obtuvieron
los porcentajes de identidad de las especies
del género Pythium.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad

Los aislamientos JO154 y JO160 se
identificaron = como  Globisporangium
splendens y al ser inoculadas en plantas de
chirimoya ‘Cumbe’ presentaron sintomas
secundarios de amarillamiento, decaimiento
y defoliacion a partir de los 15 dias DDSI
(Figura 1A); en cuanto los sintomas
primarios se observaron pudricion de raices

y desprendimiento de la corteza radicular,
dejando al descubierto el cilindro vascular
de las raicillas (Figura 1B y 1C). Las
plantas inoculadas solamente con agua no
manifestaron ningun sintoma mencionado
anteriormente (Figura 4A-Tc).

Caracteristicas culturales y morfologicas
Los aislamientos obtenidos a partir de las
raices y suelo de la chirimoya Cv. Cumbe,
en medio de cultivo CMA-PAR mostraron
un crecimiento micelial hialino superficial,
formando una colonia algodonosa de escaso
desarrollo (Figura 2 A).

Las caracteristicas morfoldgicas
microscopicas observadas fueron: Hifas
(Hi) hialinas y no septadas, no producen
zoosporangios, Oogonios (Og) terminales,
globosos y de pared lisa, Oospora (Os)
plerodtica y Anteridio (An) terminal (Figura
2B y 2C). Estas caracteristicas coinciden con
las observadas por Van der Plaats-Niterrink.
(1981) en P. splendens.

Tabla 3

Secuencias GenBank de la region COX II para la construccion del arbol filogenético.
ID-NCBI Especie Longitud de secuencia (nt) Pais
AB468903.1 Globisporangium splendens 564

AB780557.1 Globisporangium splendens 563 Japaon
AF196618.1 Globisporangium splendens 684 USA:Florida
AF196619.1 Globisporangium splendens 684 Sudafrica
JO154* Globisporangium splendens 589 Peru: Ancash
JO160* Globisporangium splendens 569 Peru: Ancash
AF196636.1 Globisporangium ultimum 684 USA:Arizona
AF196638.1 Globisporangium ultimum 684 USA:Iowa
MN103368.1 Globisporangium ultimum 587 (Noroeste pacifico)
MN103375.1 Globisporangium ultimum 586

MN103357.1 Pythium abappressorium 585 Noroeste pacifico
LC028395.1 Pythium barbulae 613 Japon:Osaka
LC028396.1 Pythium barbulae 613 Japén:Osaka
LC028397.1 Pythium barbulae 613 Japon:Osaka
AB512908.1 Pythium heterothallicum 563

ABS512911.1 Pythium heterothallicum 563

AB512912.1 Pythium heterothallicum 563

AB512913.1 Pythium heterothallicum 563
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Figura 1. Sintomas presentados en la prueba de patogenicidad en el cultivo de chirimoya
para el aislamiento de Globisporangium splendens, A) parte aérea, B) raices y C) pudricion

radicular (Te = planta testigo).

Analisis molecular

A partir de los productos de PCR usando
los primers 1ST4-ITS6, se obtuvieron
amplicones de 805 pb y para la region
COX 1I usando los primers FM58-FM66
se obtuvieron amplicones de 589 pb. Los
aislamientos JO154 y JO160 de la region
ITS mostraron una identidad de 100% entre
ellas y, realizado el analisis Blastn, los
porcentajes de identidad fueron entre 98-
100% con Globisporangium splendens. Las
secuencias correspondientes a esta especie
segun la region ITS que fueron elegidas
para el analisis filogenético, mostraron los
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siguientes resultados. HQ643795 mostro
1437 Mas score, 1437 Total score, 100 Query
cover y 98,64% de identidad; HQ643796
con 1459 Mas score, 1459 Total score,
100 Query cover y 99,25% de identidad,
finalmente HQ643797 con 1430 Mas score,
1430 Total score, 100 Query covery 98,51%
de identidad. En cuanto comparadas con
las secuencias correspondientes a la region
COX II para la misma especie, mostraron los
siguientes valores: AB468903.1 con 1014
maximo score, 1014 total escore, 95% Query
covery 99,11% de identidad; AB780557.1
con 1013 maximo score, 1013 total escore,
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Figura 2. Aislamiento de G. splendens, obtenido en medio selectivo PAR (A); estructuras
morfolégicas (B y C), Hifa (Hi), Oogonio (Og), Oospora (Os), Anteridio (An). Bar =10 p.

95% Query cover y 99,11% de identidad;
AF196618.1 con 1024 maximo score, 1024
total escore, 96% Query cover y 99,12% de
identidad y finalmente, AF196619.1 con
1018 méaximo score, 1018 total escore, 96%
Query cover y 98,95% de identidad.

Con estos valores se demuestran seglin
el analisis molecular y el agrupamiento
filogenético  que, los  aislamientos
JO154 y JO160 pertenecen a la especie

Globisporangium splendens, anteriormente
denominado como Pythium splendens.

El arbol filogenético fue disefiado a partir
de la inclusion de secuencias de especies
tipos de algunas especies de este oomycete
incluyendo a P. splendens (Globisporangium
splendens). En la Figura 2 y 3 se muestran
los arboles generados a partir de la region
ITS y COX II respectivamente.
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Estudios filogenéticos

Fueron secuenciadas 805 nt para la region
ITS, agrupandose con los aislamientos
HQ643797 (Sudafrica), HQ643796,
HQ643795 (USA) que corresponden a
G. splendens con 98,8; 99,4 y 98,9% de
identidad respectivamente. Wang et al.
(2003) realiz6 la identificacion de 34 especies
del género Pythium utilizando la region ITS,
siendo estas regiones importantes para la
identificacion de especies.

Para la region COX II fueron secuenciadas
589 nt y 569 nt para los aislamientos JO154
y JO160 respectivamente, agrupandose
con los aislamientos AB780557.1 (Japon),
AF196618.1 (USA: Florida), AF196619.1
(Sudafrica) que corresponden a G.
splendens. Robideau et al. (2011) realiz6
la identificacion filogenética utilizando la
region COX para las identificaciones de
especies del género Pythium. Estos dos
marcadores moleculares tanto ITS como
COX son buenos en la realizacion de analisis
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Figura 2. Arbol filogenético construido con secuencias correspondientes al ADNr del
Espacio Transcrito Interno (ITS) de especies de Pythium usando inferencia Bayesiana. JO154
y JO160 (Globisporangium splendens) son los aislados en estudio.
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Figura 3. Arbol filogenético construido con secuencias correspondientes al ADN mitocondrial
del Citocromo oxidasa 2 (COX II) de especies del género Pythium usando inferencia
Bayesiana. JO154 y JO160 (Globisporangium splendens) son los aislados en estudio.

filogenéticos.

Con los resultados obtenidos con
la identificacion molecular, con la
caracterizacion morfologica y con las
prucbas de patogenicidad, se demostrd
que G. splendens es el agente causal
de la pudricion de raices y de la muerte
descendente de la Chirimoya ‘Cumbe’
en el Per. Hasta la actualidad no se ha
reportado que especies del género Pythium
causen pudricion radicular en este cultivo.
Sin embargo, Ploetz (2003) reporté a P,
splendens (nombre anterior de G. splendens)
causante de pudricion radicular en el
cultivo de chirimoya en Australia y Florida,
reafirmando de este modo que el oomycete
puede causar enfermedad en plantas de
chirimoya.

135

G. splendens representa un patogeno vegetal
de considerable importancia, su accion
perjudicial se manifiesta en la pudricion
de tallos y raices, asi como en el deterioro
de las plantulas, tanto en su etapa previa
como posterior a la emergencia. Un amplio
espectro de plantas se ve afectado por este
patogeno abarcando especies como la
pimienta negra, el maiz, el melon, el jengibre
y la palma aceitera, entre otras especies
vegetales (Matsuda, et al., 1998; Al-sa’di et
al., 2008 y Le P. et al., 2016).

Recientemente se secuencid el genoma
completo de G. splendens mediante la
plataforma Illumina HiSeq 2500 y PacBio.
Este genoma proviene de la pimienta negra
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de la India y tiene una longitud de 53,3 Mb,
con 17,350 genes codificadores de proteinas
(Reghu et al., 2020).

4. CONCLUSIONES

Se identifico biomolecularmente a el
oomycete  Globisporamgium  splendens
como el agente causal de las pudriciones
de raices de la chirimoya ‘Cumbe’ en el
Pert, siendo este el primer reporte de este
organismo causando enfermedad en esta
especie vegetal en el Pert.
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