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GLOSARIO

Apresorio: extremo dilatado del tubo germinativo que facilita la union y penetracion en un
punto de la planta.

Cenocitico: Hifas en las cuales los nucleos incluidos en un citoplasma comuin no estan
separados por tabiques que delimiten células.

Esporangioforos: Hifa de reproduccion que forman los esporangios. Al abrirse los
esporangios liberan numerosas esporas, cada una puede germinar y producir un nuevo
micelio.

Haplotipo: Serie de polimorfismos relacionados que se heredan como una unidad, un
haplotipo puede ser considerado un rasgo de ADN heredado de un linaje parental. Los
haplotipos son usados frecuentemente para comparar diferentes poblaciones.
Heterotalica: Término referido a una especie constituida por individuos autoestériles
(autoincompatibles), que para la reproduccién sexual requieren la unién de gametos
compatibles. Se refiere igualmente a una especie en la cual los sexos se presentan en
talos separados, de modo que para efectuar la reproduccion sexual se requieren dos talos
diferentes.

Linaje clonal: Los descendientes asexuales de un genotipo dado que difieren del ancestro
clonal unicamente por mutacién o por recombinacion mitética y generalmente representan
una gran similitud genética entre individuos

Metalaxyl: (methyl N-(methoxyacetyl)-N-(2,6-xylyl)-DL-alaninate), es un fungicida
fenilamida con funcién sistematica. Este quimico es comunmente utilizado para el control
de un gran numero de cultivos vegetales, principalmente contra Phytiumy Phytophthora.
Oomycete: (Oomycota) grupo de protistas filamentosos superficialmente parecidos a
hongos. El grupo engloba especies tanto saprofitas como parésitas que actuan contra
animales acuaticos y plantas. Presentan caracteristicas como membranas celulares
compuestas de celulosa y no tienen generalmente septacion.

Parasexualidad: Proceso que tiene lugar en los hongos e implica cambios en el nimero
cromosémico, pero que difiere en lugar y tiempo del ciclo sexual. Consiste en un proceso
de Heterocariosis, cariogamia, recombinacion, segregaciéon mediante entrecruzamiento
mitotico y haploidizacién. La parasexualidad se asemejan a la reproduccién sexual,
mediante este proceso un organismo adquiere informacién genética de otro organismo, en
un proceso independiente de la reproduccion.

Patosistema: Subsistema dentro del sistema agricola caracterizado por el fenémeno de
parasitismo. Estd constituido por un hospedante susceptible, un patégeno virulento y un
ambiente predispuesto a la enfermedad.

PCR-RFLP: Siglas en ingles de Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism. Técnica que radica en el corte con endonucleasas de restriccion de los
productos amplificados por PCR. Si dos amplicones presentan una variacion de la
secuencia nucleotidica, en los sitios de reconocimientos de las enzimas de restriccion,
generaran distintos patrones de fragmentos.



RESUMEN

Dada la importancia de los cultivos de solanaceas para la region, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar genéticamente las poblaciones de Phyfophthora infestans
obtenidas de diferentes especies de solanaceas cultivadas en Narifio y Putumayo
utilizando la metodologia propuesta por Griffith & Shaw (1998) para la determinacion de
haplotipos mitocondriales de tejidos frescos y micelio. Las muestras incluidas en el
estudio fueron obtenidas durante los meses de agosto de 2007 y enero de 2008
evaludndose en total seis hospedantes: S. tuberosum, S. phureja, S. lycopersicum, S.
betaceum y S. quitoense, los cuales representan las areas de mayor produccion de
solanaceas en Narifo y Putumayo y algunos cultivos de S. muricatum cuya éarea de
produccién no es tan representativa. Los resultados muestran la presencia de los
haplotipos mitocondriales la, lla y Ib en cultivos de S. betaceum, S. tuberosum 'y S.
lycopersicum respectivamente, coincidiendo con reportes y monitoreos previos realizados
en la region. En el caso de S. muricatum pese a no un ser un cultivo comun fue posible
encontrar muestras caracterizadas por el haplotipo mitocondrial Ib. Adicional a esta
informacién los resultados muestran la presencia del haplotipo mitocondrial la en cultivos
S. lycopersicum, siendo el primer reporte que senala la presencia de este haplotipo sobre
cultivos de tomate de mesa; no obstante aun se requiere de un estudio detallado que
permita determinar si existe 0 no adaptacion del haplotipo a este hospedante. De manera
particular dos poblaciones diferentes a las mencionadas fueron encontradas dentro del
estudio, una de ellas asociada a S. quitoense y la otra asociada a S. betaceum, cada una
con perfiles de digestion no reportados previamente para el patégeno que merecen aun
ser estudiados. Por ultimo, el analisis de la distribucién geografia de estos haplotipos
permitié encontrar que muchas de estas poblaciones se encuentran confluyendo de forma
natural en algunas regiones de Narifio y Putumayo, ofreciendo cierta ventaja evolutiva al
patégeno que puede generar graves consecuencias epidemioldgicas para el control de la
enfermedad en la region.

Palabras claves: Phytophthora, estructura genética, haplotipo mitocondrial, distribucién
geografica, solanaceas.



ABSTRACT

Considering economic and social value of this crop the aim of the present study was to
characterize using PCR-RFLP of mtDNA (Griffith and Shaw, 1998) the genetic structure of
P. infestans populations from different solaneceous-crops from Narifio and Putumayo
regions. Samples were obtained from growing regions since August 2007 to January 2008.
Six different hosts were sampled: S. tuberosum, S. phureja, S. lycopersicum, S. betaceum,
S. quitoense and S. muricatum, with clear evidence of disease occurrence. Results show a
high diversity of mitochondrial haplotypes characterized by Ib mtDNA haplotype founded in
S. lycopersicum, S muricatum and presumably at S. quitoense (This last finding is not
definitive); and lla mtDNA haplotype founded in S. tuberosumy S. phureja, in agreement
fo previous local studies. la mtDNA haplotype from S. betaceum, consistent with studies in
Ecuador. Also, this mitochondrial haplotype were founded in S. lycopersicum, being this
the first report. However, it's necessary a deep research which allows to elucidate a
possible specific-host adaptation. Finally, two populations sampled from S. quitoense and
S. betaceum. These populations exhibit digestion profiles not previously reported.
Similarly, these populations occurring together at different Narifio-Putumayo regions can to
suggest the existence of a greater fitness of pathogen, which may have an effect on
disease epidemiology at this region.

Key words: Phytophthora, genetic structure, mitochondrial haplotypes, solanaceas



1 INTRODUCCION

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary es un oomycete fitopatogeno ampliamente
reconocido por ser el agente causal de una de las enfermedades mas importantes y
destructivas conocida mundialmente como “gota” o “tizén tardio” (Brasier, 1992). Este
patdgeno ataca a especies de la familia Solanaceae, encontrandose principalmente en
cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) y tomate de mesa (Solanum lycopersicum L.),
entre otras solanaceas que coexisten en el mismo agroecosistema (Goodwin et al., 1995;
Fry & Goodwin, 1997). El impacto de la enfermedad a nivel mundial ha ocasionando
serios desastres socioeconémicos destruyendo totalmente las plantaciones de estos
cultivos en poco tiempo (Agrios, 2005), siendo la epidemia mas conocida la famosa
“Hambruna de Irlanda” registrada en el siglo XIX, donde el patégeno arrasé los cultivos de
papa de este pais, llevando a la muerte por inanicion a mas de un millon de habitantes y
al desplazamiento una buena cantidad de personas hacia los Estados Unidos (Fry et al.,
1993).

En las dltimas décadas, estudios relacionados con la epidemiologia de la enfermedad
indican que los cambios genéticos dentro de las poblaciones de este patégeno estan
ocurriendo de forma acelerada (Paez et al., 2005), la aparicion de cepas resistentes a
metalaxyl (Gisi & Cohen, 1996) y la presencia de un tipo diferente de apareamiento
conocido como A2 desde inicios de los 80's en diferentes regiones del mundo (Goodwin &
Drenth, 1997) constituyen un ejemplo claro del cambio constante de las poblaciones.
Sumado a esto, la presencia de fendémenos migratorios en diferentes regiones
consecuencia de la comercializacion de productos y actividades de exportacion han
favorecido significativamente la coexistencia de genotipos nuevos con genotipos locales,
contribuyendo de esta manera al cambio poblacional y al incremento de la variabilidad de
P. infestans, manifestada en la presencia de nuevos genotipos (Paez et al., 2004; Paez et
al., 2005).

Para sur América, esta situacion es particularmente interesante, Pérez, et al. (2001)
reportan para PerU la presencia de nuevos genotipos para la regién previamente
registrados en Ecuador, Colombia y Venezuela. Igualmente en Ecuador, donde se reporta
la mas alta diversidad genética de las poblaciones de P. infestans respecto a otros paises
Andinos (Adler et al., 2004), los cambios méas destacados involucran la aparicién del tipo
de apareamiento A2 en especies de tipo silvestre (Oyarzun et al., 1997; Ordorez et al.,
2000); y el desplazamiento del genotipo US-1 por el EC-1, en cultivos de papa y tomate
(Forbes et al., 1997). Y por ultimo Colombia donde es evidente la presencia de los linajes
EC-1 y EC-3 que se asumen provienen del Ecuador (Lagos, 2002; Eraso & Ordofiez,
2005).

Estos cambios en las poblaciones del patdégeno han permitido el establecimiento eficaz de
genotipos mucho mas agresivos, con mayor éxito reproductivo y grados de virulencia
diferentes al inicial que han dificultado el uso efectivo de medidas de control
convencionales (Samaucha & Gisi, 1987). Generalmente bajo esta situacién la amenaza
por la aparicion de posibles epidemias se ha incrementado considerablemente (Castario,
1996), obligando a los agricultores a utilizar cantidades cada vez mayores de fungicidas y
productos quimicos para contrarrestar los efectos de la enfermedad dentro de sus cultivos
con el fin de disminuir las perdidas econdémicas generadas por el patégeno (Dowley et al.,
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2000; Garry et al, 2001), las cuales ascienden aproximadamente a 3.25 billones de
dolares anuales en los paises en desarrollo y generan un gasto de 750 millones de
dolares en el tratamiento quimico (GILB, 2006).

Dado el alto potencial econdmico de muchas de las especies de solanaceas dentro de los
mercados extranjeros, la caracterizacion de fitopatdgenos se ha convertido en una
actividad necesaria dentro de las investigaciones agricolas (Calderén & Castro, 2002). La
utilizacion de marcadores fenotipicos y genotipicos, ademas de evaluar el nivel de
variacion de las poblaciones de P. infestans contribuyen significativamente al
conocimiento de los cambios poblacionales (Adler et al., 2002; Forbes et al., 1997),
epidemiologia y patrones evolutivos del patégeno (Fry et al.,, 1993), que ayudan a
entender la estructura genética y la dinamica Phytophthora/Solanaceas, principalmente
sobre hospedantes potenciales con una importante influencia econdémica sobre los que se
conoce existen efectos devastadores (Adler et al., 2004).

Complementando el seguimiento del patégeno que se tiene en Colombia y en el mundo
(Gilchrist, 2001), detectar la variacién genética de las poblaciones locales y los factores
que inducen de manera notable esta variacion permite dar las pautas iniciales para el
establecimiento de estrategias de control efectivas contra el “tizén tardio” (Fry et al., 1993;
Dowley et al., 2000), aun méas en regiones con elevada susceptibilidad a la enfermedad, y
donde las epidemias pueden ser muy invasivas (Kamoun et al., 1999).

Por lo tanto, el estudio genotipico de las poblaciones de Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary obtenidas de diferentes especies de solanaceas cultivadas en las zonas productoras
de Narifio y Putumayo abordado en este proyecto, brinda un conocimiento general sobre
el estado actual de la poblacion en términos de su estructura genética con el fin de
analizar a fondo la dindmica del patosistema Phytophthora/solanacea en esta region.
Estas observaciones pueden servir de base para establecer estrategias de control
acordes con las caracteristicas poblacionales del patégeno a nivel local.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genéticamente las poblaciones de Phytophthora infestans obtenidas de
diferentes especies de solanaceas cultivadas en las zonas productoras de Narifio y
Putumayo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los haplotipos mitocondriales de cada una de las poblaciones analizadas
mediante el polimorfismo de bandas electroforéticas de DNA mitocondrial a través de la
técnica PCR-RFLP's

Establecer los posibles linajes clonales presentes en cada una de las poblaciones
analizadas con base en la determinacion de los haplotipos mitocondriales comparando los
resultados obtenidos con cepas previamente caracterizadas para los hospedantes
analizados en este trabajo.
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3 MARCO TEORICO
3.1 CARACTERISTICAS DE Phytophthora infestans.

Durante varias décadas, la ubicacion taxonomica y clasificacion de P. infestans gir6
alrededor de la similaridad morfolégica que presenta este patdogeno con diferentes
poblaciones de hongos. Su particular forma filamentosa parecida a hifas, permiti6 que
inicialmente el patégeno fuera catalogado dentro del grupo de los hongos (Erwin &
Ribeiro, 1996); sin embargo, actualmente la clasificacion de este fitopatégeno se ha
replanteado ubicandose bajo el siguiente esquema (GBIF-Global Biodiversity Information
Facility, 2007; Taxonomy Browser. NCBI- National Center of Biotechnology Information,
2007):

REINO Chromista

DIVISION: Heteroconta

CLASE: Heteromycotina
PHYLUM: Oomycota
SUBCLASE: Saprolegniomycetidae
ORDEN: Phytiales

FAMILIA: Phytiaceae

GENERO: Phytophthora
ESPECIE: infestans

Las particularidades de este phyllum describen caracteristicas como la carencia de
pigmentos fotosintéticos, la presencia de un par de flagelos en las zoosporas y en los
gametos masculinos, formacién de paredes ricas en celulosa o polimeros similares a la
glucosa y el desarrollo tanto de habitos terrestres como acuaticos (Jaramillo, 2003), la
mayor parte de su ciclo de vida es diploide a diferencia de los hongos que presentan un
ciclo de vida haploide (Erwin & Ribeiro, 1996).

En el caso de las especies del género Phytophthora, su diferencia respecto a otros grupos
radica en la morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares) (Erwin & Ribeiro, 1996) y
ciertas caracteristicas bioquimicas relacionadas con la sintesis de lisina que los separan
evolutivamente del grupo de los hongos (Deacon, 1990), relacionandose
filogenéticamente con el grupo de algas pardas (Judelson, 1996). Se ha encontrado que
existen mas de 60 especies dentro del género adaptadas para cumplir roles como
patégeno de plantas (Goodwin, 1997), entre estas el patégeno mejor conocido es
Phytophthora infestans, agente causal del tizén tardio en la papa y el tomate (Kamoun,
2003)

Aunque en la actualidad ya no se considera un hongo, para su descripcion aun se utiliza
la terminologia empleada para designar morfolégicamente a los hongos. Esta especie se
caracteriza por presentar esporangiéforos que se ramifican simpodialmente con formas
ovoides, elipsoides y limoniformes (Erwin & Ribeiro, 1996), estos esporangios se pueden
desprender y ser arrastrados por el agua o por el aire, se activa hasta que la zoospora
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pueda encontrar hospedantes en distancias cortas, dando una notable ventaja al
patégeno (Goodwin, 1997)

Phytophthora infestans se caracteriza por ser una especie heterotalica, bisexual y auto
incompatible, que presenta dos tipos de apareamiento (A1 y A2) para el desarrollo de
estructuras sexuales y la formacién de oosporas caracteristicas del phyllum, estas
oosporas pueden entrar en estado de reposo y tolerar condiciones de estrés
permaneciendo inactivas en condiciones desfavorables para la germinacion (Jaramillo,
2003). Ademas, su caracter sexual provee al patégeno de enormes ventajas en
comparacién al estado asexual de propagacion: son fuente de in6culo a largo plazo
(Rivera-Pena, 1995), presentan una evidente resistencia mecanica y elevada resistencia a
fungicidas (Drenth et al., 1995).

La presencia del tipo de apareamiento A, ha sido reportada desde 1981 en Europa
(Drenth et al., 1993), Egipto (Shaw et al., 1985), Estados Unidos (Dealh et al., 1991) y
norte de México (Goodwin et al., 1992), Argentina, Brasil y Ecuador (Adler et al., 2002),
previo a esto los reportes existentes acerca del tipo de reproduccion presente en las
poblaciones del patdégeno eran exclusivamente A4, y la reproduccion sexual habia sido
reportada Unicamente en México (Fry et al.,, 1992; Fry et al.,, 1993; Ko, 1994). La
presencia de un nuevo tipo de apareamiento transformé la condicién clonal de P.
infestans generando poblaciones con elevada variabilidad genética producto de la
reproduccién sexual (Drenth et al.,, 1993; Goodwin, 1997), provocando el intercambio y
recombinacion de los factores de virulencia favoreciendo el aparecimiento de nuevas
cepas del patégeno con genotipos mdas agresivos y dificultando el manejo de la
enfermedad (Fry et al., 1993).

Dentro del ciclo infectivo, la patogenicidad de P. infestans empieza bajo condiciones
humedas con temperaturas inferiores a 12° donde libera zoosporas que nadan libremente
en el agua, luego se enquistan y germinan generalmente formando un apresorio, de tal
manera que la hifa de penetracién ingresa directamente a través de la cuticula. Una vez
dentro de la planta puede penetrar directamente por las células epidérmicas, se desarrolla
intra e intercelularmente, proyectando estructuras a manera de hifas al interior de las
células y los tubérculos que presentan la enfermedad que entran en contacto con las
hojas después de la cosecha también son responsables de la infeccion (Coffey & Gees,
1991)

3.2 CARACTERIZACION GENETICA DE LAS POBLACIONES DE Phytophthora infestans

Fuentes como mutacion, parasexualidad y recombinacion mitética han favorecido una
amplia variacion en las poblaciones de P. infestans, estos cambios pueden ser
introducidos a otra poblacion por procesos de migracion y generalmente son medidos con
la utilizacion de marcadores moleculares, bioquimicos o fenotipicos posibilitando la
identificacion de aislamientos distintos en una poblacion (Jaramillo, 2003). Un gran
avance para analizar estos aislamientos ha sido el desarrollo y la utilizacién de técnicas
moleculares las cuales han permitido ampliamente el estudio de la diversidad genética y
los origenes de la evolucion en poblaciones de diferentes géneros de hongos hasta el
punto de entender las relaciones filogenéticas a un alto nivel taxonémico en muchos de
estos organismos (Ristaino, 1998).
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En el caso de P. infestans, los estudios poblacionales de las dos ultimas décadas, se han
centrado en evaluar de manera efectiva la variacion intraespecifica e interespecifica de las
poblaciones de Phytophthora utilizando caracteristicas fenotipicas (tipo de apareamiento,
virulencia/agresividad de razas y sensibilidad a Metalaxyl u otros fungicidas), marcadores
bioquimicos (isoenzimas Gpi y Pep) y moleculares (Polimorfismos en fragmentos de
restriccion en DNA nuclear y mitocondrial, pruebas de DNA, y PCR para la trascripcién de
regiones largas y cortas de la subunidad ribosomal del DNA, analisis fingerprinting usando
la sonda RG57, PCR especifico para detectar tipo de apareamiento, analisis ITS y
microsatelites (Jaramillo, 2003; Paez et al., 2005)

Los marcadores moleculares utilizados para la caracterizacién de Phytophthora infestans,
han permitido entender la variedad de polimorfismos en todo tipo de aislamientos, asi
mismo, se han establecido como herramientas Utiles para establecer o confirmar las
hipétesis de las migraciones de P. infestans, responsables de desbordar los problemas de
la gota o tizdn tardio en muchas partes del mundo (Fry & Goodwin, 1997). Igualmente la
extrema diversidad del patdégeno en las poblaciones de paises como México central ha
sido ratificada actualmente mediante la utilizacién de técnicas moleculares (Calderén &
Castro, 2002)

La utilizacion de técnicas como PCR han sido ampliamente justificada para las
poblaciones del complejo Phytophthora: (1) Permite un monitoreo de las poblaciones con
el fin reconocer los estados iniciales de una epidemia y poder implementar métodos
optimos de control (Griffith & Shaw, 1998), (2) Es un método rapido, con poco consumo
de tiempo ya que no se necesita aislar el microorganismo (Henson & French, 1993); (3) es
una técnica sensible y versatil, por ende permite detectar el patégeno usando pequefas
cantidades de micelio (Henson & French, 1993; Lee, 1993); (4) permite la deteccion del
patégeno en tejidos donde es dificil identificar esporangios o ciertas caracteristicas
morfologicas pueden estar ausentes (Wansgsomboondee & Ristaino, 2002) y sobretodo
(5) en el caso de que las poblaciones estén siendo atacadas por diferentes especies o
poblaciones de Phytophthora, la utilizacion de PCR puede ayudar a establecer esta
diversidad (Nieplod & Schéber-Butin, 1995; Tooley et al., 1997).

Un ejemplo préactico de la utilizacién de técnicas moleculares se ha observado en la
determinacion del tipo de apareamiento, a partir de la amplificacion en el locus St
identificado por Judelson et al, 1996, el cual corresponde a una secuencia monomérica de
1.35 Kb que evolucion6 por repeticiones sucesivas a 300kb y que es bien conservada en
el estado hemicigotico A; (Judelson, 1996). El tipo de apareamiento y sus marcadores no
presentan una segregacién mendeliana y su identificacion se basa en la técnica PCR con
un primer especifico el cual establece una regién adyacente al locus del tipo de
apareamiento A; (Van der Lee et al., 1997)

El rapido reconocimiento del tipo de apareamiento A, después de la década de los 80’s
condujo a los patdlogos a obtener resultados de la presencia de este tipo de
apareamiento en casi todo el mundo. Para el caso de Suramérica, el apareamiento A2 se
encontro principalmente en Argentina, Brasil y Ecuador (Adler et al., 2002), (Tabla 1).
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Tabla 1. Tipo de apareamiento reportado para Suramérica. Fuente: Tabla modificada de
Adler N, et al, Phytophthora infestans sensu lato in South America population
substructuring through host-specificity. 2002

Pais Especie de planta estudiada Tipo de apareamiento
Argentina Papa, tomate A1, A2
Bolivia Papa A2

Brasil Papa, tomate A1, A2
Chile Papa A1
Colombia Papa, tomate A1l

Papas tomate, pepino y

Ecuador solanaceas silvestres Al, A2
Perd Petota, tomate. S. capirense Al
Uruguay Papa A2
Venezuela Papa A1l

En Colombia, la presencia del tipo de apareamiento A, se registra desde 1990 (Fry et al.,
1993); sin embargo, evaluaciones posteriores a ese reporte no han reportado la presencia
de este tipo de apareamiento en poblaciones de P. infestans (Jaramillo, 2003). No
obstante, dado el manejo en cuanto la importacion de semillas de otros paises con
presencia de apareamiento A,, es necesario la utilizaciéon de técnicas que permitan un
continuo monitoreo de las poblaciones del patdgeno presentes en el pais para detectar
rapidamente la aparicion de este tipo de apareamiento (Calderén & Castro, 2002)

3.2.1 Haplotipos mitocondriales en P. infestans. La utilizacién del genoma mitocondrial en
diferentes organismos ha sido bastante comun desde hace varias décadas, mas de 150
genomas mitocondriales han sido secuenciados de animales plantas hongos y protistas;
sin embargo son pocos los genomas de patdgenos de plantas que han sido
secuenciados, siendo el mas comun el genoma mitocondrial de P. infestans (Avila-Adame
et al., 2006)

El analisis de los haplotipos mitocondriales se ha basado en técnicas de RFLP's
(Restriction fragment length polymorphisms), en la cual se extrae el DNA de origen
mitocondrial o nuclear y se trata con enzimas de restriccion que cortan las moléculas de
DNA en sitios especificos con el fin de detectar algun tipo de variacién del genoma, esta
es una técnica que permite analizar de forma precisa las poblaciones de P. infestans
(Jaramillo, 2003).

Carter et al, en 1990, a partir del analisis de 24 aislamientos obtenidos de 11 paises
determind cuatro polimorfismos en DNA mitocondrial denominados haplotipos
mitocondriales (la, Ib, lla, 1lb) (Carter et al., 1990). Estos patrones de DNA han sido utiles
para identificar el origen de varios aislamientos y su grado de afinidad, de igual manera
Goodwin (1991), confirm6 mediante la utilizacién de técnicas de Southern la presencia de
estos cuatro haplotipos en las poblaciones del patdgeno, que se identificaron como A, B C
y D.
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Griffith y Shaw (1998) disenaron cuatro pares de “primers” para la amplificacién por PCR
de regiones polimorficas conocidas del genoma mitocondrial de P. infestans, lo que
permitio la identificacion de los haplotipos la, Ib, lla y llb (Figura 1), indicando que el DNA
que puede ser usado para la amplificacién puede ser extraido directamente de los foliolos
de papa y tomate con pequenas lesiones de tizén tardio, lo que permite monitorear de
manera rapida y eficiente la poblacion de P. infestans.

La amplificacién por PCR de P1 (1118 pb) y P2 (1070 pb), seguida por digestion con las
enzimas de restriccion Cfol y Mspl, respectivamente, permite la identificacion sin
ambigledades de los cuatro haplotipos mitocondriales la, Ib, lla y llb. El tipo Il difiere del
tipo I por un inserto de 1.6 kb y por un rearreglo de las secuencias flanqueantes (Griffith &
Shaw, 1998). Adicional a esto, en 1994, Koh et al, encontraron dos haplotipos diferentes
utilizando el método de Goodwin en 124 aislamientos del Oeste de Asia, los cuales fueron
denominados como E y F, proponiendo un esquema de relaciones entre los diferentes
sistemas de haplotipos.

Figura 1. Representacion del genoma mitocondrial de P. infestans donde se ilustra la
ubicacién de los productos de amplificacion P1, P2, P3 y P4. Fuente: Griffith, G & Shaw,
D. Polymorphisms in Phytophthora infestans. Four Mitochondrial Haplotypes Are Detected
after PCR Amplification of DNA from Pure Cultures or from Host Lesions. (1998).
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A partir de esto se establecieron dos sistemas de nomenclatura para seis tipos del DNA
mitocondrial de P. infestans, los haplotipos I-a y I-b fueron determinados por el método
PCR-RFLP que al parecer responden a los haplotipos A de Goodwin et al (1998); Los
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haplotipos Il-a y Il-b corresponden a los haplotipos B de Goodwin (1991); se ha
determinado igualmente que el haplotipo C difiere del A por una insercién y el D por tener
varias mutaciones y respecto a los haplotipos determinados por Koh, el E (I-b) tiene una
delecién con respecto al haplotipo A (I-a) y el F (I-b) tiene una insercion (Gavino & Fry,
1998)

A partir de esta informacion se conformaron dos grupos |y II: el grupo | con los haplotipos
Ib (haplotipos E, F y A, segun Goodwin, 1991) y la (haplotipo A, segun Goodwin, 1991); y
el grupo Il conformado por el haplotipo lla y llb (haplotipo B, segun Goodwin, 1991).
Segun Carter et al (1990) y Gavino y Fry (2002) el haplotipo Ib de Carter difiere del la por
el cambio de un nucleétido (CxT) perdiendo un sitio de restriccion Msply la o Ib, podria
ser el haplotipo mitocondrial ancestral de los demas genotipos.

Segun los mismos autores en el grupo Il, el haplotipo Ila difiere del Ib por un inserto de
2Kb en la region P5, lo que sugiere que los haplotipos tipo | dieron origen a los haplotipos
tipo Il. Ademas de los cambios en las regiones P4, P2 P1 y P6. En la regién P4 la
sustitucion de un nucleétido (CxT) se relaciona con la perdida de sitio de restriccion para
EcoRI. En la region P2 el cambio (TxC) dio la ganancia de sitio de restriccién para Mspl'y
el cambio (CxT) dio la pérdida de sitio de restriccién para Mspl. En la regién P1 el cambio
(CxT) pierde el sitio de restriccién para Cfol y en P6 presenta un cambio (AxT). Por ultimo
el haplotipo llb difiere de lla por la sustitucién de dos nucleétidos en la region P6 asi:
(AXT) y (GxA) (Figura 2)

Figura 2. Relacién entre los haplotipos encontrados en P. infestans: haplotipos la, Ib, lla'y
Ilb por Carter et al., 1990 y los haplotipos A, B, E y F determinados por Goodwin formando
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los grupos |y I, 1991. Fuente: Gavino P y Fry W. Diversity in and evidence for selection
mitochondrial genome of Phytophthora infestans. (1998)

Group [

Group Il

Phviophihora
mirabilis

La figura muestra los sitios de corte para las enzimas EcoRl, Msply Cfol, el circulo interno muestra el mapa de restriccion
para EcoRl. Las regiones en negro son las regiones analizadas para polimorfismos: regién P1, P2, P3, P4, P5, P6 y P7. El
numero de sustitucion de nucleétidos y de inserciones que difieren entre los haplotipos es indicado en las ramas que
conectan los haplotipos.

Al respecto, los estudios de Avila-Adame (2006) realizados con el fin de determinar la
evolucion y diversidad del genoma mitocondrial de P. infestans indican que la principal
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diferencia entre los haplotipos mitocondriales encontrados en el patdégeno se relaciona
con la variacién en el tamano del genoma. Los tamanos encontrados para los cuatro
haplotipos fueron 37922, 37957, 39870 y 39840pb para los tipos la, Ib, lla, llb
respectivamente. El genoma del haplotipo Ib fue 1913pb mas pequefio que el genoma del
haplotipo Ila y 1883pb més pequefio que el haplotipo llb. EI genoma del haplotipo Ila fue
30pb mas largo que la del genoma del haplotipo Ilb.

Adicional a esta informacion se determiné que los cuatro haplotipos fueron distinguidos
por 44 mutaciones dentro de dos linajes correspondientes a los haplotipos tipo | y tipo II. A
través del proceso de evolucién, un cambio (GxT) dividi6é los haplotipos tipo Il dentro de
los linajes a y b y de forma mas reciente durante la evolucion un cambio (AxXT) separo el
haplotipo la del haplotipo Ib. Al parecer las mutaciones fueron mas frecuentes en el
haplotipo Ilb que en el haplotipo lla y los haplotipos tipo Il divergieron mucho mas rapido
de un linaje comun ancestral que los haplotipos de tipo |

A diferencia de estudios previos, los resultados de Avila-Adame et al., (2006) muestran
que a pesar de que los haplotipos | y los haplotipos Il presentan un ancestro comun ellos
claramente forman linajes separados que han evolucionado independientemente. El linaje
tipo Il no evoluciono de los linajes tipo | como se sugiridé previamente (Gavino y Fry, 2002),
los dos haplotipos divergieron al mismo tiempo aunque el haplotipo Ib es mas similar al
ancestro comun que los otros haplotipos por las pocas mutaciones presentes en el
genoma (Figura 3).

Figura 3. Genealogia que muestra la distribucion de las mutaciones dentro de los cuatro
linajes mitocondriales de P. infestans. Fuente: Avila- Adame., et al. Mitochondrial genome
sequences and molecular evolution of the Irish potato famine pathogen, Phytophthora
infestans. (2006)
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La mutacion 23 es reconocida por la endonucleasa EcoRly separa los haplotipos | de los haplotipos Il (digestion 964 pb
PCR-RFLP, producto conocido como regiéon P4). Las mutaciones 28 y 29, localizadas dentro de los linajes tipo | y II,
respetivamente forman una secuencia reconocida por la endonucleasa Mspl/ (la digestion e esta region conocida como P2
separa el haplotipo a del b dentro de los linajes tipo | y II, respectivamente)

3.2.2 Determinacion de linajes clonales. La determinacion de los haplotipos
mitocondriales ha permitido la asociacion de linajes clonales especificos en cada una de
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las regiones del mundo, Segun Anderson and Kohn (1995) un linaje clonal se define como
“Los descendientes asexuales de un genotipo dado que difieren del ancestro clonal
unicamente por mutacion o por recombinaciéon mitética” (Anderson & Kohn, 1995), por lo
tanto estas subpoblaciones presentan gran similitud genética entre individuos (Goodwin,
1997)

Este es un concepto ampliamente usado para organismos con reproduccion asexual y con
estructuras poblacionales simples y homogéneas. Para P. infestans la definicion de linaje
clonal ha sido basada en diversos marcadores genéticos incluyendo tipo de
apareamiento, Glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep), fingerprinting de
ADN nuclear, sonda RFLP RG57, AFLP y SSR .Estos linajes son frecuentemente
denominados por las iniciales del pais donde fueron encontrados y por un sufijo numérico
que representa linajes derivados del original. Asi por ejemplo, se considera que los
aislamientos que participaron en la primera migracion masiva de P. infestans desde
México hacia Europa y EEUU, pertenecen al linaje US-1, mientras que aquellos
reportados en Ecuador se denominan EC-1, EC-2 y EC-3 (Adler et al., 2004).

Para las poblaciones de P. infestans existe una asociacion clara entre el haplotipo
mitocondrial y la determinacion de linajes clonales. En general los haplotipos A, E y F, se
consideran mas antiguos, al igual que el linaje clonal US-1, al que se encuentran
asociados, siendo este el linaje mas antiguo de los linajes existentes (Jaramillo, 2003).
Sin embargo, estos no son los Unicos linajes clonales presentes en las poblaciones de P.
infestans. Para Suramérica se han registrado otros linajes clonales teniendo en cuenta la
determinacion de haplotipos mitocondriales como se resume en la siguiente tabla (Adler et
al., 2002).

Tabla 2. Haplotipos y linajes clonales reportados para Suramérica. Fuente: Tabla
modificada de Adler N, et al., Phytophtora infestans sensu lato in South America
population substructuring through host-specificity, 2002.

. Especie de planta . -
Pais estudiada Haplotipo Linaje clonal
Argentina Papa, tomate la,lla AR-1,AR-2, 'TBF;{?; AR-4, AR-5,
Bolivia Papa lla BR-1
Brasil Papa, tomate la, lla BR-1
Chile Papa Ib BR-1
Colombia Papa,tomate lla, Ib US-1, EC-1, EC-3
Papas tomate, pepino y i i i i
Ecuador solanaceas silvestres la, lla, Ib, Ic US-1, EC-1, EC-2, EC-3
. Petota, tomate. S.
Peru capirense la, lla, Ib Us-1, EC-1, PE-3, PE-5, PE-6
Uruguay Papa lla BR-1
Venezuela Papa lla, Ib US-1, EC-1

Uno de los linajes que se encuentra mejor reportado en muchos de los paises del mundo,
entre ellos Chile, Colombia, Ecuador y Peru corresponde al linaje clonal US-1 (Speilman
et al., 1991), este linaje es definido por un modelo de bandeo RFLP con la sonda RG 57,
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la glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) 86/100, la peptidasa (Pep) 92/100, y el tipo de
apareamiento A1 (Forbes et al., 1998).

En el caso de Ecuador se han reportado cuatro linajes clonales: a) US-1 correspondiente
a la antigua poblacién que prevalece en tomate, con el tipo de apareamiento A1 y el
haplotipo mitocondrial Ib. b) EC-1 que representa el 95% de la poblacién de P. infestans
con el tipo de apareamiento A1 y el haplotipo mitocondrial lla, y resistente al metalaxyl.
Ambos linajes, US-1 y EC-1 solo afectan especies tuberiferas. ¢) EC-2 posee el tipo de
apareamiento A2 y ataca solanaceas no tuberiferas; y d) EC-3 con el tipo de
apareamiento A1y que Unicamente ataca a Solanum betaceum (Cav.) Sendtner (Adler et
al., 2004).

Para Colombia, los estudios relacionados con haplotipos mitocondriales se han enfocado
principalmente a regiones como Antioquia, Cundinamarca, Boyaca y Narifio, sugiriendo
que en Colombia la estructura poblacional de P. infestans es basicamente clonal y que
hasta el momento se reportan 3 haplotipos mitocondriales: la, lla y Ib, de los cuales el
haplotipo lla es el predominante en papa y el haplotipo Ib es el predominante en Solanum
betaceum (Tabla 3)
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Tabla 3. Haplotipos mitocondriales y linajes clonales reportados en Colombia*

Regién Especie de planta estudiada Nombre comudn T.A Haplotipo Linaje clonal
N Papa — diferentes ab,d ad
Antioquia Solanum tuberosum L. E/arie dades A1 lla EC-1
R Solanum lycopersicum f. Tomate ceraciforme o a a
Antioquia bot.ceraciforme silvestre Ib EC-
Antioquia Solanum lycopersicum Tomate chonto A1 [ Ila:’: us-1°
a s
Antioquia Solanum muricatum Aiton. Pepino de agua A1 Ib i\“;; ’ Us-1% EC-1°
Antioquia Solanum sp. lla® EC-1?
Antioquia Solanum nigrum L. Hierba Mora A1 l1a°
Antioquia Solanum phureja Juz. & Buk. Papa criolla A1 E EC-1*¢
Antioquia Solanum betaceum (Cav.) Sendtner Tomate de arbol A1 lla° -
Antioquia Physalis peruviana Mill. uchuva A1 l1a° -
Antioguia Capsicum annuum L. Aji A1l lla° -
Antioquia Capsicum spp ND° -
Caldas Solanum juglandifolium Humb. & Papera, Rifion, Rifonada A1 lla® -
Bonpl. ex Dunal
Cundinamarca y Boyaca Solanum tuberosum L. Papa — diferentes var. Al lla° EC-1°
Cundinamarca y Boyaca Solanum phureja Juz. & Buk. Papa criolla A1 lla° EC-1°
Norte de Santander Solanum sp. Papa Ib"’:1 Us-1?
Norte de Santander Solanum tuberosum L. Papa ~ diferentes lla EC-1°
variedades
Narifio Solanum phureja Juz. & Buk. Papa criolla la®' EC-1%'
Narifio Solanum betaceum (Cav.) Sendtner Tomate de arbol la®®, Ib' EC-3%° US-1
Narifio Solanum tuberosum Subsp. andigena Papa - diferentes la' EC-1f
y Subsp. Tuberosum variedades
Narifo Solanum lycopersicum L. Tomate de mesa lla® EC-1°
Putumayo Solanum betaceum (Cav.) Sendtner Tomate de arbol la® EC-3°
Putumayo Solanum lycopersicum L. Tomate de mesa lla® EC-1°
Valle del Cauca Solanum lycopersicum L. Tomate chonto ND* -

2 Gilchrist, 2001; ° Ledn, 2004;

mitocondrial previamente reportado en Colombia ya que no amplificaron o arrojaron mezclas o perfiles de restriccion diferentes.
* La recopilacion de datos presentes en la tabla corresponde a informacién directa proporcionada por los respectivos autores.

* La denominacién Solanum lycopersicum incluye al sinénimo Lycopersicon esculentum, considerando la clasificacion presentada por el NCBI (2007).
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4 METODOLOGIA

Para la caracterizacion de las poblaciones de P. infestans se colectaron muestras
compatibles con el patdégeno en los departamentos de Narifno y Putumayo. Cada muestra
se analizd a partir de la determinacién de su haplotipo mitocondrial mediante la técnica
PCR-RFLPs siguiendo el protocolo propuesto por Griffith & Shaw (1998). Una vez
determinado su haplotipo este se compard con previos reportes realizados en la region y
en regiones cercanas. De igual forma fue analizado teniendo en cuenta su distribucion en
las regiones de muestreo incluidas en el estudio.

4.1 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO.

En el estudio se incluyeron las zonas productoras de solanaceas de los departamentos de
Narino y Putumayo, localizados al sur de Colombia (Figura 4 y Figura 5).

Departamento de Putumayo. El departamento de Putumayo se encuentra ubicado en el
extremo sur del pais, entre los 0°40’ latitud S y 1°25 latitud N, y entre los 73°50’ y
77°10 longitud O. se caracteriza por presentar territorios que se extienden desde el
piedemonte de la cordillera andina hasta la llanura amazénica. La zona especifica para el
muestreo en el departamento de Putumayo es el Valle de Sibundoy, el cual se encuentra
ubicado en la zona occidental del departamento, en limites con el departamento de Narifio
y cubre una zona de aproximadamente 151.932 Km? (ver Fig. 2)

Las zonas de muestreo definidas en este estudio para el departamento del Putumayo
corresponden a los municipios de Santiago (1.15'N 77.01'0), Sibundoy (1.18'N 76.89'0) y
San Francisco (1.18'N 76.88'0). Estas hacen parte de la regiéon andino amazénica del
Departamento del Putumayo, corresponden a una regiébn montafosa, en la que
sobresalen los cerros Patascoy y Putumayo con alturas que sobrepasan los 3.500 m y en
la que se encuentran climas calido, medio, frio y paramo. La temperatura media anual es
de 16.3 °C, con T2 maxima de 21.7 °C y una T® minima de 10.3 °C, presenta humedad
relativa del 85%, la precipitacion anual es de 1.400 mm aprox. Presenta una altitud que
varia entre los 2.000 y 3.700 m.s.n.m. El brillo solar varia entre 500 y 700 h/afo, con un
valor anual de 669.9 h/ano, con promedio mensual de 55.83 h/mes; el periodo de mayor
expresion se presenta en el mes de enero 81.52 h/afio, coincidiendo con la época de
verano o de pocas lluvias y el menor registro en el mes de abril con 35.01 h/mes, en la
época de intensas lluvias (OPCION PUTUMAYO, 2007).
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Figura 4. Localidades incluidas en el estudio consideradas las zonas mas productoras de
solanaceas en Putumayo. Fuente: mapa modificado de http://www.colombiassh.org/site/
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Departamento de Narifio. El departamento de Narifio esta situado en el extremo suroeste
del pais, en el cual se distinguen tres unidades fisiograficas: la llanura del Pacifico, la
region andina y la vertiente amazodnica. El relieve presente en el Departamento se
caracteriza por la presencia de temperaturas calidas, templadas, frias y de paramo. Las
lluvias en el area interandina son superiores a los 3.000 mm, disminuyendo en el altiplano
narifiense donde son inferiores a los 1.000 mm; en el piedemonte amazénico las lluvias
son superiores a los 4.000 mm. Los sitios de muestreo previamente definidos en este
estudio para el departamento de Narifio corresponden a los municipios mostrados en la
figura 5.
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Figura 5. Localidades incluidas en el estudio consideradas las zonas mas productoras de
solanaceas en Narino. Fuente: mapa modificado de http://www.colombiassh.org/site/
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4.2 COLECCION DE MUESTRAS EN CAMPO.

La toma de las muestras se realiz6 en las zonas descritas anteriormente, donde se
determiné por observacion directa y personal la presencia de la enfermedad. Cada uno de
los cultivos visitados fue registrado teniendo en cuenta: Cédigo del cultivo, hospedante,
variedad, propietario, fecha en que se visité el cultivo, coordenadas geograficas y
localizacién del cultivo (Anexo A). De los cultivos infectados por el patégeno se tomé
muestras de hojas, tallos y frutos con el fin de identificar la presencia del patégeno en
laboratorio y realizar la caracterizacion correspondiente.

La confirmacion del patégeno en laboratorio se realizo a partir de las caracteristicas
morfoldgicas: caracteristicas del esporangio de forma limoniforme con papilas ramificados
simpodialmente, longitud del esporangio (relacion longitud-ancho), caducidad del
esporangio, micelio con filamentos hialinos y cenociticos (Jaramillo, 2003). Las
caracteristicas morfologicas fueron observadas en solucién de lactofenol y fotografiadas
con la camara digital Canon Powershot A460.
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4.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS POBLACIONES DE Phytophthora.

Para realizar la caracterizacién molecular de los aislados de P. infestans se utiliz6 la
técnica RFLP-PCR (Restriction fragment length polymorphism) siguiendo los pasos
descritos a continuacion:

4.3.1 Extraccién del DNA. Para la extraccion de DNA se utilizé la metodologia propuesta
por Griffith & Shaw, (1998) para obtencion de DNA a partir de micelo en agar y lesiones
directas. El material a evaluar fue cortado en trozos pequenos y macerado en tubos
eppendorf (1.7ml) con nitrégeno liquido hasta pulverizarlo. Posteriormente se adicionaron
800 ul de buffer de extraccion CTAB (100mM NaCl, 100mM Tris HCI (pH 8.0), 1,4 M NacCl,
2% CTAB, 20 mM EDTA) y se incub6 a 65°C durante 1 hora. Después de la incubacién se
agreg6 600ul de cloroformo y se realizd vortex durante 10 segundos. La suspensién fue
centrifugada a 17.000 g durante 10 min. Se tomaron 600ul de la fase superior acuosa y se
transfirié a un nuevo tubo donde se le adiciond 0.6 volumenes de Isopropanol, se dejo a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugd nuevamente a 17.000 g durante
10 minutos. El liquido fue decantado y el pellet fue lavado con 1ml de etanol al 70%
(Vol/Vol), los tubos se mezclaron e incubaron a 65°C durante 20 minutos antes de ser
nuevamente centrifugados. Se decanté el sobrenadante y e pellet se puso a secar durante
30 min a 37°C. ElI DNA se resuspendi6 en buffer TE (10mM Tris HCI (pH 8.0), 1ImM EDTA
(pH 8.0)) y se almacené a -20°C. La verificacion del DNA se realizé en geles de agarosa
al 1,8% suplementado con bromuro de etidio (10mg/ml)

4.3.2 Amplificacién de DNA. Para la amplificacion de las regiones polimérficas en el
genoma mitocondrial de P. infestans se utilizé la metodologia desarrollada por Griffith &
Shaw (1998), utilizando cuatro pares de iniciadores “Primers” (Tabla 4). Las
amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un termociclador (Techne) teniendo en
cuenta un volumen total de reaccién de 25uL. El mix de reaccién estuvo formado por
buffer de reaccion 1X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.001 %p/v de
gelatina), 0,0075 mM de cada uno de los deoxinucleosidos trifosfato (dNTP), 0.81 uL de
cada uno de los primers forward y reverse (10 uM; Tabla 4), 1.25 mM de MgCl,, 160
pg/mL de albumina de suero bovina (BSA, bovine serum albumine), y 1 U de TagDNA
polimerasa. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo de 94°C durante 90 segundos y 40
ciclos de 94°C durante 40 segundos, 55°C durante 60 segundos, y 72°C durante 90
segundos, con una extension final de 5 minutos a 72°C (Griffith & Shaw, 1998; Rohner A.,
2002). La verificacion de la presencia de DNA y su calidad se realizé mediante geles de
agarosa al 2%, cargando 5uL del DNA diluido en cada uno de los pozos' utilizando la
escalera de peso molecular GenRuler 100pb marca Fermentas.
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Tabla 4. Primers usados para amplificacion de las regiones P1, P2 y P4 en el genoma
mitocondrial de P. infestans. Fuente: Giriffith, G & Shaw, D. Polymorphisms in
Phytophthora infestans. Four Mitochondrial Haplotypes Are Detected after PCR
Amplification of DNA from Pure Cultures or from Host Lesions. (1998).

Region Secuencia Posicién
F1. 5-GCAATGGGTAAATCGGCTCAA -3’ 23737-23757
3 R1. 5-AAACCATAAGGACCACACAT-3’ 24835-24854
F2: 5-TTCCCTTTGTCCTCTACCGAT -3’ 13619-13639
"2 R2: 5-TTACGGCGGTTTAGCACATACA-3' | 14688-14667
F4: 5-TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT -3’ 9329-9350
™ R4: 5'- CCGATACCGATACCAGCACCAA-3' | 10292-10271

Las posiciones indicadas se refieren a las posiciones del primer en el genoma mitocondrial de P. infestans en relacién al
extremo 5’ origen la subunidad mas grande del gen rRNA mitocondrial.

4.3.3 Digestion con enzimas de restriccion. Entre 7-12ul del DNA amplificado fueron
digeridos con 10 U de la enzima de restriccién Cfol para la region P1, 10 U de Mspl para
la region P2y 10 U de la enzima EcoR| para la regién P4 en una solucion de digestion de
20uL que contiene buffer de restriccion 1x (10mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 1mM
Dithioeythrit), agua y el DNA a procesar, las condiciones para la digestiéon fueron las
siguientes: a 37°C durante 3 horas (Griffith & Shaw, 1998). Las muestras de DNA
digeridas se mezclaron con 5uL de buffer de carga (orange gel-loading buffer) marca
fermentas y se cargaron sobre un gel de agarosa 2% utilizando escalera molecular
GenRuler 100pb marca Fermentas. El gel se corrié a 100V durante 1 hora y 30 minutos.
Los patrones de restriccion fueron visualizados con un transiluminador UVP en el cual se
tomaron las fotos correspondientes con una camara digital Canon Powershot A460.

4.3.4 Andlisis de Haplotipos mitocondriales. El andlisis de los haplotipos mitocondriales se
evalué mediante los patrones electroforéticos obtenidos para cada enzima de restriccion
siguiendo la nomenclatura propuesta por Carter (1990) y Griffith & Shaw (1998) para la
identificacion de los haplotipos la, Ib, lla, llb caracteristicos de las poblaciones de P.
infestans, adicional a esta informacion se tuvo en cuenta reportes realizados por Ordonez
et al (2000) para el haplotipo mitocondrial Ic (Tabla 5) Estos resultados se compararon
con estudios previos en Colombia y Ecuador.

Los haplotipos que no coincidieron con la codificacion conocida para la determinacion de
haplotipos mitocondriales establecida hasta el momento se codificaron teniendo en cuenta
las iniciales de haplotipo mitocondrial (H), las iniciales del hospedante (sb: S. betaceum;
sq:. S. quitoense; sl. S. lycopersicum) segun el caso y el nimero de la poblacién
encontrada (I, Il o lll). Para estos haplotipos no se determiné el linaje clonal.
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Tabla 5. Tamano de los fragmentos de restriccion obtenidos después de la digestion de la
region P1, P2 y P3 con su respectiva enzima. Fuente: Griffith, G & Shaw, D. (1998);
Ordonez et al (2000).

Haplotipos
Regién | Enzima la Ib lla lib Ic°
P1
(1118pb%y | Cfol | 907.211pb | 907 211pb : - 907, 211pb
P2 720, 203, 720, 125,
(1070pbY) | Mspl | 72035000 | 641,350, 79p0 | 74020 720,350pb 000"
(gsnga) EcoRlI 3210’9%%4’ 3210’995%4’ 603, 361pb | 603, 361pb | 750, 209pb®,

Tamafio para cada una de las regiones amplificadas; ° Tamafios aproximados;
° Reporte Ordofiez et al (2000); - Ausencia de sitios de restriccién con la enzima utilizada

4.3.5 Distribucion haplotipos mitocondriales. Cada uno de los puntos de muestreo
caracterizados fueron ubicados en un mapa con el fin de conocer la distribuciéon de los
mismos. Para esto se utilizaron mapas realizados con el sistema de proyecciones
cartograficas WGS84 Datum WGS84 mediante el programa ArcGIS 9.1 ESRI inc 2003. La
distribucién de los haplotipos y de las diferentes especies del complejo Phytophthora se
analiz6 a partir de la proyeccion de cada uno de los puntos caracterizados, esta
proyeccion se realizé con el programa ArcGIS 9.1 ESRI inc 2003 con las especificaciones
del sistema de proyecciones cartograficas especificadas anteriormente.

4.3.6 Determinacion de los linajes clonales: Cada linaje clonal es representado por un solo
haplotipo mitocondrial y es caracteristico de un hospedero en particular (Forbes et al.,
1998) por lo tanto la determinacién de los posibles linajes clonales se realiz .teniendo en
cuenta el tipo de hospedero evaluado y el haplotipo mitocondrial encontrado. Estos
resultados se compararon con reportes previos que confirmaran la presencia del linaje
clonal en la regién. Para el caso de haplotipos no reportados previamente no se determiné
el linaje clonal.

38



5 RESULTADOS

5.1 QOLECCIC')N DE MUESTRAS Y REGISTRO DE CULTIVOS EVALUADOS EN
NARINO Y PUTUMAYO. La obtencién de las muestras se realizé durante los meses de
agosto de 2007 y enero de 2008 en regiones aledanas y cabeceras municipales de los
departamentos de Narifo y Putumayo. Cada localidad evaluada en el estudio se incluyé
teniendo en cuenta las zonas de mayor produccion de solanaceas, asi como reportes
previos que indicaran la presencia de la enfermedad.

En Narino se incluyeron los municipios de La Union, Buesaco, Pasto, Gualmatan, Cumbal,
lles, Imues, Ipiales, Guachucal, Aldana, Sapuyes y Tuquerres, principales productores de
papa (S. tuberosum), papa amarilla (S. phureja), lulo (S. quitoense Lam.) y tomate de
mesa (S. lycopersicum). Igualmente se colectaron muestras de tomate de arbol (S.
betaceum), aji (Capsicum spp) y uvilla (Physalis spp), encontradas en jardines o huertas
caseras cerca a los cultivos visitados que presentaran sintomas similares a los producidos
por P. infestans (Tabla 6).

Tabla 6. Localidades y hospedantes incluidos en el estudio para el departamento de

Narino. Fuente: este estudio.

Municipio Co\rllsargei(rjnaieonto Hospedante registrado
La Union - S. betaceum®, S. lycopersicum®, S. quitoense®
Buesaco - S. lycopersicum®
San Fernando S. tuberosum® S. betaceunt’,
La Laguna S. tuberosum®; S. phureja® Physalis spp°
Catambuco, Chavez S. tuberosum’. S. phureja® S. betaceum?”,
Pasto y Cabrera Capsicum spp”
El Encano S. tuberosum’®. S. betaceum®
Obonuco S. tuberosum?®, S. betaceum®, Capsicum spp”
Gualmatéan Quatis S. tuberosum®
Cumbal Tilizmal S. tuberosum®
lles Capuli S. betaceum®, S. lycopersicum®
Imués Pilcuan S. lycopersicum?®
Ipiales - S. tuberosum®
Guachucal - S. tuberosum®
Aldana - S. tuberosum®
Taquerres - S. tuberosum®.
Sapuyes El Espino S. tuberosum®

@ Muestras tomadas en cultivos establecidos; ° Muestras obtenidas de huertas caseras o jardines.

39




Para el departamento del Putumayo, los cultivos se ubicaron en los municipios de
Sibundoy, San Francisco, Colén y Santiago, principales localidades productoras de lulo
(S. quitoense) y tomate de arbol (S. betaceum) en sus diferentes variedades. Para esta
regiéon igualmente se incluyeron algunos cultivos no representativos como papa (S.
tuberosum), pepino (S. muricatum) y tomate de mesa (S. lycopersicum). También se
incluyé algunas muestras de tomate silvestre (S. sibundoyensis), aji (Capsicum spp.) y
uvilla (Physalis spp.) (Tabla 7).

Tabla 7. Localidades y hospedantes incluidos en el estudio para el departamento de
Putumayo. Fuente: este estudio.

Localidad co?‘/rzzgei%?e?wto Hospedante registrado
Santiago Las Cruces S. tuberosum®, S. betaceum?
Colon Las Palmas S. betaceum®, S. quitoense?®
Sibundoy La Hidraulica S. tube'rosumaé1 S. betaqeuma,bS. sibupdoyensis”,
S. quitoense”, S. muricatum”, Capsicum spp
San Francisco SENA S. lycopersicum®

* Muestras tomadas en cultivos establecidos; ° Muestras obtenidas de huertas caseras o jardines.

En total se evaluaron 156 cultivos para los dos departamentos; 119 para el departamento
de Narifio y 37 para el departamento de Putumayo (Figura 6; Anexo A). Las frecuencias
de cada uno de los hospedantes incluidos en el estudio para cada departamento se
muestran en la figura 6.
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Figura 6. Frecuencia de los cultivos evaluados en el estudio para los departamentos de
Narifno y Putumayo. Fuente: este estudio.
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Del total de cultivos visitados solo fue posible conocer la variedad en S. tuberosum, S.
betaceum, S. quitoense y S. muricatum, para el resto de hospedantes no se conocio la
variedad cultivada. (Para cada departamento las variedades se especifican el Anexo B).

5.2 PRESENCIA DE Phytophthora EN LOS HOSPEDANTES EVALUADOS. Solo el
33.33% (52 cultivos) de los cultivos registrados presentaron sintomas tipicos asociados a

41



la enfermedad (Anexo C). La sintomatologia de las muestras positivas se asocio a
necrosis ubicada hacia el apice y esporulacion blanquecina principalmente sobre el envés
de la hoja (Erwin y Ribeiro, 1996). En S. quitoense no fue posible observar esta
sintomatologia por lo que estas caracteristicas no se consideraron diagnosticas de la
enfermedad. Para este caso, al igual que en S. lycopersicumy S. betaceum se tomaron
diferentes regiones del tallo y frutos los cuales mostraron necrosis moderada en tejidos
(Anexo D). En el caso de S. betaceum el crecimiento de la esporulacién se observd en
forma de anillos limitando el area de necrosis causada por el patégeno (Anexo D), estas
observaciones también han sido reportadas en Ecuador por Oliva et al, en impresion.

Cada una de las muestras fue confirmada para la presencia del patégeno en laboratorio
mediante observacién microscépica encontrando morfologia tipica asociada al género
Phytophthora: forma limoniforme con pedicelos cortos (Erwin & Ribeiro, 1996). Algunas
poblaciones procedentes de tomate de mesa, pepino y tomate de arbol presentaron algin
grado de variacion respecto a la longitud de los esporangios, mostrando formas mucho
mas alargadas que las convencionales (Anexo B). Estas observaciones se han reportado
teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas de las poblaciones aisladas de estos
hospedantes (Erselius et al., 1999).

De las nueve especies incluidas en el estudio, se encontraron sintomas relacionados con
la enfermedad en los hospedantes con mayores areas de cultivos en la regién: S.
tuberosum, S. phureja, S. lycopersicum, S. betaceum y S. quitoense. lgualmente se
registraron muestras positivas para S. muricatum aunque su area de cultivo es muy
escasa a diferencia de los otros hospedantes. No se encontraron muestras infectadas en
Capsicum spp., Physalis spp., y S. sibundoyensis pese a que las muestras registradas se
evaluaron cerca a cultivos infectados por el patégeno.

Se observaron diferencias respecto a las muestras positivas obtenidas para cada uno de
los departamentos En el caso de S. lycopersicum y S. phureja solo fue posible obtener
muestras positivas Unicamente para Narifio a diferencia de S. muricatum que solo fue
evaluada para Putumayo. (Tabla 8).

Tabla 8. Muestras positivas para los hospedantes incluidos en el muestreo. Fuente: este
estudio.

Hospedante Muestras positivas para Muestras positivas
Putumayo para Narifio

S. tuberosum + +
S. phureja - +

S. betaceum + +
S. sibundoyensis - -
S. lycopersicum - +
S. quitoense + +
S. muricatum + -
Capsicum spp - -
Physalis spp - -

+ Resultados positivos compatibles (sintomatologia en campo y analisis microscépico);
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- Muestras no compatibles con la presencia de especies del genero Phytophthora.

Adicional a las muestras positivas obtenidas en el estudio, se incluyeron 4 aislamientos de
S. betaceum y 2 aislamientos de S. tuberosum previamente obtenidos en Narifio y que
hacen parte de la coleccién de P. infestans de la Universidad de Narifio (Tabla 9)

Tabla 9. Aislamientos presentes en la Coleccion de P. infestans de la Universidad de
Narino. Fuente: Cepario de Phytophthora infestans Universidad de Narifio.

Cédigo Hospedante Departamento Localidad
100 S. betaceum Narifio Genoy
121 S. betaceum Narifio Genoy
127 S. betaceum Narifio Genoy
128 S. tuberosum Narifio Cabrera
152 S. tuberosum Narifio Catambuco
154 S. betaceum Narifo Genoy

5.3 CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES DE Phytophthora A PARTIR DE PCR-
RFLP.

No se realizaron modificaciones a la metodologia propuesta por Griffith & Shaw (1998)
para extraccion de ADN de P. infestans. La metodologia utilizada reflejé una alta
eficiencia en la obtencion de ADN a partir de lesiones directas. Cada una de las muestras
donde se encontrd el patégeno amplificé para el conjunto de “primers” propuestos por
Griffith & Shaw (1998). Los resultados de estas amplificaciones muestran fragmentos de
1118, 1070 y 964 pb para los primers F1-R1, F2-R2b y F4-R4 respectivamente,
coincidiendo con lo reportado por los autores para la determinacién de haplotipos
mitocondriales en poblaciones del patégeno.

Los patrones electroforéticos obtenidos después de la digestion de cada uno de los
amplicones con su respectiva enzima (materiales y métodos) indican la presencia de tres
haplotipos mitocondriales claramente definidos en las muestras evaluadas; el haplotipo
mitocondrial Ib, lla y la, los dos primeros caracteristicos de P. infestans, y el Ultimo
correspondiente a una poblacién reportada recientemente como P. andina encontrada en
S. betaceum, S. quitoense, S.muricatum, S. hispidum y especies del complejo
Anarrhichomenum, (Oliva et al, en impresion).

Adicional a esto se obtuvo patrones diferentes a los previamente reportados que no
concuerdan con la clasificacién de haplotipos mitocondriales establecida para P. infestans
(Carter et al., 1990; Giriffith & Shaw, 1998). Estos haplotipos que no correspondian a P.
infestans o P. andina se catalogaron como Phytophthora infestans sensu lato, haciendo
alusién a poblaciones que pueden representar a una o mas especies de Phytophthora
spp. adaptadas a ciertos hospedantes que aun no han sido descritas satisfactoriamente
(Ordonez et al., 2000; Adler et al., 2004)
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En el caso de los cultivos de papa (S. tuberosum y S. phureja) el haplotipo mitocondrial
lla, fue el Unico encontrado en todas las muestras positivas independientemente de la
variedad y localidad registrada (Anexo E y F). No obstante, se observaron diferencias en
la frecuencia de la enfermedad respecto a la variedad encontrada. En el caso de S.
tuberosum se encontro la presencia de P. infestans en las variedades Roja, Parda Basica,
ICA Huila y Diacol Capiro, siendo esta ultima la variedad donde se reporta la mayor
cantidad de muestras positivas. Por el contrario las variedades Parda mejorada, Carrizo e
ICA Morasurco no presentaron muestras infectadas por el patégeno. (Figura 7)

Figura 7. Muestras positivas para Phytophthora en las variedades de papa (S. tuberosum)
evaluadas. Fuente: este estudio.

6
5
5 «
4
4
3 <
2
2 L
) 3-
l
L l 0 ] 0

0 AN A

Diacol Si Roja Unica Parda Parda Parda ICA Carrizo

capiro  determinar Andina pastusa  mejorada morasurco

Muestras positivas

Por el contrario los resultados obtenidos en tomate de mesa (S. lycopersicum) sefalan la
presencia de dos poblaciones con caracteristicas genéticas diferentes. El haplotipo Ib
caracteristico de las poblaciones de P. infestans presente en el 40% de las muestras y el
haplotipo mitocondrial la en el 60% de las muestras analizadas (Anexo F). Esta ultima
poblacion es caracteristica de P. andina reportada inicialmente en Ecuador (Oliva et al.,
en impresion). Los perfiles de bandas después de la digestion para las dos poblaciones
descritas se observan en el Anexo E. No se encontr6 relacion de los haplotipos
mencionados con alguna variedad en particular dado que se desconocia el tipo de
variedad evaluada.

Para el caso de tomate de arbol (S. betaceum) fue evidente la presencia de poblaciones
de P. andina en los cultivos analizados (haplotipo mitocondrial 1a). El 85% de las muestras
evaluadas presentaron este haplotipo, lo que indica su predominancia en cultivos de S.
betaceum. El 15% restante presentd un haplotipo mitocondrial no registrado previamente
para este hospedante (Anexo E y F). El nuevo haplotipo presenta un perfil de bandas
igual a 907-211pb para la regién P1 y 720-350pb para la regién P2, coincidiendo con lo
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reportado. No obstante la regién P4 después de ser digerida con la enzima EcoRI/
presenta dos bandas de aproximadamente 900 y 600pb adicionales a las bandas
convencionales reportadas (394-361-209pb). Este haplotipo mitocondrial se codificé como
Hsb-1

El patdgeno se presentd con mayor frecuencia en la variedad roja o tamarillo que en la
variedad comun o amarilla. Un elevado nimero de muestras positivas se encontré en
cultivos donde no fue posible conocer con exactitud la variedad. No se descarta la
posibilidaq de que estos cultivos pertenezcan a variedades diferentes a las mencionadas
(Figura 8)".

Figura 8. Muestras positivas para Phytophthora en las variedades de tomate (S.
betaceum) evaluadas. Fuente: este estudio
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No se encontré relacion de la presencia de los haplotipos mitocondriales encontrados con
algun tipo de variedad en especial, las poblaciones se presentaron independientemente
de la variedad evaluada.

En los cultivos de lulo evaluados, el nUmero de muestras obtenidas fue pequefio con
relacion a los anteriores hospedantes. Sin embargo, se encontré una de las poblaciones
con caracteristicas no relacionadas a las dos especies de Phytophthora mencionadas
anteriormente (P. infestans o P. andina) por lo que se catalogd dentro del grupo de
Phytophthora infestans sensu lato. Este haplotipo mitocondrial presento un perfil de
bandas no reportado previamente igual a 907-211pb para la regién P1; 641-350-203-147-
140pb aproximadamente para la region P2 y 394-361-209pb para la regién P4. Este
haplotipo mitocondrial se codifico como Hsg-I. (Anexo E y F)

' Algunos de los morfotipos encontrados en S. betaceum no se pueden determinar como variedades especificas dado que
se cultivan por seleccién de los agricultores de forma independiente y no se consideran variedades registradas.
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La otra poblacién encontrada en S. quitoense fue caracteristico del haplotipo mitocondrial
Ib para la regién P2 y P4; sin embargo, no amplificé eficientemente para la region P1 por
lo que no se pudo determinar si existia digestion o no del fragmento. Este haplotipo se
codific6 como Hsq-/l dado que no se tiene registro para la regién P1 (Anexo E 'y F)

Respecto a las variedades encontradas en S. quitoense fue muy dificil determinar la
presencia del patégeno en un numero representativo de cultivos. Sin embargo, se observé
asociacion de las poblaciones encontradas con las variedades reportadas para este
hospedante. El haplotipo mitocondrial codificado como Hsg-/ se encontr6 en la variedad
septentrional (con espinas) en Narino y el haplotipo mitocondrial Hsq-// se encontré en la
variedad quitoense (sin espinas) en Putumayo (para cada haplotipo solo se registro una
muestra positiva).

En S. muricatum solo se encontrd una poblacién de P. infestans asociada al haplotipo
mitocondrial Ib coincidiendo con previos reportes realizados en Ecuador (Erselius et al.,
1999; Gilchrist, 2001). No obstante, la ausencia de cultivos en S. muricatum en esta
época del ano solo permitié la evaluaciéon de una sola muestra, esto puede subestimar la
presencia de otros genotipos reportados para esta especie. (Anexo E y F). De las dos
variedades encontradas en S. muricatum solo se encontraron sintomas de la enfermedad
en la variedad 1 (para esta variedad solo se registro una muestra en el estudio) dada la
ausencia de cultivos en la region.

Adicional a la informacién suministrada, los haplotipos encontrados para cada hospedante
se ubicaron en un mapa con el fin de indicar su distribucion en los dos departamentos®.
En el caso de S. tuberosum el haplotipo mitocondrial Ila fue registrado tanto para Narifio
como para Putumayo siguiendo los patrones de distribucién de los cultivos de papa en
cada departamento (Figura 9). Para S. phureja el haplotipo mitocondrial Ila solo se
encontr6 para Narifio dado que esta especie no se registré para Putumayo en esta época
del afo (Figura 10).

% Cada uno de los mapas obtenidos como resultado del estudio se muestran con mayor detalle en el Anexo E.
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Figura 9. Puntos de distribucion de los haplotipos mitocondriales encontrados en S.
tuberosum-Euaente-este estudio———= Tgew —

CONVENCIONES - / 4 { 7 A

7 @ Hapiotvota y / 2 L
Rics. Quebradas 4 g

[ imite municipat

I cuerpos de Agua

£ uimite Departamental

TIEW

ToTw
1

oararn
1

)

L

4500 0 4.500 9.000 13.500

U]
T TR OW i T FROW i ta
: s Fuente: 3 Mapa No:
Caracterizacion Genética de Distribucion Haplotipos Escala: Bidioga Maria Femanda Mideros Elaboro: pa
Phytophthora en Narifio y Putumayo en Solanum luberosum 1:450.000 G"ﬂm u“a: ::“'"M o Geog Mauricio Sarmiento Pancho 3

Figura 10. Puntos de distribucién de los haplotipos mitocondriales encontrados en S.
phureja. Fuente: este estudio.
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Por el contario, para S. lycopersicum la presencia de dos haplotipos mitocondriales
(haplotipo mitocondrial Ib y haplotipo mitocondrial lla) se observa de manera diferente
para el norte y sur del departamento de Narifo. En el caso de la region norte la presencia
de los dos haplotipos se reporta en municipios diferentes, el haplotipo Ib en Buesaco y el
Haplotipo la en San Pedro de Cartago (La Unién); por el contrario para el municipio de
Imués los dos haplotipos se encuentran en las mismas areas de cultivo como se puede
observar en la figura, esta situacion requiere de especial atencién al momento de
establecer controles de la enfermedad (Figura 11)

Figura 11. Puntos de distribucién de los haplotipos mitocondriales encontrados en S.
lycopersicum. Fuente: este estudio.
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Para S. betaceum el haplotipo mitocondrial la fue encontrado en todas las areas de
cultivos muestreadas en Narifio y Putumayo. Los nuevos haplotipos codificado como Hsb-
| fueron encontrados en el municipio de Pasto y en el Valle de Sibundoy. Aunque a
diferencia de los que infectan a S. lycopersicum estas muestras no fueron obtenidas de
los mismos cultivos no se puede descartar que una evaluacion constante en este
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hospedante muestre cultivos con ambos haplotipos
epidemiol6gicamente seria més representativo (Figura 12).
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Figura 12. Puntos de distribucién de los haplotipos mitocondriales encontrados en S.

betaceum. Fuente: este estudio.
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Para las muestras de S. quitoense 'y S. muricatum es muy dificil determinar un patrén de
distribucién claro dada la ausencia de un nimero representativo de muestras. No obstante
para S. quitoense el mapa confirma claramente que el haplotipo mitocondrial Hsg-/ se
encuentra en el departamento de Putumayo y el haplotipo codificado como Hsqg-Il se
encuentra en el departamento de Narifo (Figura 13). Para S. muricatum solo se registro
un punto de muestreo con el haplotipo mitocondrial Ib en el valle de Sibundoy
(Putumayo)®. Los resultados de estos dos grupos aun tienen que ser complementados
con informacion adicional para analizar en detalle un posible patrén de distribucion de los

haplotipos asociados a estos hospedantes.

® El mapa para este hospedero no se muestra dado que solo se encontré un registro para el departamento de Putumayo
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Figura 13. Puntos de distribucién de los haplotipos mitocondriales encontrados en S.
quitoense. Fuente: este estudio.
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5.4 DETERMINACION DE LOS LINAJES CLONALES MEDIANTE HAPLOTIPOS
MITOCONDRIALES.

La determinacion de los linajes clonales se realiz6 teniendo en cuenta el haplotipo
mediante el perfil de bandas obtenido para las regiones P1, P2 y P4 en relacién con el
hospedante evaluado, obteniéndose tres posibles linajes clonales diferenciables dentro de
las muestras: el linaje clonal US-1, EC-1 y EC-3. Igualmente se obtuvieron poblaciones
sobre las cuales no fue posible determinar el linaje clonal dada la ausencia de reportes
previos al respecto (Tabla 10)
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Tabla 10. Linajes clonales encontrados para Narino y Putumayo en diferentes especies de
solanaceas mediante la determinacién de haplotipos mitocondriales. Fuente: este estudio.

Hospedante evaluado Haplo}:i%)Rr?Fi{thgndrial. Posible linaje clonal

S. tuberosum lla EC-1
S. phureja lla EC-1
S. lycopersicum Ib uS-1

S. lycopersicum la No determinado
S. betaceum la EC-3

S. betaceum Hsb-I No determinado

S. quitoense Hsq-I No determinado

S. quitoense Hsa-ll No determinado
S. muricatum Ib US-1

55 ESTRUCTURA GENETICA DEL COMPLEJO Phytophthora EN NARINO Y
PUTUMAYO.

A partir de la informacién obtenida se pudo determinar la estructura genética del complejo
Phytophthora para los dos departamentos. Los resultados muestran que el patégeno se
encuentra representado por mas de una especie del género: 1) P. infestans registrada en
hospedantes de S. fuberosum, S. muricatum, S. quitoense y S. lycopersicum. 2) P.
andina, registrada tanto en S. betaceum como en S. lycopersicum. 3) Adicional a esto se
reportan dos nuevas poblaciones que se catalogaron dentro del grupo de Phytophthora
infestans sensu lato encontradas en S. quitoense y S. betaceum que aun no conocemos
si pertenecen a variaciones de una sola especie 0 a especies diferentes del genero (Tabla
11).
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Tabla 11. Estructura genética del complejo Phytophthora para Narifio y Putumayo.
Fuente. Este estudio.

Posible linaje clonal Haplotipo
RFLP AlREpSe B mitocondial
S. lycopersicum Ib
US-1 S. muricatum Ib
. a,b
P infestans S. quitoense Ib
S. tuberosum lla
EC-1 .
S. phureja lla
P andina EC-3 S. betaceum la
No determinado S. lycopersicum la
Phytophthora No determinado S. quitoense Hsq-F
infestans sensu
lato No determinado S. betaceum Hsb-1

2 Poblacion similar al haplotipo Ib para los primers F2R2 y F4-R4 codificado como Hsg-/; ° Haplotipo mitocondrial
encontrado para Narifio en la variedad quitoense; © Haplotipo mitocondrial encontrado para Putumayo en la variedad
septentrional.

Estos resultados indican que muchas de las regiones incluidas en el estudio presentan
mas de un haplotipo confluyendo de forma natural como se muestra la figura 14, donde se
presentan cuatro puntos de agrupacion diferenciados claramente:

El cuadrante A ubicado al norte del departamento de Narifio muestra el solapamiento del
haplotipo mitocondrial la reportado en tomate de arbol y tomate de mesa con el haplotipo
Hsq-Il reportado para S. quitoense. Para esta region los haplotipos de S. lycopersicum
(haplotipo la y Ib) no se encuentran en las mismas areas de cultivo, el haplotipo la fue
reportado para San Pedro de Cartago, a diferencia del haplotipo Ib reportado en Buesaco.
Sin embargo, dada la cercania de las dos regiones es probable que el flujo de material
permita la confluencia de estos haplotipos, lo que merece especial atencién por sus
repercusiones epidemiolégicas y evolutivas.

El cuadrante B muestra la confluencia del haplotipo lla encontrado en los cultivos de papa
(S. phureja y S. tuberosum) junto con los haplotipos reportados en tomate (el haplotipo la
y el haplotipo Hsb-/). En el caso de Tomate de arbol, a pesar de registrarse en localidades
separadas, el mapa muestra claramente que los dos haplotipos pueden encontrarse en
los mismos cultivos lo que puede contribuir de forma significativa al cambio de las
poblaciones del patégeno. El cuadrante C muestra la distribucion del haplotipo lla sobre
los principales municipios productores de S. tuberosum. De igual forma muestra la
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confluencia del haplotipo Ib en S. lycopersicum con el haplotipo la de S. betaceum en los
municipios de Imues, lles y Funes donde los cultivos de tomate de mesa y tomate de arbol
se cultivan en una misma area de forma natural.

Por ultimo el cuadrante D ubicado para el Valle de Sibundoy (Putumayo) muestra la
presencia de varios hospedantes en una misma area geogréfica, en esta region es muy
comun encontrar cultivos de S. tuberosum, S. betaceum, S. quitoense y S. muricatum. Por
lo que es muy facil que confluyan los genotipos Hsg-/ encontrado en S. quitoense, el
haplotipo la y Hsb-I de S. betaceum, el haplotipo lla de S. tuberosumy el haplotipo Ib de
S. muricatum. Esta confluencia de genotipos resulta en una dinamica interesante para la
region en términos de estructura genética del patégeno.

Figura 14. Distribucién de Haplotipos de las diferentes especies del complejo
Phytophthora. Fuente: este estudio.
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Analizando la estructura poblacional de forma general se puede observar que la presencia
de mas de una especie puede ser comun en Narino y Putumayo (Figura 15).
Dependiendo de las caracteristicas de la regién se puede encontrar dos o mas
poblaciones del complejo Phytophthora confluyendo de forma natural. En la regién Norte y
sur al parecer se encuentran coexistiendo de forma muy cercana P. infestans 'y P. andina
(cuadrante A). Por el contrario se puede encontrar a P. infestans, P. andina y algunas
poblaciones de P infestans sensu lato en el Putumayo, donde las condiciones al parecer
son las apropiadas para sostener esta diversidad (cuadrante D). De igual forma
poblaciones de P.infestans sensu lato. P. infestans y P. andina se encuentran hacia el
municipio de Pasto en Narifio (cuadrante B) y hacia la region sur del mismo departamento
(cuadrante C).

Figura 15. Distribucion de las diferentes especies del complejo Phytophthora. Fuente: este
estudio.
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DISCUSION

CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES DEL COMPLEJO Phytophthora A PARTIR
DE LA DETERMINACION DE HAPLOTIPOS MITOCONDRIALES.

n

Desde los primeros reportes de la enfermedad en 1876, Phytophthora infestans se ha
considerado el agente causal de una de las enfermedades mas letales y devastadoras de
los cultivos de solanaceas, principalmente en papa (S. tuberosum)y tomate de mesa (S.
lycopersicum), donde el patdégeno ha generado fuertes impactos y problemas econdémicos
en muchas regiones del mundo (Hirst & Stedman, 1960; Erwin & Ribeiro, 1996; Platt H.,
1999). Sobre estas especies los estudios respecto a fisiologia, patogenicidad y estructura
genética de las poblaciones del patégeno han sido bastante frecuentes, todos ellos
enfocados a establecer medidas de control eficientes de la enfermedad acordes con las
necesidades de cada region (Erwin & Ribeiro, 1996; Kamoun et al., 1999).

Resultado de este interés hasta el momento se tiene informacién detallada acerca del
comportamiento del patdégeno sobre papa y tomate en Norte América, Europa y Asia
(Forbes et al., 1998). Sin embargo, la dinamica de la enfermedad en zonas templadas es
muy diferente a la dindmica encontrada en las regiones paperas y/o tomateras en los
paises tropicales (Jaramillo, 2003). En estos ecosistemas las condiciones bajo las cuales
se cultivan solanaceas ofrecen caracteristicas apropiadas para el mantenimiento
constante de inoculo en campo favoreciendo notablemente el desarrollo continuo de la
enfermedad (Paez, et al 2005). Esta situacion ha requerido un monitoreo constante de las
poblaciones del patbgeno que permita generar estrategias de control efectivas en
respuesta a condiciones especificas de la zona donde se desarrolla la enfermedad.

Siguiendo con este monitoreo los resultados de esta investigacion muestras que las
poblaciones del patbgeno presentes en cultivos de papa en Narifio y Putumayo
evidentemente presentan una alta uniformidad. Tanto S. fuberosum como S. phureja
presentaron poblaciones del patdégeno con el haplotipo mitocondrial lla, asociado al linaje
clonal EC-1 (Forbes et al., 1997), coincidiendo con lo reportado previamente para esta en
aislamientos de P. infestans obtenidos de S. phureja (Lagos, 2002) y S. tuberosum
(Lagos, 2002; Erazo y Ordoriez, 2005). De igual forma, este linaje clonal ha sido reportado
reiteradamente en Ecuador desde finales de los afos 90, donde se registré por primera
vez atacando los cultivos de papa (Forbes et al., 1997; Erselius et al., 1999).

Previo a estos reportes, hacia la década de los 80s los estudios alrededor del mundo
sefalaban la presencia exclusiva de poblaciones de P. infestans asociadas al linaje clonal
US-1 en cultivos de papa (Goodwin et al., 1994). Sin embargo, nuevas variaciones de los
genotipos alrededor de todo el mundo disminuyeron significativamente las poblaciones de
este linaje clonal (Goodwin et al., 1992), llegando a ser desplazado completamente de los
cultivos de papa. Este fendbmeno ha sido ampliamente documentado en Europa (Spielman
et al., 1991; Drenth et al., 1994; Sujkowski et al., 1994), Asia (Koh et al., 1994) y Sur
América (Fry et al., 1992; Forbes et al, 1997), donde el genotipo EC-1 desplaz6
completamente las poblaciones del genotipo US-1 (Forbes et al., 1997), el cual es muy
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comun es hospedantes de la seccion Petfota (Forbes et al., 1997), siendo este el evento
migratorio mas reportado hasta el momento en cultivos de papa para los Andes del
Ecuador y Peru (Paez et al., 2005).

Para Narifio la presencia del genotipo US-1 fue registrado por ultima vez en el 2002 por
Lagos (2002) posterior a esta fecha los monitoreos en S. fuberosum indican que las
poblaciones asociadas a este linaje han sido desplazadas completamente por el linaje
clonal EC-1 como resultado de la fuerte presién de seleccion que existe sobre el patégeno
por parte de los agricultores y el manejo quimico han favorecido a poblaciones mas
eficientes capaces de soportar estas presiones. En el caso del linaje clonal EC-1 ciertas
caracteristicas particulares como la resistencia a fungicidas de uso convencional
(principalmente metalaxyl) y elevados niveles de agresividad le han permitido una mayor
eficiencia de infeccién en cultivos de papa a diferencia del linaje clonal US-1 (Forbes et
al., 1997; Miller & Johnson, 2000).

En el norte de Colombia y Venezuela la presencia del genotipo EC-1 ha sido evidente
durante la ultima década (Forbes et al., 1997; Oyarzun et al., 1998; Gilchrist, 2001; Perez
et al, 2001; Jaramillo, 2003; Lagos, 2002; Eraso & Ordonez, 2005). Al parecer el
transporte de tubérculo de papa introducido para semilla o consumo humano a largas
distancias es la razén principal que explica la presencia del genotipo EC-1 en estas
regiones (Fry et al., 1993). Evaluaciones realizadas en Antioquia y Norte de Santander
sefalan la presencia del haplotipo Ila en mayor frecuencia que el haplotipo Ib, suponiendo
una posible transicion del linaje US-1 hacia EC-1 (Jaramillo, 2003). Este fenomeno
migratorio probablemente responde al transporte de semilla desde Ecuador, donde existe
un amplio registro de la presencia del linaje clonal EC-1. Eventos migratorios similares se
han observado en Perl donde las poblaciones del patégeno han cambiado drasticamente
desde mediados de los 1980s con migraciones de cepas provenientes de Ecuador (Pérez
etal., 2001).

De las variedades de S. fuberosum incluidas en el estudio, se encontré la presencia de P.
infestans con mas frecuencia en la variedad Diacol Capiro seguida por la variedad roja.
Situacién que era de esperarse dada la alta susceptibilidad de estas variedades al ataque
de P. infestans (Nustez, 1999). Para la variedad Diacol Capiro es bastante documentada
su susceptibilidad a los ataques de P. infestans en Colombia como en Ecuador siendo
igual de susceptible que las variedades Parda pastusa, ICA Nevada y Tuquerrena
(Burbano et al, 2007). Solo en Venezuela se ha considerado esta variedad
moderadamente resistente (Nustez, 1999). Por el contrario no se evidencio la enfermedad
en la variedad Parda mejorada, Morasurco y Carizo, indicando que aun existe cierto grado
de resistencia al patéogeno. No obstante, un monitoreo constante de estas variedades
puede dar indicios claves que sefialen la presencia de poblaciones del patégeno capaces
de evadir la resistencia y atacar masivamente estos cultivos.

A diferencia de S. tuberosum, en tomate de mesa (S. lycopersicum) no se encontrd
asociacion del hospedante a un solo genotipo en particular. Los resultados senalan la
presencia de dos poblaciones diferentes del patdégeno atacando estos cultivos, una de
ellas perteneciente al linaje clonal US-1 (haplotipo mitocondrial Ib), y la otra
correspondiente a una nueva poblacién previamente no reportada para este hospedante
con un perfil de bandas similar al encontrado en el haplotipo mitocondrial la, el cual solo
ha sido reportado en S. betaceum (Adler et al., 2004)
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Pese al elevado interés que ha existido, las publicaciones en S. lycopersicum indican que
la dinamica del patdgeno en este hospedante aun no es clara (Erselius et al., 2000).
Hasta el momento los estudios de caracterizacién han reportado la presencia de dos
linajes atacando a este hospedante: el linaje US-1 y el linaje EC-1. En el caso del linaje
clonal US-1, estudios realizados en Colombia (Jaramillo 2003), Ecuador (Oyarzun et al.,
1998) y Brasil (Reis et al., 2003) indican que este linaje se asocia de forma casi exclusiva
a S. lycopersicum, donde aun se mantiene de forma efectiva a diferencia de lo que ocurre
en S. tuberosum (Jaramillo, 2003). Al parecer existe una fuerte relacion patégeno-
hospedante dada la ausencia de fuertes presiones de seleccidn sobre dichos aislamientos
producto de las condiciones agronémicas y ecolégicas que presentan sus hospedantes,
aunque estas afirmaciones no se pueden considerar concluyentes (Jaramillo, 2003).

A diferencia de estudios previos realizados para Ecuador (Oyarzun et al., 1998) vy
Colombia (Eraso & Ordonez, 2005), el linaje clonal EC-1 no se encontrd asociado a
ninguna de las muestras provenientes de S. lycopersicum evaluadas en este estudio. Esta
situacion supone que la presencia de este linaje clonal atacando tomate de mesa
responde a un evento aislado y no representa la estructura poblacional real del patdégeno
sobre este hospedante, corroborando las observaciones reportadas previamente por
Oyarzun et al (1998) quienes sefalan que el linaje clonal EC-1 encontrado en tomate de
mesa para Ecuador probablemente corresponde a un aislado débil patogénicamente
encontrado por azar, es decir que S. lycopersicum no es hospedante esencial del
genotipo EC-1 y solo actia como hospedante alternativo bajo determinadas condiciones.

El mismo autor corrobor6 esta afirmacién con pruebas de agresividad donde encontré que
el aislamiento obtenido del linaje clonal EC-1 fue mas agresivo en papa que en tomate, y
menos agresivo en tomate que el genotipo US-1 (Oyarzun et al 1998). Esto ha permitido
concluir que ademas de existir una alta especificidad entre el linaje clonal US-1 y S.
lycopersicum otros genotipos potenciales solo desarrollan infecciones oportunistas
asociadas a eventos aislados. Esta misma situacién también ha sido reportada en otras
especies de solanaceas (S. muricatum y el complejo Anarrhichomenum) donde no se
puede afirmar que los nuevos genotipos encontrados representen linajes clonales
completamente adaptados (Chacon, 2007).

Sumada a esta informacién, los resultados de este estudio indican que otra poblacidén se
encuentra atacando los cultivos de tomate de mesa en el sur de Colombia. Esta poblacion
presenta perfiles de restriccién similares al haplotipo mitocondrial la exclusivo de tomate
de arbol (Adler et al., 2002). Esta poblacién corresponde a una especie diferente a P.
infestans, conocida como P. andina (ver discusion en S. betaceum), la cual se puede
encontrar igualmente en S. quitoense y S. muricatum (Oliva et al., en impresion). No
existen estudios que asocien la presencia de este haplotipo a S. lycopersicum, siendo
este el primer reporte donde se sefala que el haplotipo mitocondrial la puede encontrarse
atacando este hospedante, igualmente seria el primer reporte de la presencia de P.
andina en estos cultivos.

Aunque no se tiene clara la adaptabilidad de este haplotipo mitocondrial en S.
lycopersicum, se puede considerar que estas poblaciones tipicas de S. betaceum
presentan un comportamiento similar al descrito previamente para el linaje clonal EC-1 en
tomate de mesa. Es decir, utilizan esporadicamente a S. lycopersicum como hospedante
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alternativo donde no es altamente agresivo. Es claro que para estas regiones los cultivos
de tomate de arbol y tomate de mesa se desarrollan bajo las mismas condiciones y es
muy comun encontrarlos coexistiendo en una misma localidad e incluso en una misma
huerta, por lo que es de esperarse que en zonas de transicion se compartan genotipos en
determinados ciclos infectivos de la enfermedad (Erselius et al., 2000; Eraso & Ordonez,
2005). Un monitoreo continuo del patdégeno puede descartar o no la posibilidad de que
este haplotipo mitocondrial corresponda a una poblacién oportunista que ataque
esporadicamente a estos cultivos.

La presencia de P. andina en otros cultivos diferentes a su hospedante primario ha sido
encontrada en otros estudios. Por ejemplo, un pequefio numero de aislamientos de P.
andina se encontraron atacando especies de la seccién Basarthrum (aislamientos A2
encontrados en S. muricatum) o especies de la seccibn Petota (aislamientos A2
encontrados en S. colombianum, S. tuberosum, y S. phureja), aun no se reconoce si esto
representa un caso real de adaptacion sobre estos hospedantes (Chacon, 2007)

Al igual que en S. lycopersicum, los resultados en S. betaceum arrojaron informacion
interesante respeto a las caracteristicas de las poblaciones del patégeno. Las muestras
de S. betaceum evaluadas estan relacionadas al linaje clonal EC-3, coincidiendo con los
reportes realizados por Erazo y Ordonez (2005) para Putumayo. Actualmente este
haplotipo se asocia a una nueva especie de Phytophthora conocida como P. andina (Oliva
et al., en impresion). En Ecuador ya se tenian indicios sobre la presencia de esta especie
atacando algunos cultivos de solanaceas (Ordofez et al., 2000; Chacon, 2007), en la
actualidad se ha confirmado su presencia con sintomas de la enfermedad similares a los
generados por P. infestans en S. betaceum, S. quitoense, S. hispidum y especies del
complejo Anarrhichomenum (donde también es comun encontrarla en tallos) (Oliva et al.,
en impresion).

La presencia de esta y otras especies con caracteristicas patogénicas cambian los
conceptos que se han manejado hasta el momento para controlar la enfermedad y los
mecanismos que han explicado los patrones evolutivos del patégeno. Aun no es claro el
origen P. andina en estas regiones; sin embargo se conoce la fuerte relacion entre P.
infestans y P. andina (Gomez-Alpizar et al. 2008; Kroon et al. 2004; Oliva et al. en
impresion). Las suposiciones al respecto indican que posibles eventos migratorios desde
México no reportados previamente explican la presencia del patégeno en Sur América,
aun asi el hecho de que P. andina solo haya sido encontrada en los Andes ofrece un
nuevo punto de referencia para suponer que su origen es Sur americano al igual que P.
infestans (Adler et al., 2004)

Pese a que el haplotipo la fue el predominante en cultivos de S. betaceum no es el Unico
genotipo presente en este hospedante. La presencia de un haplotipo mitocondrial
diferente a los reportados indica que las poblaciones pueden llegar a ser mucho mas
diversas que lo reportado anteriormente para esta region por Lagos (2002), y Erazo y
Ordénez, (2005). Segun Adler., et al (2002), esta diversidad puede llegar a ser evidente
en especies no tuberiferas, siendo bastante alta a nivel intra e interespecifico a diferencia
de las especies de Solanum tuberiferas (seccién Pefota), las cuales son genéticamente
muy similares y presentan un minimo grado de polimorfismo.
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Este haplotipo constituye el primer reporte de la presencia de una nueva poblacién con
caracteristicas diferentes a las conocidas previamente atacando cultivos de S. betaceum.
Si bien aun no se puede afirmar con exactitud si la poblacion encontrada representa a una
nueva especie de Phytophthora atacando estos cultivos o a una variacion de las
poblaciones existentes, es posible suponer a partir de las observaciones realizadas que la
presencia de este haplotipo mitocondrial se encuentra ligada a la estructura poblacional
del patégeno para la regién. El hecho de encontrarse directamente en tejidos infectados
en Putumayo (muestreados en este estudio) y aislamientos provenientes de Narifio
mantenidos durante los ultimos anos en la Coleccion de P. Infestans de la Universidad de
Narino da indicios claros de que la presencia de esta poblacién sobre el hospedante no
corresponde a un evento aleatorio por el contrario se mantiene constante en el tiempo.

Adicional a esta informacién ensayos de agresividad con los aislamientos que presentaron
un nuevo haplotipo mitocondrial realizados por el grupo e investigacion Genética de
patosistemas (GENPAT) muestran que estas poblaciones son igual o0 mas agresivos que
algunas cepas del linaje clonal EC-3 obtenidas del mismo hospedante (Revelo et al.,
2007), dando evidencias de la adaptabilidad del patégeno al hospedante. La presencia de
nuevos genotipos ha estado constantemente asociado a una elevada agresividad,
resistencia a fungicidas y mayor adaptabilidad frente a determinado hospedante
(Jaramillo, 2003), que incrementa la probabilidad de aparicién de posibles epidemias
(Castarnio, 1996). Esto representa epidemiolégicamente un riesgo para los cultivos de
tomate de arbol, y ha sido observado constantemente en las zonas muestreadas,
principalmente Putumayo donde el efecto devastador del patdégeno destruye plantaciones
del cultivo en poco tiempo (Anexo D).

Los resultados obtenidos en el estudio igualmente muestran los primeros reportes de la
presencia de especies de Phytophthora en cultivos de lulo para Narifio y Putumayo. Dada
la importancia de los cultivos de lulo y su amplia distribucién, estos constituyen uno de los
cultivos mas representativos en Colombia (Fory, 2005); no obstante, su cultivo representa
una de la principales fuentes de inoculo para las poblaciones de Phytophthora donde ha
generado epidemias devastadoras. Hasta el momento solo se conoce la presencia de P.
andina en especies comerciales de S. quitoense en Ecuador (Oliva et al., en impresion).
Sin embargo, los esfuerzos encaminados al conocimiento de las poblaciones de
Phytophthora que atacan a este hospedante realizados en este estudio indican que
existen poblaciones diferentes a las conocidas previamente atacando los cultivos en esta
regién, confirmando lo expuesto por Oliva et al., (en impresion).

Una de las poblaciones encontradas asociadas a lulo presentan semejanza al haplotipo
mitocondrial Ib, que podria representar una poblacion aislada del linaje US-1, aunque aun
requiere confirmarse (Oliva R., comunicacion personal). Por el contrario el haplotipo
mitocondrial Hsg-1 presenta un perfil de bandas no reportado previamente en otros
estudios, sus caracteristicas atipicas pueden asociarse eventualmente a una nueva
especie de Phytophthora. Aun no se puede asegurar a que especie pertenece este
haplotipo mitocondrial, sin embargo, los perfiles obtenidos no corresponden a los
reportados por Oliva et al (2005) quienes son los Unicos que han realizado trabajos en
este hospedante.

Por ultimo, en el caso de S. muricatum la Unica muestra analizada en este estudio se
obtuvo de una planta aislada en el municipio de Sibundoy, el cual presenté haplotipo
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mitocondrial Ib (Linaje clonal US-1), de forma similar a lo reportado para la especie en
Ecuador y Colombia donde el linaje clonal representativo es el US-1 (Oyarzun et al., 1998;
Jaramillo, 2003). Al igual que lo reportado para S. lycopersicum, la relacién del linaje
clonal US-1 con S. muricatum se asocia a una baja presién de seleccion que favorece
notablemente al linaje clonal (Jaramillo, 2003). Sin embargo, la ausencia de cultivos
establecidos de S. muricatum no permitié un muestro intensivo del hospedante en las
localidades visitadas por lo que no se descarta en estudios posteriores la probabilidad de
encontrar linajes clonales diferentes, tal como ha ocurrido en Ecuador con el linaje clonal
EC-2 (Ordonez et al., 2000 (Adler et al., 2002; Chacon, 2007).

Dentro de los estudios realizados en Colombia para este hospedante, S. muricatum ha
presentado un comportamiento particular. Raigosa y Amaya (2006) reportan un perfil de
bandas para S. muricatum no reportado previamente en Colombia (1118, 1078-230, 361-
394-209, para los primers F1-R1, F3-R3 y F4-R4 sin amplificacion para el primer F2-R2).
Aunque el mismo autor sefiala que los datos no son concluyentes este es el Unico reporte
en el pais sobre esta especie en las ultimas décadas. Estudios mas profundos al respecto
pueden revelar la presencia de poblaciones diferentes del patégeno, incluyendo el linaje
clonal EC-2.

Pese a evaluarse dos variedades diferentes de pepino de agua solo fue posible identificar
sintomas asociados a la enfermedad en una de ellas. Observaciones realizadas en el
Ecuador indican que este comportamiento es comun en campo, dos especies 0
variedades (en este caso) pueden crecer proximas pero solo una de ellas presenta la
enfermedad existiendo probablemente diferencia en las reacciones de virulencia, como se
ha visto en algunas poblaciones silvestres (Oyarzun et al 1998). Esta observacién puede
ser interesante en la basqueda de especies resistentes a la enfermedad propias de estos
ecosistemas.

En este estudio, las especies comerciales de Capsicum spp. y Physalis spp. no se
encontraron asociadas a alguna de las especies del complejo Phytophthora. Las muestras
obtenidas no presentaron sintomas de la enfermedad, a diferencia de estudios previos
realizados en Colombia donde se han obtenido aislamientos con haplotipo mitocondrial lla
tanto en Capsicum spp (Marin & Mira, 1998; Ledn, 2004), como de Physalis spp (Leon,
2004). La ausencia del patégeno para estos hospedantes se explica por el muestreo de
plantas aisladas donde no existen ambientes hiumedos apropiados para el crecimiento,
diseminacién y mantenimiento de las poblaciones del patégeno (Chacon, 2007).
Igualmente no se pude descartar que el patégeno se encuentre de forma esporadica
sobre estos hospedantes (tal como ocurre en especies silvestres) a diferencia de cultivos
como papa y tomate donde la enfermedad es constante todo el afio (Adler et al., 2004).
Es necesaria la evaluacion de estos hospedantes en épocas de siembra para corroborar
la ausencia de la enfermedad.

En especies como S. sibundoyensis se observd un comportamiento particular. A pesar de
encontrarse cercano a cultivos infectados por el patdégeno, ninguna de las muestras
evaluadas presentd sintomas de la enfermedad. Posiblemente esta especie presente
genes de resistencia de forma similar como ha sido reportado para muchas de las
especies no cultivadas que muestran resistencia al patégeno (Erselius & Forbes, 2005).
En este tipo de hospedantes se puede pensar que existe una marcada coevolucién con
especies del complejo Phytophthora, donde la resistencia del hospedante cumple un
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papel fundamental permitiendo completar los ciclos de vida tanto del patégeno como de la
planta (Niedehauser, 1991). Producto de esta coevolucion mucha de esta resistencia es
de tipo horizontal como se ha observado en S. demissum, especie que ha sido usada
ampliamente en programas de mejoramiento genético utilizando sus genes en mas del 50
% de los cultivares de papa con el fin de generar resistencia a la enfermedad (Losoya-
Saldana et al., 2006).

Este hallazgo puede ser significativo en el desarrollo de programas de mejoramiento
genético que sumado al conocimiento que se tiene sobre la estructura poblacional del
patégeno permitiria obtener variedades de S. betaceum resistentes a Phytophthora que a
largo plazo disminuiria el uso de fungicidas nocivos para la salud y para el medio
ambiente permitiendo ademas un mejor aprovechamiento de los recursos genéticos
presentes en esta region.

ESTRUCTURA GENETICA DEL COMPLEJO Phytophthora EN NARINO Y PUTUMAYO.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de la estructura poblacional arrojan
informacién valiosa sobre el complejo Phytophthora para Narifio y Putumayo. La
evaluacién de hospedantes cultivables como S. betaceum, S. muricatum, S. quitoense o
algun tipo de especie silvestre, muestra una dinamica y un comportamiento de las
poblaciones de Phytophthora diferente a lo establecido en la actualidad basado en papa y
tomate (Erselius et al.,, 1999). Pese a la importancia comercial de estos cultivos y a la
diversidad de especies de solanaceas, poco se conoce acerca del papel de estos
hospedantes sobre las poblaciones del patégeno (Chacon, 2007; Erselius & Forbes,
2005), lo que ha dado una idea equivocada respecto a la biologia y la historia de vida del
patdgeno en el campo (Adler et al., 2002).

Es notable que la diversidad encontrada para el complejo Phytophthora en este estudio es
muy elevada. La presencia de cuatro nuevos haplotipos mitocondriales no reportados
previamente para las poblaciones de complejo Phytophthora se asocia a dos razones
primordiales: Primero: la caracterizacion de poblaciones del patégeno a muestras de ADN
obtenido directamente de tejidos infectados. Los resultados obtenidos en este estudio
utilizando determinacion directa de haplotipos mitocondriales en tejidos frescos (Griffith y
Shaw, 1998), demostraron ser excelentes al momento de conocer la estructura genética
del patdégeno. La técnica permitié analizar un nimero elevado de muestras sin previo
aislamiento del microorganismo lo que simplifica el monitoreo y diagnostico de la
enfermedad a diferencia del método convencional (Henson & French, 1993; Trout et al.,
1997; Ledn, 2004)

Los estudios llevados a cabo para caracterizar las poblaciones del patégeno indican
reiteradamente el bajo éxito, excesivo gasto de tiempo y la dificultad del analisis de las
poblaciones de P. infestans a partir de cultivos en laboratorio (Nieplod & Schoéber-Butin,
1995; Trout et al., 1997; Ledn, 2004; Eraso & Ordonez, 2005). Muchos de los métodos
utilizados presentan una baja eficiencia de aislamiento siendo altamente susceptibles a la
contaminacion con bacterias u hongos como Fusarium y Phoma sp (Ledn, 2004).
Contrarrestando esta situacién la sensibilidad y versatilidad de técnicas moleculares
ofrecen ciertas ventajas que permiten la deteccion del patégeno usando pequenas
cantidades de micelio (Lee, 1993; Henson & French, 1993) o en ausencia de estructuras
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tipicas del microorganismo (Wansgsomboondee & Ristaino, 2002) como ocurre
generalmente en poblaciones asociadas a S. quitoense. Mas aun permite la identificacion
de diferentes especies de Phytophthora cuando nos enfrentamos a un complejo de
especies como el encontrado en este estudio (Nieplod & Schéber-Butin, 1995; Tooley et
al., 1997) .

Segundo, la inclusién de hospedantes cultivables diferentes a los convencionales, lo que
incrementa notablemente la probabilidad de encontrar nuevos genotipos (Adler et al.,
2002). Cerca de 100 hospedantes potenciales de P. infestans han sido registrados a nivel
mundial, de los cuales la mayor parte de tipo silvestre y cultivable confluyen de forma
natural en las regiones Andinas y tropicales de Sur América consecuencia de la variedad
de ambientes y microclimas presentes en estas regiones (Chacon, 2007; Erselius &
Forbes, 2005). Esta amplia diversidad de hospedantes potenciales muestra una
dependencia directa con la variabilidad del patégeno resultado de la cantidad de
relaciones que el patéogeno puede establecer con diferentes especies de solanaceas
(Chacon, 2007).

Esta situacién ha motivado el interés por el estudio de una gran variedad de hospedantes.
Sin embargo, los pocos estudios al respecto se han realizado principalmente en Ecuador
arrojando resultados interesantes. Al menos 15 especies de solanaceas han sido
establecidas como hospedantes naturales del patégeno desarrollando sintomas similares
a los del tizon tardio (Adler et al.,, 2004). Se ha determinado una amplia diversidad del
patégeno convirtiendo a Ecuador en el pais donde se reporta la mayor diversidad del
patdgeno a diferencia de otros paises Andinos (Adler et al., 2004). Un ejemplo de ello son
los estudios realizados por Oyarzun et al., 1997 y Ordofez., et al (2000) quienes reportan
por primera vez la presencia de un nuevo genotipo conocido como el linaje clonal EC-2,
con tipo de apareamiento A2 y linaje clonal Ic (un tipo inusual de haplotipo mitocondrial)
aislado de S. brevifolium y S. tetrapetalum (Ordohez et al., 2000) previamente no
reportado en otra region del mundo; y los estudios de Adler., et al (2002) donde se
demuestra la presencia de los dos tipos de apareamiento en S. muticatum (Adler et al.,
2002).

Dada la cercania con Ecuador y la similaridad de ecosistemas entre los dos paises es de
esperarse una situacion similar a la observada en Ecuador en muchas regiones de
Colombia. La diversidad del patégeno en Colombia puede ser mucho mas elevada de lo
que se conoce actualmente (Jaramillo, 2003). Se puede considerar aun mas esta
situacion si se tiene en cuenta la amplia diversidad de especies de solanaceas del pais
que pueden actuar naturalmente como hospederas de las poblaciones de Phytophthora.

Adicional a estos estudios, la informacién suministrada en el documento permite fortalecer
la idea planteada por diversos autores quienes consideran a los Andes sur americanos el
“hot spot” (lugar de amplia variabilidad genética y alta presion de seleccién) respecto a la
diversidad mitocondrial y la evolucién de nuevas especies de Phytophthora (Ordofiez et
al., 2000; Oliva et al., 2002; Kroon et al., 2004; Avila-Adame et al., 2006; Gémez-Alpizar et
al., 2007). Aun no se conoce en su totalidad la magnitud de esta diversidad, pero
evidencias usando DNA nuclear y genes mitocondriales dan indicios de los elevados
niveles que puede alcanzar en las poblaciones andinas (Gomez-Alpizar et al., 2007). Las
condiciones apropiadas para el desarrollo de nuevas variantes génicas en ecosistemas
tropicales (Chacon, 2007) ratifican la idea de la evolucion constante de linajes y/o
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especies que permiten la apariciéon de inusuales tipos de DNA mitocondrial (Avila-Adame
et al., 2006). Estos aportes igualmente intensifican las evidencias que sefalan un posible
origen de P. infestans en los Andes Sur Americanos (Abad & Abad, 1997; Gomez-Alpizar
et al., 2007)

La estructura genética se analizé igualmente teniendo en cuenta la distribucién geografica
de cada uno de los haplotipo encontrados para cada una de las especies del género. A
nivel general en Ecuador se han establecido tres factores que permiten entender la
subestructuracién de las poblaciones del patdégeno: el aislamiento geografico, la
adaptacion a ciertas condiciones climaticas y la especificidad de hospedante (Chacon,
2007), siendo éste ultimo de gran importancia en ciertos linajes clonales dado que es el
mecanismo por el cual se establece un aislamiento genético y el rango de hospedantes
que ataca un genotipo determinado (Chacon, 2007).

En el caso de P. infestans los dos haplotipos encontrados para esta especie presentaron
diferencias en la distribucion, el haplotipo mitocondrial Ila (linaje clonal EC-1) solo se
encuentra en la regién de los Andes donde se localizan las principales areas de cultivo de
S. tuberosum (CEVIPAPA, 2004) (Ver Fig. 9; Anexo G), a diferencia del haplotipo
mitocondrial Ib que se distribuye en varias localidades tanto en Narifio como en Putumayo
(Ver Fig. 11 y 13; Anexo G).

No se puede afirmar con certeza las razones que determinan la distribucion del haplotipo
mitocondrial Ila; sin embargo, es mucho mas probable que la adaptacién a condiciones
climaticas presente una mayor influencia en la distribucion de este haplotipo a diferencia
de la especificidad de hospedante o el aislamiento geografico. Los estudios de
patogenicidad no han encontrado evidencias concretas que sefalen la existencia de
especificidad del haplotipo mitocondrial lla en hospedantes de la seccion Petota (Fry et
al.,, 1991; Goodwin et al., 1995; Legard et al., 1995; Garry et al., 2001; Eraso & Ordonez,
2005; Chacon, 2007). Igualmente, dado que P. infestans no presenta limitadas
capacidades de dispersion el aislamiento geografico no se ha considerado una limitante
en la distribucién del patdégeno. En zonas de transicién donde se cultivan varias especies
de solanaceas las poblaciones del patégeno se pueden encontrar en varios hospedantes
alternativos (Erselius et al., 2000; Eraso & Ordofnez, 2005), incrementando notablemente
la probabilidad de aumentar el rango de distribucién hacia nuevas zonas.

Por el contrario, la influencia de las caracteristicas ambientales sobre la distribucion de los
diferentes linajes clonales ha sido evidenciada en diferentes estudios. Las observaciones
de Reis et al (2003) indican que los cultivos de papa crecen a bajas temperaturas a
diferencia de otros cultivos como tomate que crecen en regiones con altas temperaturas,
permitiendo suponer que estas poblaciones responden a las condiciones climaticas
sefalando una adaptacién al ambiente.

Por el contrario, a diferencia del haplotipo Ila la distribucion geografica del haplotipo
mitocondrial Ib (linaje clonal US-1) en P. infestans muestra que existen tres poblaciones
con el mismo patron de restriccion RFLP en localidades geograficas separadas vy
hospedantes diferentes (S. muricatum, S. lycopersicumy S. quitoense, asumiendo en este
ultimo la similitud de los perfiles para el primer P2 y P4 con el haplotipo mitocondrial Ib)
(Ver Fig. 11 y 13; Anexo G). Este haplotipo refleja el modelo que hasta el momento se
conoce para P. infestans en términos de distribuciéon del patégeno donde no existe una
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marcada subestructuracion de las poblaciones como consecuencia de la ubicuidad de los
hospedantes del patdégeno: papa, tomate y pepino entre otras (Chacon, 2007), lo que evita
que su distribucion se restringa a una sola localidad en particular. No obstante, estos
resultados no permiten asegurar con certeza que todas las poblaciones con haplotipo
mitocondrial Ib en hospedantes diferentes hayan surgido de una misma poblacion inicial.

Para P. andina la distribucidon geografica encontrada muestra claramente que esta
especie se distribuye en las regiones templadas de Narifio y Putumayo donde se
encuentran cultivos de S. lycopersicum y S. betaceum (Ver Fig. 11 y 12; Anexo G). Al
parecer uno de los factores que limita la distribucion de P. andina se relaciona con las
caracteristicas topogréficas. Las observaciones realizadas en campo muestran que esta
especie no puede establecerse eficientemente en cultivos de tomate de arbol sobre los
2500 msnm lo que sefala cierta adaptacion de este patégeno a las condiciones
climaticas. Aunque para P. andina no existen estudios concretos que indiquen la
influencia de las caracteristicas ambientales sobre el patdgeno, estudios realizados en
Ecuador senalan que la influencia de los factores topogréaficos puede limitar el flujo génico
en estas poblaciones siendo un factor clave la presencia de altitudes considerables con
condiciones extremas de temperatura (Chacon, 2007).

Estudios realizados para P. infestans en este sentido indican ausencia de la enfermedad
por encima de los 3500 msnm en solanaceas silvestres, (a pesar de la presencia de
hospedantes que son infectados a menores altitudes) teniendo en cuenta que por encima
de esta altura las bajas temperaturas evitan el desarrollo del fitopatdégeno (Rivera-Pena.,
1995). Igualmente, los estudios de Mizubuti et al., (2000) indican que los esporangios del
patégeno pueden ser susceptibles a la radiaciéon solar, esto mismo se puede presentar
para P. andina. Estudios realizados en Antioquia con aislamientos provenientes de
diferentes pisos térmicos y diferentes hospedantes indican que los aislamientos
procedentes de alturas mas bajas (1450 msnm) tienden a ser mas compatibles, afectando
y reconociendo un mayor numero de especies como posibles hospedantes que los
aislamientos de las zonas mas altas (Patifio et al., 1997).

Otro de los factores que determina la subestructuracion geografica y distribucion de P.
andina ha sido relacionado con la elevada especificidad de hospedantes que le impide al
patégeno migrar y sobrevivir en otros hospedantes, mas aln cuando existen alturas
considerables y un aislamiento por condiciones montanosas, al parecer existe adaptacion
a condiciones especificas de tiempo (Adler et al., 2004; Chacon, 2007). A diferencia de
estos reportes, en este estudio no se puede considerar que la especificidad de
hospedante sea importante para determinar la distribucién del linaje EC-3, el hecho de
haber encontrado este genotipo en S. lycopersicum permite pensar que el patégeno es
capaz de establecerse en otros hospedantes durante eventos de migracion, lo que puede
incrementar su rango de distribucion hacia otras regiones.

Por ultimo las poblaciones asociadas a Phytophthora infestans sensu lato en S. betaceum
y S. quitoense al igual que algunas poblaciones de P. infestans presentan subgrupos con
limitada distribucion (Ver Fig. 12 y 13; Anexo G), Sin embargo, las pocas muestras
obtenidas en el estudio no permiten sacar conclusiones reales de la distribucion de estas
poblaciones. Aun se requieren estudios detallados para dilucidar con claridad el
comportamiento de estas poblaciones.
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Los resultados obtenidos en el mapa indican claramente que mas de un haplotipo
mitocondrial se encuentra de forma simultanea sobre un mismo hospedante en ciertas
regiones (Ver Fig. 14 y 15; Anexo G). Esto confirma las observaciones de diferentes
estudios realizados para Colombia y Ecuador, donde algunos hospedantes son atacados
por mas de un grupo patogénico (Chacon, 2007). Este mecanismo sin duda ofrece una
ventaja a las poblaciones del patogeno. La condicion sapréfita de las especies del
complejo Phytophthora hace necesesaria la asociacion con un hospedante para
garantizar su supervivencia (Lebreton et al., 1999). Cuando una poblacion presenta una
adaptacion especializada a un solo hospedante primario reduce notablemente su eficacia
(Timms & Read, 1999) y pueden terminar sometidos a drasticos cuellos de botella cuando
el hospedante primario esta ausente (Drenth et al., 1994; Lebreton et al., 1999)

Por el contrario, si el patégeno tiene la posibilidad de encontrar hospedantes secundarios
incrementa sus probabilidades de sobrevivir durante todo el afio, reduciendo la perdida
demogréfica en periodos negativos donde el hospedante principal ha sido cosechado o
destruido por condiciones desfavorables de clima (Lebreton et al., 1999; Chacon, 2007).
Esta condicién surge como resultado de las diferencias en las capacidades de
supervivencia que le permiten al patégeno permanecer transitoriamente durante
determinado ciclo de la enfermedad sin adaptarse completamente al hospedante (Forbes
etal., 1997; Oyarzun et al., 1998; Erselius et al., 1999; Ordonez et al., 2000).

Es importante tener en cuenta que este fendomeno solo es posible en regiones con una
alta diversidad de hospedantes, como el caso del valle de Sibundoy donde las
condiciones climaticas y ecosistémicas permiten el mantenimiento de una gran variedad
de cultivares, lo que incrementa la posibilidad de transicion entre hospedantes.
Igualmente para Narifio, la transicién entre hospedantes es evidente en las areas donde
mas de un cultivo se encuentra presente.

Generalmente estas transicidon se da entre hospedantes emparentados genéticamente,
(seccion Petota, Basarthrum, Lycopersicon, Juglandifolia) en el caso de P. infestans 'y
(seccion Lasiocarpa, Torva, and Pachyphylla) para P. andina, donde muestran una mejor
adaptabilidad (Bohs, 2005). Sin embargo, los resultados del estudio muestran que P.
andina se encuentra atacando hospedantes de la seccién Lycopersicum (mas distantes
genéticamente), esto implica que en algunas ocasiones el patdgeno puede atacar
hospedantes geograficamente disponibles aunque estos no estén emparentados con su
hospedante primario, ocurriendo un “salto” del patégeno (Roy, 2001).

Este mecanismo bajo fuertes presiones de seleccion (producto del manejo de los
agricultores) puede tener repercusiones evolutivas para el patégeno y epidemiologicas
importantes en el tratamiento de la enfermedad: 1) es muy probable que se presente una
adaptacion paulatina del patégeno a nuevos hospedantes cuando se comparte un nicho
ecolégico siendo mucho mas dificiles de controlar en el nuevo hospedante como ha
ocurrido con el linaje clonal EC-1 (Jaramillo, 2003). 2) en el caso de poblaciones que
presentan los dos de apareamiento se incrementa la probabilidad de flujo génico, lo que
aumenta la probabilidad de recombinacion sexual y variabilidad genética (Oliva et al.,
2002). Esto potencia la formacién de hibridos con mayor ventaja evolutiva sobre sus
parentales (Chacon, 2007) tal como se ha observado en otras especies de Phytophthora
(Brasier et al., 1999). Sin embargo, aunque no se puede descartar esta situacion aun no
se conocen casos concretos que indiquen hibridacién interespecifica entre P. andina y P.
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infestans. Aislamiento pre y post-cigotico en areas de confluencia han sido suficientes
para mantener restringida la recombinacién sexual y el flujo génico entre estas especies
(Ordonez et al., 2000; Oliva et al., 2002; Chacon, 2007). En estas circunstancias el
manejo de la enfermedad es dificil de controlar y la probabilidad de epidemias se
incrementa.

En forma inmediata estos resultados posibilitan el conocimiento de la estructura
poblacional del patégeno y la identificacion temprana de linajes clonales mediante
marcadores genéticos moleculares. En este caso la identificaciéon de especies diferentes a
las conocidas hace necesario realizar estudios relacionados con la dinamica y el
comportamiento de las nuevas especies en la region. A partir de esta informacién los
agricultores y campesinos pueden efectuar controles de la enfermedad de acuerdo al
posible linaje clonal que se establece teniendo en cuenta estudios previos relacionados
con la patogenicidad en campo de cada linaje.

Igualmente bajo este contexto, este trabajo aporta al conocimiento de areas criticas donde
es necesario mantener un constante monitoreo del patégeno que permitan entender a
fondo su comportamiento donde es evidente que aun las relaciones patogénicas no son
claras.
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CONCLUSIONES

El comportamiento de las poblaciones que atacan a S. tuberosum y S. phureja se
mantiene constante en este hospedante. Se encontré predominancia del linaje clonal EC-
1 a diferencia del linaje clonal US-1, dando indicios de un desplazamiento completo del
linaje clonal US-1 por el linaje clonal EC-1. La presencia de la enfermedad fue mas comun
en las variedades Diacol capiro y roja, lo que era de esperarse dada la ausencia de genes
de resistencia a la enfermedad en estas variedades.

El primer reporte de la presencia de poblaciones de Phytophthora andina en S.
lycopersicum indica que estas poblaciones no son especificas de S. betaceum, sino que
pueden encontrarse en hospedantes diferentes aunque aun no se tenga evidencia
suficiente para afirmar con exactitud si esta especie se encuentra o no adaptada a este
hospedante en particular

Para tomate de arbol la presencia del linaje clonal EC-3 fue constante respecto a otros
estudios. No obstante, la presencia de nuevos haplotipos puede indicar una
subestimacién de algunas poblaciones del patégeno para este hospedero, las cuales
merecen especial atencion en términos epidemiolégicos.

En S. quitoense la presencia de P. infestans no es concreta, sin embargo la amplificacién
para dos secuencias de las tres tipicas del patégeno nos dan la idea de que la presencia
de esta poblacién con caracteristicas del haplotipo mitocondrial Ib, se puede considerar
un evento aislado de la presencia del linaje clonal US-1; sin embargo este es el primer
estudio realizado sobre este hospedante y requiere un seguimiento mas detallado para
confirmar la presencia del patégeno. La segunda poblacion encontrada se clasificé dentro
el grupo Phytophthora infestans sensu lato, los resultados de este estudio no dan
conclusiones concretas sobre el status taxondmico de esta poblacion.

La ausencia de cultivos pertenecientes a S. muricatum no permitié determinar claramente
el comportamiento del patégeno en este hospedante. Es muy probable que un
seguimiento de estas poblaciones reflejen en estudios posteriores la presencia del linaje
clonal EC-2, tal como ha sido reportada en Ecuador.

La estructura poblacional del patégeno refleja la presencia de mas de una especie
atacando los cultivos de Solanaceas en el departamento de Narifio y Putumayo a
diferencia de los que previamente se conocia. La presencia de nuevos haplotipos
mitocondriales en las poblaciones estudiadas muestra que la variabilidad del complejo
Phytophthora es mucho mas alta que la que se habia estimado para esta regién.

La presencia de un complejo para el genero Phytophthora en Narifio y Putumayo basado
en el analisis de diferentes hospedantes muestra una dinamica del patégeno diferente del
conocida hasta el momento, por lo que es necesario plantear nuevos mecanismos de
control de la enfermedad, donde se tenga en cuenta la presencia de nuevas especies del
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genero Phytophthora. Principalmente son de especial atencion las zonas de confluencia
de haplotipos, donde se necesita especial atencién

PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo dan una idea general de la organizacion del complejo
Phytophthora en Narifio y Putumayo y ha servido como base para la formulacion del
macroproyecto “Caracterizacion genética y fenotipica de las poblaciones de Phytophthora
infestans procedentes de tomate de arbol (Cyphomandra betacea) en las zonas
productoras del sur de Colombia” financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (MADR) en convenio con la Universidad de Narifio, la asociacién Agricola y
Fruticola de Santiago (Putumayo) y las alcaldias de Santiago y San Francisco con el fin
de promover la investigacion, el desarrollo tecnolégico y propuestas de innovacion en esta
region.

Como continuacién de esta investigacion se plantea profundizar el conocimiento que se
tiene acerca de la dinamica del patégeno y la relacién planta-hospedante en zonas donde
se han reportado nuevos genotipos. Conocer a fondo la probabilidad de flujo génico y
reproduccién sexual mediante pruebas de tipo de apareamiento. Estos resultados podrian
igualmente dar indicios claros acerca de un posible proceso de recombinacion entre
especies presentes en un mismo hospedante que incrementaria la probabilidad de
formacion de hibridos. En este sentido se busca complementar con evaluaciones
periddicas la agresividad de los aislados tanto por evaluacién directa en campo a traves
del tiempo o por cuantificacion de parametros de agresividad in leaf.

El constante monitoreo del patégeno en areas prioritarias de confluencia de los genotipos
es necesario para entender la dinamica de la relacién Phytophthora/Solandcea y poder
establecer medidas de control adecuadas. La evaluacién de especies silvestres como
potenciales hospedantes de diferentes especies del genero Phytophthora, puede servir de
base para complementar estos estudios. Sumado a esto, los resultados de la distribucidon
de cada uno de los genotipos pueden servir de base para iniciar un seguimiento del
patégeno en diferentes épocas del ano con el fin de realizar un analisis temporal de las
poblaciones y poder a futuro realizar una prediccion eficiente de la ocurrencia de
determinados genotipos.
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Anexo A. Registro de localidades y cultivos incluidos en el estudio.

Hospedero R AR
Cadigo Hospedero sp var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo (m)
1 S. tuberosum | Sin registro Narifio Genoy Sin registro Sin registro Sin registro 2482
100 S. betaceum Sin registro Narifio Genoy Sin registro Sin registro Sin registro 2482
127 S. betaceum Sin registro Narifio Cabrera La paz Sin registro Sin registro 2797
128 S. tuberosum Sin registro Narifio Cabrera Centro Sin registro Sin registro 2797
152 S. tuberosum Sin registro Narifio Catambuco Sin registro Sin registro Sin registro 2848
154 S. betaceum Sin registro Narifio Catambuco Sin registro Sin registro Sin registro 2848
701 S. betaceum Sin registro Putumayo Santiago Las Cruces Sin registro Ruperto revelo 0
702 S. tuberosum | Sin registro Putumayo Santiago Las Cruces Sin registro Ruperto revelo 0
703 S. tuberosum | Sin registro Narifio Gualmatan Quatis Sin registro Sin registro 0
704 S. betaceum Sin registro Putumayo Santiago El cascajo Sin registro Sin registro 0
720 S. tuberosum Roja Narifio La Laguna Sin registro 05-ago-07 Maria Otilia Josa Pardo 2798
721 S. phureja Sin registro Narifio La Laguna Sin registro 05-ago-07 Ventura quendal 2798
722 S. betaceum Amarilla Narifio La Laguna Sin registro 05-ago-07 Nixeh Mugro 2798
723 S. tuberosum Capira Narifio La Laguna Sin registro 05-ago-07 Jose Rafael Botina 2789
724 S. tuberosum Roja Narifio La Laguna El barbero 05-ago-07 Isaura Josa 2789
725 Physalis spp. Sin registro Narifio La Laguna El barbero 05-ago-07 Luis Humberto 2810
726 S. betaceum Amarilla Narifio La Laguna El barbero 05-ago-07 Luis Humberto 2810
729 S. phureja Sin registro Narifio La Laguna El barbero 05-ago-07 Luis Gonzalo Jojoa 2782
730 Capsicum spp. | Sin registro Narifio Obonuco San Jose 10-sep-07 Velas Margarita 2781
731 S. tuberosum Roja Narifio Obonuco San Sebastidn 10-sep-07 Maria Dolores Villota 2783
732 S. betaceum Amarilla Narifio Obonuco San Sebastian 10-sep-07 Casa 199B 2783
733 S. betaceum Roja Narifio Obonuco San Sebastian 10-sep-07 Casa 199B 2783
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Hospedero

Cddigo Hospedero sp var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
734 S. betaceum Amarilla Narifio Catambuco Sagrada Familia 14-sep-07 Sin registro 2830
735 S. tuberosum Sin registro Narifio Catambuco Sagrada Familia 14-sep-07 Jairo Mirama 2830
736 S. betaceum Amarilla Narifio Catambuco Sagrada Familia 14-sep-07 Sin registro 2830
737 S. tuberosum Sin registro Narifio Catambuco Sagrada Familia 14-sep-07 Julia Emperatriz Burbano 2830
738 S. tuberosum Capira Narifio Catambuco Sin registro 14-sep-07 Sin registro 2848
740 S. phureja Sin registro Narifio Catambuco Polideportivo 14-sep-07 Sin registro 2848
741 S. tuberosum | Sin registro Narifio Catambuco Santa teresita alto 14-sep-07 Myriam Gomajoa 2849
742 S. betaceum Amarilla Narifio Catambuco Santa teresita alto 14-sep-07 Maria Delgado 2849
743 S. betaceum Amarilla Narifio Catambuco San Juan diego 14-sep-07 Franco Enrique timana 2841
744 S. betaceum Roja Narifio Catambuco San Juan diego 14-sep-07 Franco Enrique timana 2841
745 Capsicum spp. | Sin registro Narifio Catambuco San Juan diego 14-sep-07 Sin registro 2841
746 S. tuberosum Sin registro Narifio Catambuco Sin registro 14-sep-07 Sin registro 2841
747 S. tuberosum Roja Narifio San Fermnando San Fernando Alto 21-sep-07 Emperatriz Lopez 2778
748 S. betaceum Amarilla Narifio San Fernando San Fernando Alto 21-sep-07 Emperatriz Lopez 2778
749 S. tuberosum Capira Narifio San Femando San Fernando Alto 21-sep-07 Emperatriz Lopez 2778
752 S. betaceum Roja Narifio San Femando San Fernando Alto 21-sep-07 Robertina Lopez 2775
753 S. betaceum Amarilla Narifio San Femando San Fernando Alto 21-sep-07 Robertina Lopez 2788
755 S. phureja Sin registro Narifio San Femando San Fernando Alto 21-sep-07 Robertina Lopez 2788
756 S. tuberosum Capira Narifio San Fernando San Fernando Alto 21-sep-07 Robertina Lopez 2788
757 S. tuberosum Sin registro Narifio San Fernando San Fernando Alto 21-sep-07 Robertina Lopez 2788
758 S. betaceum | Sin registro Narifio San Fernando San Fernando Alto 21-sep-07 Humberto Lopez 2787
759 S. betaceum Roja Narifio San Femando San Fernando Alto 21-sep-07 Humberto Lopez 2787
761 S. betaceum Roja Narifio Encano Via al puerto 15-0ct-07 Leonila Piscal 2823
762 S. betaceum Sin registro Narifio Encano Via al puerto 15-oct-07 Leonila Piscal 2823
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Hospedero Hospedero
Cddigo spp. var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
764 S. tuberosum Roja Narifio Encano Via al puerto 15-0ct-07 Jose Tovias Narvaez 2823
765 S. tuberosum Capira Narifio Encano Via al puerto 15-oct-07 Jose Tovias Narvaez 2823
766 S. tuberosum Capira Narifio Encano Via al puerto 15-oct-07 Francisco Diaz 2823
768 S. betaceum Amarilla Narifio Encano Via al puerto 15-oct-07 Francisco Diaz 2823
770 S. tuberosum Capira Narifio Encano Sin registro 15-0ct-07 Jose Maria Jojoa 2978
771 S. tuberosum Roja Narifio Encano Sin registro 15-oct-07 Jose Maria Jojoa 2978
772 S. tuberosum | Sin registro Narifio Pasto Vereda chavez 17-0ct-07 Sin registro 2725
773 S. tuberosum Capira Narifio Pasto Vereda chavez 17-oct-07 Servio timana 2725
774 S. tuberosum Sin registro Narifio Pasto Vereda chavez 17-oct-07 Servio timana 2696
775 S. tuberosum | Parda mejorada Narifio Cumbal Tilizmal 19-oct-07 Felipe Escobar 3160
776 S. tuberosum Roja Narifio Cumbal Tilizmal 19-oct-07 Felipe Escobar 3160
777 S. tuberosum Sin registro Narifio Cumbal Tilizmal 19-oct-07 Felipe Escobar 3160
778 S. tuberosum | Sin registro Narifio Guachucal-Aldan Sin registro 19-0ct-07 Sin registro 3241
779 S. tuberosum | Sin registro Narifio Guachucal-Aldan Sin registro 19-0ct-07 Sin registro 3241
780 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Guachucal-Aldan Sin registro 19-oct-07 Segundo Ceballos 3269
781 S. tuberosum Sin registro Narifio Guachucal-Aldan Sin registro 19-oct-07 Ramiro Tutalcha 3280
783 S. tuberosum | ICA Morasurco Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Vicente Mera 3238
784 S. tuberosum Capira Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Jose Arteaga 3238
785 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Susana Ceron 3236
786 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Luis Felipe Mera 3233
787 S. tuberosum Capira Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Luis Felipe Mera 3233
788 S. tuberosum | ICA Morasurco Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Luis Felipe Mera 3233
789 S. tuberosum | Parda Bdsica Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Alberto Nazner 3237
790 S. tuberosum Sin registro Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Marta Mora 3237
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Hospedero Hospedero
Cddigo spp. var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
792 S. tuberosum Sin registro Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Eduardo Alirio Mera 3273
793 S. tuberosum Roja Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 Oligario Marinez 3279
794 S. tuberosum | Parda mejorada Narifio Tuquerres Olaya 20-oct-07 QOligario Marinez 3279
795 S. tuberosum Roja Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Medardo Hernandez 3192
797 S. tuberosum Roja Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Luis Alberto Ruano 3174
798 S. tuberosum Capira Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Luis Alberto Ruano 3174
799 S. tuberosum | Parda mejorada Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Luis Alberto Ruano 3174
7100 S. tuberosum Unica Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Luis Alberto Ruano 3174
7101 S. tuberosum Capira Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Miguel oliva 3174
7102 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Sin registro 3174
7103 S. tuberosum Capira Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Sin registro 3174
7104 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Elias Calderon 3174
7105 S. tuberosum Roja Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Wilson Ascuntar 3174
7106 S. tuberosum | Parda Basica Narifio Tuquerres Espino 20-oct-07 Sin registro 3174
7110 S. tuberosum Sin registro Narifio Ipiales Las Aldeas 31-oct-07 Segundo Aite 2864
7111 S. tuberosum Capira Narifio Ipiales Las Aldeas 31-oct-07 Segundo Aite 2864
7112 S. tuberosum Unica Narifio Ipiales Las Aldeas 31-oct-07 Segundo Aite 2864
7113 S. tuberosum Unica Narifio Ipiales Las Aldeas 31-oct-07 Luis Irua 2864
7117 S. betaceum Roja Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Fabian Burgos 2764
7118 S. betaceum Amarilla Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Fabian Burgos 2764
7119 S. betaceum Sin registro Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Fabian Burgos 2764
7120 S. sibundoyensis |  Sin registro Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Fabian Burgos 2764
7123 Capsicum sp | Sin registro Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Fabian Burgos 2764
7124 S. betaceum Sin registro Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Gloria Teresita Paz 2739
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Hospedero Hospedero
Cddigo Spp. var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
7126 S. quitoense | septentrional Putumayo Sibundoy La Hidraulica 16-nov-07 Gloria Teresita Paz 2739
7127 S. betaceum Amarilla Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Jaime Timana 0
7128 S. betaceum Sin registro Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Oscar Chazui 0
7130 S. betaceum Amarilla Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Oscar Chazui 0
7131 S. betaceum Sin registro Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Sin registro 0
7132 S. quitoense | septentrional Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 pablo Emilio Chazui 0
7134 S. betaceum Amarilla Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Victor Emilio chazui 0
7135 S. betaceum Amarilla Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Sin registro 0
7137 S. betaceum Roja Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Sin registro 0
7138 S. quitoense | septentrional Putumayo Colon Las Palmas 16-nov-07 Gloria Teresita Paz 0
7139 S. quitoense | septentrional Putumayo Santiago Las cruces 16-nov-07 Ruperto revelo 2323
7140 S. betaceum Roja Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Sin registro 0
7142 S. betaceum Amarilla Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Sin registro 0
7143 S. betaceum Holandeza Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Silvio Quitiaquez 0
7144 S. betaceum Amarilla Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Jairo Quitiaquez 0
7147 S. quitoense Quitoense Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Ignacio Burbano 0
7149 S. quitoense Quitoense Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Gerardo Ceballos 0
7151 S. quitoense Quitoense Putumayo Sibundoy San Pedro 02-dic-07 Ignacio Burbano 0
7152 S. betaceum Sin registro Putumayo Sibundoy Versalles 02-dic-07 Gloria Espana 2113
7154 S. tuberosum Sin registro Putumayo Sibundoy Versalles 02-dic-07 Gloria Espana 2113
7155 S. betaceum Sin registro Putumayo Sibundoy Versalles 02-dic-07 Leonisa Duarte 2113
7156 S. betaceum Amarilla Putumayo Sibundoy Nueva Esperanza 02-dic-07 Edilma Espafia 2113
7157 S. betaceum Sin registro Narifio lles Capuli 03-dic-07 Marco Tulio Canchala 1990
7158 S. lycopersicum | Sin registro Narifio lles Capuli 03-dic-07 Aurelio Jimenez 1990
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Hospedero

Cddigo Hospedero sp var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
7160 S. lycopersicum | Sin registro Narifio lles Capuli 03-dic-07 Marco Tulio Canchala 1990
7161 S. betaceum Roja Narifio lles Capuli 03-dic-07 Marco Tulio Canchala 1990
7163 S. lycopersicum | Sin registro Narifio Imues Pilcuan 03-dic-07 Luis Antonio Lopez 1751
7164 S. lycopersicum |  Sin registro Narifio Imues Pilcuan 03-dic-07 Luis Antonio Lopez 1751
7165 S. lycopersicum |  Sin registro Narifio Buesaco Sumapaz 08-dic-07 Clemente Burbano 1713
7166 S. lycopersicum | Sin registro Narifio Buesaco Naranjal 08-dic-07 Julio Olaya 1711
7168 S. lycopersicum | Sin registro Narifio Buesaco Higueron 08-dic-07 Robert Jurado 1711
7170 S. quitoense Quitoense Narifio La Union Cartago 12-dic-07 Arvey Diaz 2147
7171 S. quitoense | septentrional Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Arvey Diaz 2147
7172 S. quitoense | septentrional Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Arvey Diaz 2147
7177 S. quitoense | septentrional Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Sin registro 2147
7180 S. quitoense | septentrional Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Claudio Gomez 2147
7183 S. lycopersicum | Sin registro Narifio La Unidn Cartago 12-dic-07 Leonel Ahumada 2092
7184 S. quitoense | septentrional Narifio La Union Cartago 12-dic-07 Leonel Ahumada 2092
7185 S. quitoense | septentrional Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Leonel Ahumada 2092
7188 S. lycopersicum | Sin registro Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Rafael Erazo 2092
7189 S. lycopersicum | Sin registro Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Rafael Erazo 2092
7190 S. betaceum Sin registro Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Custodia Fernandez 2092
7191 S. betaceum Sin registro Narifio La Unién Cartago 12-dic-07 Diego Ahumada 2092
7192 S. phureja Sin registro Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Yolanda Jojoa 2840
7193 S. tuberosum | Sin registro Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Yolanda Jojoa 2840
7194 S. phureja Sin registro Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Octavio Jesus Josa 2840
7195 S. tuberosum Roja Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Octavio Jesus Josa 2840
7196 S. tuberosum Cariza Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Octavio Jesus Josa 2840
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*

Hospedero Hospedero
Cddigo spp. var Depart. Localidad Corregimiento o Vereda Fecha Propietario del cultivo a.s.n.m
7197 S. tuberosum Roja Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Arturo Josa 2839
7198 S. tuberosum | Parda Basica Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Sixto Guerrero 2849
7199 S. phureja Sin registro Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Sixto Guerrero 2838
7200 S. tuberosum Capira Narifio La Laguna Alto San Pedro 20-dic-07 Sixto Guerrero 2849
7201 S. tuberosum Roja Narifio San Fernando San Fernando Alto 20-dic-07 Jaime Caicedo 2790
7202 S. tuberosum Capira Narifio San Fernando San Fernando Alto 20-dic-07 Humberto Lopez 2787
7203 S. betaceum Sin registro Narifio San Fernando San Fernando Alto 20-dic-07 Humberto Lopez 2787
7204 S. phureja Sin registro Narifio San Fernando San Fernando Alto 20-dic-07 Humberto Lopez 2787
7205 S. muricatum Variedad 1 Putumayo Sibundoy Bellavista 24-ene-08 Rafael 0
7206 S. muricatum Variedad 2 Putumayo Sibundoy Bellavista 24-ene-08 Rafael 0
7207 S. tuberosum | Parda Andina | Putumayo Sibundoy Bellavista 24-ene-08 Rafael 0
7208 S. quitoense | septentrional Putumayo Sibundoy Bellavista 24-ene-08 Rafael 0
7210 S. betaceum Amarilla Putumayo Sibundoy Bellavista 24-ene-08 Rafael 0
7211 S. lycopersicum | Sin registro Putumayo San Francisco SENA 24-ene-08 SENA 0

Fecha en que se realiz6 la colecta del material.
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Anexo B. Variedades registradas para cada hospedante en Narifio y Putumayo.

N¢ de cultivos registrados

Hospedante Variedad =
Narifio Putumayo
Diacol capiro 16 -
Roja 14 -
Parda pastusa 8 -
Unica 3 -
S. tuberosum Parda mejorada 3 -
ICA morasurco 2 -
Parda Andina - 1
Carrizo 1 -
Sin registro 19 2
S. phureja Sin registro 8
Amarilla 10 9
Roja 6 3
S. betaceum J
Holandesa - 1
Sin registro 9 8
S. lycopersicum Sin registro 10 1
) Quitoense 1 3
S. quitoense -
Septentrional 6 5
) Variedad 1 - 1
S. muricatum -
Variedad 2 - 1
Capsicum spp Sin registro 2 1
S. sibundoyensis Sin registro - 1
Physallis spp. Sin registro 1 -
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Anexo C. Muestras positivas para la presencia de Phytophthora con su respectivo Haplotipo mitocondrial y posible linaje clonal
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Hospedero Corregimiento o
Cddigo | Hospedero sp var Depart. Localidad Vereda Propietario del cultivo a.s.n.m HM | Genotipo
7127 S betaceum Amariita PUtumayo Coton Cas Pamas Jaime Timana . 0 1a EC-3
v O J1LITI

. betaceum Wgﬁ'ﬁf Putum n Co[ e © r Chazui, . EC-
o148 | 8 betacan SRFRESIS | Pyumayo Calon RO | | OsearChazi X g | o EC3
7130 5. betaceum Amariia Putumayo golon [as Paimas Oscar Chazui 7 HSD-T SD
10U o. veldeeurri I Te(ISliO NdAITNO Geroy oIl TEJISITO oIl TEYISITO 2402 Id E\J-J
7131 3. betaceum SN Tegisiro Putumayo Colon [as Paimas 31N TegIsiro 0 13 EC-3
127 O. Deldeeurn OIITTEJISITO INdIMMO LUdDIerd Ld PdZ Ol TEUISIIO 21 I7 [SO-1 oU
7134 S. betaceum Amariia Putumayo Colon Cas Paimas Victor EmIlo chazu 7 Ta EC-3
120 O. ([UDETOSUITI Ol TEJISITO NdIMNO Ldlicld Ueltro OIITTEYISITO 4l Ild EC
7135 S. betaceum Amariia Putumayo Colon [as Paimas SN reqistro 9 a EC-3
192 O. (UDEToSUITI Il TEJISITO NdI1MO LUdldITIDUCO 1N TEYISITO QI Tegisiio £040 Ild EC
7137 3. betaceum —Roja Putumayo Colon [as Palmas SN reqistro 9 13 EC-3
104 . veldiedlT] Il TEJISITO NdI1M0 LUdldlTIDUCO 1N TEYISITO Ol TEgISIo £040 S0-1 oU
7140 3. betaceum — Roja Putumayo Sibundoy San Pedro Sin registro 7 a EC-3
U1 . veldiedlT] Ol TEJISITO PUlUHIdyU od/lldy0 LdS UIUCES TEVEIo U Id £C-3
7143 S betaceum Holandeza Putumayo Sibundoy San Pedro Sivio Quitiaquez 7 a EC-3
[AYA o. (UOETOSUITI Il TEJISITO uturriayo od/1lldy0 LdS UIUCES U Ild EC-1
7147 S, quitoense Quroense Putumayo “Sibundoy San Pedro Tgnacio Burbano 0 H5q-1T SO
4] O. priurejd OIITTe(ISIO NdAITN0 Ld Layulld 1 DdIDETO LUIb%OTIZHTUm £/0L 1d EU'I
7152 S betaceum SN Tegisiro Putumayo Sibundoy “Versales Gloria Espana 2113 1a EC-3

104 O. lUU(;'IUbUIH R |d NdAITNO Ellbdll() Vld dl pucitio \JUbb‘ IUVIdb NdIVdEZ 2020 ld -
7154 3. tuberosum | Sin registro Putimayo Sibundoy “Versalles Gloria Espana 2113 12 EC-T
/00 S tuberosum UdpiTd INdINO Encano Vaat puerio IdlCISCO UldZ £029 Ild EC
7155 S. betaceum Sin_regisiro Putumayo Sibundoy Versalles Leonisa Duarie 2113 Ta EC-3
[AY) O. (UDEToOSUITI LUdpIld NdIMNoO Encano oIl TEJISITO Jose Mara \J()]'Od IO Ild ECH
7156 S. betaceum Amariia Putumayo Sibundoy NUeva Esperanza Ediima Espana 2113 a EC-3
A O. [UDeTosurt1 Roja INdT1MO Encano oIl TEYISITO Jose Mara dO]'Ud cJI0 Ild EC
7161 S betaceum Roja Narno __1les Capul Viarco Tulio Canchala T990 a EC-3
99 O. (UDETOSUITI Roja NdI1M0 1UQUEITES EprHO Vietardo Hermandez LA Ild EC
7163 S, JyCOpersicum | _Sin registro Narno _ IMUes Piicyan LCuis Antonio Lopez 1751 a SO
71U O. (UDETOSUITI Ldplld NdI1M0 1UQuUEITES Ebplll() IVIIgUEI ofiva 3174 Ild EC-1
7164 S, Jycopersicum | _oin reglswo Narno _ IMues Piicyan LCuis_ Antonio Lopez 1751 14 US-T
[ TUZ . Woerosurr] dolld NdAIN0O 1 UQUEITES SPINO DIII 1EJISIT0 olr4 Id EU- |
7165 S, JyCOPErsicum | _Sin regisiro Narino _Buesaco Sumapaz Clemente Burbano 1713 14 US-1
/1US o. [UDETOSUITI Ldplld NdI10 1 UQUEITES Ebplll() Ol TEJISITO olr4 Ild EC-1
7184 5. quitoense | _septentrional Narino Ca union Carfago Ceonel Ahumada 2092 H5q-T SD
[ TTU O. UOETOSUITT O[T TEJISIIO IO |p|a|es a5 Aldeas oegunoo Alte 2004 Iid EC-1
7188 S, JyCopersicum | Sin reqistro Narno Ca union —Carago Raiael Erazo 2097 1a SO
[ TT1 O. ([UDETOSUTTT Ldpird IO |p|d|es LdS AIUEAS Segumndo Aite 2004 Iid EC-1
7189 S, JyCopersicum | _Sin registro Narno Ca union —Cartago Raiael Erazo 2097 1a SO
LA o. [WoErosurrt UNICd INdTNO 1PIdIES LdS AIUEAS Segumnio Aite 2004 Ild EC-1
7190 S. betaceum Sin TeQISTro Narno Ca union Cartago Cusfodig Fernandez 2097 1a EC-3
113 O. [UDEToSurtI Ul NdT1MNO Ipldl(:‘b tasAldeas LUIS 1TUd 2004 Ild EC
7194 ~S. phureja SN TegIsiro Narino Ca Caguna Alto San Pedro Octavio Jesus Josa 2840 IE EC-T
(AL . veldiedlT] Ofd PUlUHIdyU d urgos 204 Id EC-3
7199 ~S. phureja Sin Tegisiro —Narino Cg Caguna Alto San Pedro SIXT0 GUETTEro 2838 IE EC-T
7118 . veldeedlT] Amarita FULUITIdyO DIUUHU()y |852 T Hidrautica Fapam B BUrgos 2104 Id EC-3



Hospedero Corregimiento o
Cddigo | Hospedero sp var Depart. Localidad Vereda Propietario del cultivo a.s.n.m HM | Genotipo
7200 S. tuberosum Capira Narifio La Laguna Alto San Pedro Sixto Guerrero 2849 lla EC-1
7201 S. tuberosum Roja Narifio San Fernando | San Fernando Alto Jaime Caicedo 2790 lla EC-1
7202 S. tuberosum Capira Narifo San Fernando | San Fernando Alto Humberto Lopez 2787 lla EC-1
7204 S. phureja Sin registro Narifo San Fernando | San Fernando Alto Humberto Lopez 2787 lla EC-1
7205 S. muricatum Variedad 1 Putumayo Sibundoy Bellavista Rafael Medina 0 b US-1
7207 S. tuberosum | Parda Andina | Putumayo Sibundoy Bellavista Rafael Medina 0 lla EC-1

HM: Haplotipo mitocondrial determinado por PCR-RFLP; SD: Linaje clonal no determinado.
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Anexo D. Hospederos evaluados en el estudio (cultivos, sintomatologia y caracteristicas
microscépicas)

Solanum tuberosum.

a) Cultivos de S. tuberosum en Ipiales (Municipio de Narifo).




¢) Morfologia microscépica de P. infestans en S. tuberosum.
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Solanum phureja.

a) Cultivos de S.phureja en Ipiales (Municipio de Narifo).




b) Sintomatologia relacionada con la presencia de la enfermedad en S. phureja

¢) Morfologia microscépica de P. infestans en S. phureja.




Solanum lycopersicum.

a) Cultivos de S. lycopersicum devastado por la presencia del patégeno en lles (Municipio
de Narifo)

b) Sintomatologia relacionada con la presencia de la enfermedad en tallo (S.
lycopersicum)




c) Sintomatologia relacionada con la presencia de la enfermedad en fruto (S.
lycopersicum)




Solanum betaceum.

a) Cultivos de S. betaceum devastado por la presencia del patégeno en Sibundoy
(Municipio de Putumayo)




¢) Sintomatologia relacionada con la presencia de la enfermedad en hoja (S. betaceum)

d) Morfologia microscopica de P. andina en S. betaceum.




Solanum quitoense.

a) Cultivos de S. quitoense devastado por la presencia del patégeno en Sibundoy
(Municipio de Putumayo)




c) Morfologia microscépica de poblaciones de Phytophthora en S. quitoens tomada
directamente de la hoja

Solanum muricatum.

a) Plantas de S. muricatum con evidencias de la presencia del patdégeno en Sibundoy
(Municipio de Putumayo)




b) Morfologia microscépica de poblaciones de Phytophthora en S. muricatum.

Capsicum spp. (Hospedante evaluados sin sintomas de la enfermedad).

a) Fotografias de Capsicum spp. encontrado en Sibundoy (Putumayo)




Physalis spp. (Hospedante evaluados sin sintomas de la enfermedad).

a) Fotografias de Physalis spp. encontrado en La Laguna (Narifno)




S. sibundoyensis. (Hospedante evaluados sin sintomas de la enfermedad).

a) Fotografias de S. sibundoyensis encontrado en Sibundoy (Putumayo)




Anexo E. Haplotipos mitocondriales para cada uno de los hospederos evaluados*®

Figura 1. Haplotipo mitocondrial lla encontrado en S. tuberosumy S. phureja. a) Digestion
de la region P1 con la enzima Cfol, la figura muestra ausencia de digestion para esta
region; b) Digestion de la region P2 digerido con la enzima Mspl donde se muestran

fragmentos de 720, 203 y 147 pb; c) Digestiéon de la regién P4 digerido con la enzima
EcoRI donde se muestran fragmentos de 603,361 pb.
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* Los datos de cada una de las muestras que aparecen en los geles se especifican en el anexo A.
® Las muestras evaluadas en cada gel se encuentran en negrilla.
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Figura 2. Haplotipo mitocondrial la encontrado en S. lycopersicum. a) Digestion de la
regién P1 con la enzima Cfol, la figura muestra la presencia de dos fragmentos 907 vy
201pb®; b) Digestién de la regién P2 digerido con la enzima Msp/ donde se muestran
fragmentos de 720 y 350 pb; c) Digestion de la region P4 digerido con la enzima EcoRl
donde se muestran fragmentos de 394, 361, 209pb.
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® Las muestras de S. tuberosum se usaron para efectos de comparacion
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Figura 3. Haplotipo mitocondrial Ib encontrado en S. lycopersicum. a) Digestion de la
regién P1 con la enzima Cfol, la figura muestra fragmentos iguales de 907 y 211pb; b)
Digestion de la region P2 digerido con la enzima Mspl donde se muestran fragmentos de
641, 350, 79pb; c) Digestion de la region P4 digerido con la enzima EcoR/ donde se
muestran fragmentos de 394, 361 y 209pb.

a)
= <t 0
S © @ 2 8 © @ < > o N~
8 - -~ ~— - - ~— Lo — Te] [aV]
] ~ ~ ~ ~ ~ ~ = Lo = =
= 7] » 7] 7} 7} » 17 %) 7] 7]
1000pb 907
500pb
211
sl: muestras S. lycopersicum; st: muestras S. tuberosum
b)
= < [T} 3 N~ . I~ © o
g © © I A o o © =
< T = £ 8 & g
g & = £ 'S DS IS 5 'S
= " 7} 17} 172 172 %) 2
1000pb
641
500pb
350
79

sl: muestras S. lycopersicum; Sm: S. muricatum; Sq: muestras S. quitoense; St: muestras
S. tuberosum; sb: muestras S. betaceum
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Figura 4. Haplotipo mitocondrial la encontrado en S. betaceumn. a) Digestién de la regién
P1 con la enzima Cfol, la figura muestra los fragmentos 907 y 211pb; b) Digestién de la
regién P2 digerido con la enzima Msp/ donde se muestran fragmentos de 720 y 350pb; c)
Digestion de la region P4 digerido con la enzima EcoRI donde se muestran fragmentos de
394, 361, 209pb.

a)

o N~ N~ N < AN o) o 0

5 ™ - N ~ < ™ N - ™ 2]

k] - - - ] [Pe) - - = - -

g ~ ~ N~ - - ~ N~ N~ ~ ~

< Qo Qo Qo Qo o Q2 Qo Ko Ko Qo

= (2} (2} (2} n 7] (2} (2} (] (] (2}
1000pb — 907

500pb

>211

sb: muestras S. betaceum.
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Figura 5. Haplotipo mitocondrial Hsb-I encontrado en S. betaceum. a) Digestion de la
regién P1 con la enzima Cfol, la figura muestra digestién del amplificado con fragmentos
iguales a 907 y 211 pb; b) Digestion de la regién P2 digerido con la enzima Msp/ donde se
muestran fragmentos de 720 y 350pb; c) Digestion de la regién P4 digerido con la enzima
EcoRI donde se muestran fragmentos de 900,603,394,361,209pb.
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Figura 6. Haplotipo mitocondrial Hsqg-I encontrado en S. quitoense. a) Digestién de la
regién P1 con la enzima Cfol, la figura muestra digestion de la muestra y la generacion de
dos fragmentos 907 y 211pb; b) Digestiéon de la region P2 digerido con la enzima Mspl
donde se muestran fragmentos de 641-350-203-147pb aproximadamente; c) Digestion de
la region P4 digerido con la enzima EcoRl donde se muestran fragmentos de 394, 361,
209pb.
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Figura 7. Haplotipo mitocondrial Hsq-/I encontrado en S. quitoense. a) Se muestra
ausencia de amplificado y digestion para la region P1 después de digestién con la enzima
Cfol; b) Digestion de la region P2 digerido con la enzima Msp/ donde se muestran
fragmentos de 641, 350, 79pb; c) Digestion de la region P4 digerido con la enzima EcoRI
donde se muestran fragmentos de 394,361, 209pb.
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S. tuberosum; sb: muestras S. betaceum
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Figura 8. Haplotipo mitocondrial Ib encontrado en S. muricatum. a) Digestion de la region
P1 con la enzima Cfol, la figura muestra dos fragmentos después de la digestién 907 y
211pb; b) Digestion de la region P2 digerido con la enzima Mspl donde se muestran
fragmentos de 641, 350, 79pb; c) Digestion de la regiéon P4 digerido con la enzima EcoRI
donde se muestran fragmentos de 394,361,209pb.
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Anexo F. Frecuencias y porcentajes de los genotipos mas comunes encontrados en

diferentes especies de solanaceas en los departamentos de Narifio y Putumayo.
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Anexo G. Mapas incluidos en el estudio donde se especifican los puntos de muestreo y el
haplotipo encontrado para cada uno de ellos.
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