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GLOSARIO

Codominancia: relacion entre dos alelos de un gen, en la que ambos estan

fenotipicamente expresados en los individuos heterocigotos.

Desnaturalizacién: técnica que permite la separacion de cadenas
complementarias de una molécula de ADN. ElI ADN se desnaturaliza si se
coloca en alcalis (0.2N NaOH) o cuando se hierve (fusion), también actia
cambiando la conformacién de la estructura de una proteina sin que cambie

la secuencia de aminoacidos que la componen

Genética de poblaciones: rama de la genética que estudia el comportamiento
de los genes en las poblaciones; también puede definirse como la rama de la
genética que describe en términos matematicos, las consecuencias de la

herencia mendeliana a nivel poblacional.

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.

Heterotalico: término referido a una especie constituida por individuos auto
estériles (auto incompatibles), que para la reproduccién sexual requieren la
union 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

Locus: lugar en un mapa genético en el que reside una mutacion o un gen
particular; a menudo se usa en lugar de mutaciébn o gen. Region del

cromosoma. Sitio especifico del ADN. Secuencia en un cromosoma.

Oomycete: (Oomycota) grupo de protistas filamentosos superficialmente
parecidos a hongos. El grupo engloba especies tanto saprofitas como
parasitas que actlan contra animales acuaticos y plantas. Presentan
caracteristicas como membranas celulares compuestas de celulosa y

generalmente no tienen septacion.

Parasexualidad: proceso que tiene lugar en los hongos e implica cambios en
el numero cromosémico, pero que difiere en lugar y tiempo del ciclo sexual.
Consiste en un proceso de heterocariosis, cariogamia, recombinacién,
segregacion mediante entrecruzamiento mitético y haploidizacion. La
parasexualidad se asemejan a la reproduccion sexual, mediante este
proceso un organismo adquiere informacion genética de otro organismo, en

un proceso independiente de la reproduccion.

Patosistema: subsistema dentro del sistema agricola caracterizado por el
fendmeno de parasitismo. Esta constituido por un hospedante susceptible, un

patogeno virulento y un ambiente predispuesto a la enfermedad.

Polimorfismo: la presencia de varias formas (de un rasgo o de un gen) en
una poblacion; la proporcién de loci génicos polimérficos en una poblacion.

Es la existencia de dos o mas elementos genéticos contrastantes en una



poblacion a frecuencias mayores que las que pueden ser debidas a
mutaciones recurrentes. El polimorfismo se debe a mutaciones, delecciones
e inserciones de ATCG. Un sistema genético polimorfico tiene dos o mas
alelos en los que la frecuencia del mas raro es mayor de 0.01 (1%) en la

poblacion.



ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico.

AFLPs: polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion amplificados
por PCR.

CTAB: bromuro de cetil-trimetilamonio.

dNTPs: desoxinucleotidos trifosfato.

EDTA: acido Etilendiaminotetraacético

g: gramo

mg: miligramo

ml: mililitro

mM: milimolar

DNAmt: ADN mitocondrial

ng: hano gramo

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

r: coeficiente cofenético.

RAPDs: ADN polimérfico amplificado al azar.

RFLP: polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion.
rpm: revoluciones por minuto

SSRs: repeticiones simples de secuencia.

Tag: Thermus aquaticus

TBE: tris borato EDTA

pl: microlitro

UPGMA: método de pares no ponderados usando medias aritméticas.

V: voltios



RESUMEN

El tomate de arbol Solanum betaceum es uno de los principales
productos agricolas del Valle de Sibundoy y de algunos municipios del
Departamento de Narifio, y una de las enfermedades mas limitantes en su
produccion es la gota o tizén tardio causado por el oomicete Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary. En este estudio se realiz la caracterizacion genética
de dos poblaciones de P. infestans, procedentes de la zonas del Valle de
Sibundoy y del Departamento de Narifio, cada poblacion con 15 aislamientos
obtenidos de cultivos de S. betaceum, utilizando marcadores microsatélites
(SSR) segun la metodologia de Knapova y Gisi, (2002) y Lees et al., (2006).
Para la evaluacion de la variabilidad genética se realizo la extracciéon de ADN a
partir de micelio seco con 10 dias de crecimiento en caldo arveja, y se realiz
una amplificacién con las secuencia de primers SSR Pi63, Pi66, G11, 1F, 4By
2D (Knapova y Gisi, 2002 y Lees et al., 2006), las cuales fueron reveladas en un
gel de poliacrilamida al 6 %. Los resultados de esta caracterizacion revelaron la
presencia de 24 alelos en las poblaciones y mas de dos alelos por locus,
presentando un 100 % de polimorfismo, a su vez el andlisis de varianza
molecular (AMOVA) demostrd que la variacion intrapoblacional es del 84 % vy la
interpoblacional del 16 %, concluyendo que hay un nivel considerable de
variabilidad genética en las dos poblaciones a pesar de ser patdgenos con
reproduccion asexual, por lo cual se considera la recombinacién mitética y las
mutaciones como la causa de dicha variabiidad. Asi mismo el andlisis de
agrupamiento distribuyd los 30 aislamientos en tres grupos en donde los
aislamientos contenidos en cada uno comparten valores de similitud mayores a
0.90, y al relacionarlos con su distribucién en el mapa se observo cierta sub-
estructuracion geografica de las poblaciones estudiadas la cual no se ha

reportado antes.



ABSTRACT

Tree tomato Solanum betaceum is one of the main agricultural
products Valley Sibundoy and municipalities in the Department of Narifio, and
one of the most limiting diseases in its production is gout or late blight caused
by the oomycete Phytophthora infestans (Mont .) de Bary . In this study the
genetic characterization of two populations of P. infestans, from the Valley
Sibundoy and the Department of Narifio, each population with 15 isolates
obtained from cultures of S. betaceum, using microsatellite markers (SSR)
was performed as Knapova methodology and Gisi, (2002) and Lees et al.,
(2006). To evaluate the genetic variability of DNA extraction was performed
from dry mycelium with 10 days of growth in pea broth, and amplification was
performed with primers SSR sequence Pi63, Pi66, G11, 1F, 4B and 2D
(Knapova and Gisi, 2002 and Lees et al., 2006), which were revealed in a
polyacrylamide gel 6%. The results of this characterization revealed the
presence of 24 alleles in populations and more than two alleles per locus,
showing a 100 % polymorphism turn the analysis of molecular variance
(AMOVA) showed that the within variation is 84% and interpopulational 16%,
concluding that there is a considerable level of genetic variability in two
populations despite being asexual pathogens, which is considered by mitotic
recombination and mutations as the cause of the variability. Also the cluster
analysis distributed the 30 isolates into three groups where each contained
isolates share greater similarity values to 0.90, and relate them to their
distribution in certain geographical map sub - structuring of the populations

studied was observed which has not been reported before.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tomate de arbol Solanum betaceum, es uno de los principales
productos agricolas del Valle de Sibundoy y de algunos municipios del
Departamento de Narifio; el area de este cultivo en diferente regiones de
nuestro pais se ha incrementado durante la udltima década, debido al
aumento de la demanda ocasionada por un mejoramiento en el habito de
consumo, por la ampliacion del mercado internacional, ademas de la buena
calidad, la rapida produccion y los precios bajos, en comparacién con otras

frutas utilizadas en la canasta familiar (Espinal et al., 2005).

La gota o tizon tardio es la enfermedad mas limitante de los cultivos de S.
betaceum en esta zona, y de solanaceas en el mundo. Su agente causal,
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, es un oomicete heterotalico que
presenta dos tipos de apareamiento (Al y A2) y que define en buena parte la
estructura poblacional del patégeno en las diferentes regiones del mundo. El
impacto de P. infestans en los cultivos de solanaceas ha sido significativo,
causando serios desastres socioecondmicos Yy destruyendo totalmente

plantaciones en poco tiempo (Agrios, 2005).

En los ultimos afios gran parte de estudios relacionados con la epidemiologia
de esta enfermedad se han enfocado hacia el patosistema Solanum
tuberosum/P. infestans, revelando una amplia dindmica de las poblaciones
del patégeno (Paez et al., 2005). Ejemplo de ello es la aparicién de cepas
resistentes al producto quimico de accion sistémica Metalaxyl utilizado para
el control del patégeno y la presencia de un tipo diferente de apareamiento
A2 en varios paises de Europa, Oriente Medio, Asia y Sudamérica, lo que
condujo a que la poblacion Al fuera reemplazada por una nueva variante
22



A1l/A2, que se caracteriza por ser altamente virulenta y variable, lo cual le ha
permitido adaptarse a nuevos hospederos y a diferentes condiciones
ambientales (Mesa et al., 2008).

La adaptacion de P. infestans se acrecenté ademas con la presencia de
fendbmenos migratorios (Gisi y Cohen, 1996; Goodwin y Drenth, 1997), los
cuales han afectado significativamente la variabilidad del patégeno y han

favorecido el reemplazo poblacional (Samaucha y Gisi, 1987).

Condiciones particulares de los ecosistemas tropicales incrementan
notablemente la susceptibilidad de los cultivos de solanaceas a la infeccién
por P. infestans (Zapata, 2002). En el Valle de Sibundoy y en el
departamento de Narifio la presencia de condiciones climéticas conducentes
a la enfermedad, la ausencia de épocas definidas de siembra y la
disponibilidad de fuentes constantes de in6culo en campo, han desarrollado
un ambiente propicio para el establecimiento del patdégeno. Bajo estas
condiciones las poblaciones del patégeno pueden desarrollar individuos con
niveles incrementados de virulencia y mayor éxito reproductivo (Garrett et al.,
2001). El bajo conocimiento genotipico y fenotipico de las poblaciones de P.
infestans, ha generado una idea errada acerca del comportamiento del
patégeno en América del Sur (Adler et al., 2002). Por ejemplo en hospederos
diferentes a los convencionales como S. tuberosum o S. lycopersicum, se
han subestimado su variabilidad genética en algunas regiones donde se
presenta la enfermedad (Gomez et al., 2009; Mideros, 2008).

En el caso de S. betaceum, los estudios de las poblaciones de P. infestans

que atacan los cultivos en la zona de estudio son muy escasos. Para la

region solo se conocen los reportes de Mideros, (2008), los cuales indican

que existe mas de una poblacion de P. infestans atacando al tomate de

arbol. De igual forma las poblaciones encontradas son diferentes a las
23



previamente reportadas, ya que presentan elevados niveles de agresividad
con respecto a poblaciones asociadas al linaje EC-3 ampliamente conocido
para S. betaceum. Un estudio previo (Revelo et al., 2011) revelo diferencias
cuantitativas en la virulencia de las poblaciones (EC-3 y Hsbl) de P.
infestans en S. betaceum. Estas poblaciones deben estar sometidas a
subestructuracion geografica en funcién de la resistencia de las variedades
de tomate predominantes. ElI uso de marcadores moleculares

intrapoblacionales permitir4 dilucidar esta hipotesis. (Revelo et al., 2011).

Teniendo en cuenta el bajo conocimiento y la importancia de conocer la
variabilidad genética intrapoblacional del patéogeno P. infestans en S.
betaceum, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es el grado de variabilidad genética de las poblaciones de

Phytophthora infestans aisladas de tomate de &rbol provenientes de Narifio y

Putumayo?

24



2. JUSTIFICACION

La importancia de la familia Solanaceae se reconoce mundialmente por el
amplio rango de utilidad agronomica de sus especies, en su mayoria
cultivables. Colombia por ser un pais que presenta variedad de climas,
garantiza la produccion permanente de muchas especies de esta familia, que
son una alternativa promisoria de cultivos con mejores posibilidades de
competencia en escenarios de mercados globalizados. Sin embargo, uno de
los problemas mas graves es su alta susceptibilidad a patégenos, y en caso
particular a la enfermedad conocida como tizén tardio o gota, causada por el
patogeno P. infestans, que presenta una alta incidencia afectando
significativamente la producciéon y ocasionando importantes pérdidas a los
agricultores (Carrefio et al., 2007).

Dentro de la familia de las solanaceas se encuentra el tomate de arbol,
cultivo que representa el 5.3% de la produccion fruticola nacional, y se
constituye en una de las actividades mas importantes, convirtiendo a
Colombia en primer exportador en el mundo (Bernal et al., 2003), y donde los
departamentos de Narifio y Putumayo y los municipios que se tuvieron en
cuenta en ésta caracterizacion son unos de los productores de tomate de
arbol. Lamentablemente en estas zonas se ha identificado la presencia del
patdogeno P. infestans, como causante de la gota o tizon tardio en los
cultivos, siendo una de las mas importantes limitaciones para su
establecimiento. Estas limitaciones estan relacionadas con el uso de
agroquimicos, y en consecuencia el aumento en los costos de produccion y

los efectos perjudiciales al medio ambiente.
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Ademas acarrea perjuicios econémicos directos al productor, relacionados
con la calidad del fruto, ya que se requiere que superen las pruebas de
residuos toxicos y otras exigidas por el mercado internacional (Espinal et al.,
2005).

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de P. infestans y que ha sido
documentada en diferentes regiones del mundo, tanto en S. tuberosum como
en otras solanaceas es su gran variabilidad o complejidad patogénica (Derie
e Inglis, 2001). Los principales mecanismos que justifican dicha variabilidad
son: la posibilidad de la reproduccion sexual, la hibridacion somatica de hifas
y la variacion poblacional del patbgeno provocada por la presencia de genes
R en la poblacion de los cultivares comerciales (Shaw, 1991; Goodwin et al.,
1995). Caracteristicas que aunadas a la posibilidad de migracion de
patotipos entre paises y continentes, hacen posible que exista un gran
dinamismo que favorece cambios en la composicion genética de las
poblaciones de P. infestans (Fry et al., 1993; Goodwin et al., 1998; Platt et
al., 1999).

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 restriccibn en ADN nuclear y mitocondrial,
pruebas de ADN, y PCR para la transcripcion de regiones largas y cortas de
la subunidad ribosomal del ADN, analisis fingerprinting usando la sonda
RG57, PCR especifico para detectar tipo de apareamiento, analisis ITS y

microsatélites (Jaramillo, 2003; Paez et al., 2005).
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Sin embargo la urgencia de investigar mas a fondo la estructura genética de
las poblaciones colombianas de P. infestans promovié la realizacion de
proyectos que evaluaran la variabilidad genética y patogénica del oomicete
desde una perspectiva molecular. ElI conocimiento de este aspecto es de
gran importancia en el entendimiento de los procesos involucrados en la
patogenicidad y puede convertirse en una valiosa fuente de informacion para
identificar (sub) poblaciones especificas del patdégeno, relacionadas con una
especie en particular de hospedero (especificidad de hospedero) o con una
variedad (especificidad de cultivar), los genes que participen en la infeccién
(efectores) responsables de la especificidad (factores de patogenicidad) y de
la virulencia (factores de virulencia), determinan blancos quimicos de ataque
y permiten entender mas claramente la estructura poblacional y la evolucion

de este importante patégeno (Restrepo et al., 2008; Carrefio, 2007)

Finalmente, en consideracion al desconocimiento de la estructura poblacional
del patégeno y al alto potencial econémico de cultivos de S. betaceum en el
Valle de Sibundoy vy en las zonas central y norte de Narifio; el estudio
genético de las poblaciones de P. infestans se convierte en una actividad
necesaria que permitird el conocimiento de la estructura genética y que
proporcionara indicios claves acerca de la epidemiologia, diversidad y
patrones evolutivos del patdgeno y nuevas evidencias de los cambios
histdricos y actuales de las poblaciones, cuya importancia es considerable en
regiones susceptibles a una rapida invasion por linajes clonales con mayores

niveles de virulencia (Kamoun et al., 1999; Forbes et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de variabilidad genética de las poblaciones de
Phytophthora infestans aisladas de tomate de arbol (S. betaceum) en los
municipios de Pasto, La Union, Consaca, Buesaco e lles del Departamento

de Narifio y el Valle de Sibundoy en el Departamento del Putumayo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar molecularmente las poblaciones de Phytophthora infestans

asociadas a tomate de arbol a partir de marcadores microsatélites.

Evaluar la relacion de la variabilidad genética con los diferentes cultivares y

si esta subestructurada en términos geograficos.
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4. MARCO TEORICO
4.1 Phytophthora infestans

Phytophthora significa destructor de plantas y la especie infestans, es
el agente causante del tizén tardio o gota y se constituye como el factor mas
limitante de la produccién en la mayoria de las localidades donde se cultivan
las diferentes especies de Solanaceas, mostrando una gran virulencia en los
cultivos del tomate de mesa (Solanum lycopersicum), tomate de arbol

(Solanum betaceum) y papa (Solanum tuberosum).

La enfermedad puede destruir el follaje, los tallos, el fruto o el tubérculo (en
el caso de la papa), en cualquier momento del desarrollo de la planta y hasta
su almacenamiento (Marin y Mira, 1998). Este patdogeno puede destruir
totalmente todas las plantas de una zona de cultivo, al cabo de una o dos
semanas cuando las condiciones climaticas son favorables y no se aplica

ningun método de control (Agrios, 2005).

La importancia econdémica y social de P. infestans no solo se debe a su
impacto sobre los productos basicos de la alimentacion mundial, sino
también, por las investigaciones generadas a su alrededor, contribuyendo al

desarrollo de ciencias como la Fitopatologia.
4.1.1. Posicién Taxonémica

Phytphthora infestans perteneciente al Phyllum Oomycota, reino Chromista
se encuentra mas relacionado con algas no fotosintéticas, debido a la
composicién de su pared celular de celulosa y produccién de propagulos
moviles flagelados (Agrios, 2006). Poseen gametos masculinos y femeninos

y tienen habitos acuaticos y terrestres, aunque siempre necesitan la
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presencia de agua. Por sus formas filamentosas parecidas a hifas, se
agruparon originalmente como hongos. Méas tarde fue confirmado por las
filogenias moleculares basadas en las secuencias del ARN ribosomal, datos
de los aminoacidos compilados para las proteinas de la mitocondria y cuatro
proteinas que codifican para los genes cromosoémicos, que los Oomicetos
adquirieron la habilidad de infectar las plantas de manera independiente que

los hongos verdaderos (Kamoun, 2002).

Los Oomicetos presentan meiosis en los gametangios, por lo tanto sus
ndcleos vegetativos son de naturaleza diploide. Con micelio cenocitico muy
desarrollado, del que se originan los esporangioforos y de estos los
esporangios donde se desarrollan las zoosporas biflageladas (heterocontes).
Los flagelos se presentan en pares, uno largo y adornado con mastigonemas
distintivos y otro mas corto, delgado, cilindrico y en forma de flecha
(Jaramillo, 2003).

Las caracteristicas que diferencian el género Phytophthora de los hongos se
basa en la morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares) y la
bioquimica de las paredes celulares, las cuales contienen microfibrillas de
celulosa con una matriz amorfa de B’1-3-glucano y no de quitina, tampoco
sintetizan esteroles, pero los requieren de una fuente externa para la
esporulacion, tienen reproduccion sexual, la mayor parte del ciclo de vida de
ellos es diploide, mientras que en los hongos el ciclo de vida es haploide
(Jaramillo, 2003).

4.1.2 Ciclo Biologico de P. infestans

P. infestans es un oomicete heterotalico con 2 tipos de apareamiento
designados arbitrariamente como Al y A2 (Paez, 2004). Cada tipo de
apareamiento es bisexual, capaz de producir oogonios y anteridios a partir de

la diferenciacion de su micelio vegetativo. Cuando ambos tipos de
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apareamiento estan presentes, ocurre la fusion entre gametangios de tipos

opuestos, lo cual resulta en la formacion de una oospora.

Los tipos de apareamiento Al y A2 son considerados grupos de
compatibilidad y no formas sexuales, ya que el anteridio u oogonio de un tipo
puede aparearse con el oogonio o anteridio, respectivo, del tipo opuesto.
Contrario a las especies heterotalicas, como P. infestans, en las especies
homotalicas de este género no hay diferenciacion de tipos de apareamiento,
por lo que la formacion de la oospora ocurre a partir de la fusion de
gametangios de un mismo individuo (Erwin y Ribeiro 1996).

La forma asexual es la mas frecuente, las zoosporas biflageladas se
enquistan y se vuelven redondas, pierden sus flagelos y secretan una pared
exterior; penetran a la planta a través de una cuticula y las células
epidermales proyectando un tubo germinativo que puede introducirse
directamente o formar un apresorio (Robertson, 1991). EIl micelio interior es
intracelular y con presencia de haustorios al desarrollarse la enfermedad,
este micelio da origen a esporangiéforos que aparecen a través de los
estomas en correspondencia con el periodo en el cual las lesiones en los

diferentes 6rganos vegetativos se vuelven evidentes (Jaramillo, 2003).

El esporangiéforo termina en un engrosamiento que posteriormente se
separa en la forma de un esporangio alimonado, los esporangios son
hialinos, con una pared delgada y presentan una papila apical, cuando el
esporangio no termina directamente a través de tubo, los nucleos o el nucleo
se divide para producir nucleos hijos, alrededor de los cuales se forman las
zoosporas que salen generalmente en grupos de ocho, nadan libremente, se

enquistan y germinan.

La mayor esporulacion se presenta con humedad relativa del 100 % o
cercana a ella y a temperaturas alrededor de 16 y 22 °C. Los esporangios
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pierden viabilidad al cabo de 3 a 6 horas con la humedad relativa inferior al
80%, aunque Andrivon, (1995) demostré que pueden permanecer viables en
el suelo por varios meses dependiendo de las condiciones quimicas, fisicas y

bioldgicas de éste.
4.1.3 Origen y Distribucién de Phytophthora infestans.

Sobre el origen del patdégeno existen tres hipotesis: la primera es la Andina,
ésta tuvo mucha fuerza a mediados de los afios cincuenta, propuesta
inicialmente por Berkeley en 1846 y luego soportada y documentada por de
Bary en 1861. Andrivon (1995) se baso en el presunto de que P. infestans se
debid originar en la misma parte del mundo que su hospedero, en la parte

norte de los Andes Sudamericanos (Peru y Bolivia).

La segunda teoria es la mexicana, que propone como sitio de origen el Valle
de Toluca, en este lugar se reportaron los dos tipos de apareamiento Al y
A2, la mayor diversidad genética detectada por aloenzimas y el mayor
namero de loci de virulencia (Adrivon, 1995). La extrema diversidad del
patbgeno en las poblaciones de México Central fue ratificada con la
utilizacién de técnicas moleculares por Calderén y Castro en el afio 2002.
Los estudios de migraciones del fitopatdgeno indican que el tipo de
apareamiento A1 migr6 de México a Europa en la década de 1840 y de aqui
migré al resto del mundo por importacién de semillas de papa; una segunda
migracién probablemente ocurrida desde México en los 70’s incluyé ambos

tipos de apareamiento (Fry, 2001).

Una tercera teoria, conocida como la de “Tres Pasos” sugiere a México como
el lugar de expansion del agente patégeno, pero que la fuente de inéculo
para las epidemias del siglo XIX se origin6é en los Andes de América del Sur

(Adrivon, 1996). Se ha especulado que P. Infestans emigrdé primero de
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México a los Andes de América del Sur siglos antes de la década de 1840 y
posteriormente se dispersaron de la region andina a los EE.UU. y Europa.

Datos recientes de analisis de los loci mitocondrial y nuclear de P. Infestans,
apoyan firmemente a los Andes Suramericanos como el centro de origen.
Esta historia evolutiva de P. infestans propone que una poblacion ancestral
de Phytophthora se dividié en diferentes linajes en los Andes de América del
Sur, en asociacién con especies silvestres de Solanum. Dos de los linajes
divergentes dieron lugar a los haplotipos existentes de P. infestans capaces
de infectar la papa, el tomate y otras especies de solaniceas. Otros linajes
evolucionaron hasta convertirse en especies distintas, estrechamente
relacionadas con P. infestans y morfol6gicamente idéntico a éste (aislados

de la seccién Anarrhichomenun).

La especificidad del hospedero se convirti6 en la fuerza motriz para el
mantenimiento de los linajes divergentes en Ecuador y Perd. Una fuente de
in6culo andina inicié las primeras epidemias en la Unién Soviética y después
en Irlanda lo que llevé a la hambruna. Los resultados obtenidos de estos
analisis de los loci nucleares y mitocondriales de P. infestans, proporcionan
una fuerte evidencia de un origen de este patégeno "fuera de América del
Sur’ y demuestran claramente que la mayoria de las mutaciones en las
cepas ancestrales se produjeron en los Andes Suramericanos (Alpizar et al.,
2007).

Fry y Goodwin (1993) plantean que las migraciones al Asia tuvieron

caracteristicas diferentes a Europa, por cuanto solo se detectaron

aislamientos de P. infestans con el tipo de apareamiento A2 en 1989 en

Japon y Korea, con un genotipo aloezimatico, con marcada resistencia al

Metalaxyl, y Fingerprinting del ADN diferente al de la poblacién nativa y la

cual ha venido sustituyendo a las poblaciones originalmente establecidas en
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dicha zona. Las migraciones en Surameérica presentaron el linaje clonal
predominante a nivel mundial hasta entonces US-1, con el tipo de
apareamiento Al, con un amplio rango de especies hospederas que son
afectadas de manera natural o artificial. Las colecciones de Bolivia han sido
reportadas como tipo A2 con un solo linaje clonal, mientras en Brasil se han
detectado dos linajes clonales con tipo de apareamiento Al y A2
respectivamente y en Argentina se descubrieron aislamientos con tipo de

apareamiento A2 (Fry y Goodwin, 1993).

4.1.4. Patogenicidad

Estudios en el Departamento de Putumayo, especificamente en el valle de
Sibundoy mostraron que una poblacion nueva del patdégeno P. infestans
asociado a S. betaceum muestra una agresividad similar a la establecida
para el linaje clonal EC-3 (Revelo et al., 2011). Este resultado apoya la idea
de que el linaje EC-3 no es la poblacion dominante en S. betaceum (Revelo
et al., 2011). Una caracterizacion intensiva de la poblacion de aislados de S.
betaceum puede permitir la determinacion de cOmo coexisten estos
patdgenos en el mismo hospedero, y el desplazamiento de un linaje clonal
por uno nuevo; estos procesos estan bien documentado en la papa y el
tomate de mesa, ya que ambos cultivos son de temporada y un area
particular de papa o tomate puede ser rapidamente sustituida, es asi que
cuando estos dos cultivos se rotan una poblacién de patdégenos previamente
no adaptados puede adaptarse al nuevo hospedero y comenzar asi una
epidemia.

En el caso de S. betaceum, donde el inéculo es constante y el hospedero
permanece durante un largo tiempo, la aparicion de una nueva poblacion no
se puede explicar de esa manera, S. betaceum presenta una gran

diversidad de variedades locales o semi cultivares nacionales adaptados a
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regiones especificas. Asi este trabajo también evidencio diferencias
cuantitativas en la agresividad entre aislados de S. betaceum y S. tuberosum
en los dos cultivares de S. betaceum indicando una especificidad del
hospedero, y para una area geografica determinada y asi la aparicion de un
nuevo haplotipo en S. betaceum con evidencia de alta agresividad,
demuestra que las poblaciones clonales asociadas a cada uno de los

hospederos son dinamicas.

El estudio de Revelo et al., (2011) sobre la patogenicidad en el valle de
Sibundoy (Putumayo) incluyé Unicamente dos cultivares de tomate y un
namero limitado de cepas de P. infestans ya que aislamientos provenientes
de S. betaceum eran dificiles de aislar y s6lo una pequefia proporcién de
ellos sobrevivieron al aislamiento y purificacion. Mideros asegura que las,
EC-3 y las poblaciones HSB-1 puede exhibir un comportamiento diferente y
esta es una oportunidad de analizar dos poblaciones diferentes de clones de

P. infestans compitiendo en una variedad de hospederos (Mideros. 2008).

4.2 CARACTERIZACION GENETICA DE POBLACIONES DE Phytophthora

infestans

P. infestans ha sido mundialmente estudiado y se han establecido
marcadores para determinar la variabilidad de la poblacion o polimorfismo
genético. El polimorfismo genético se define como la variacién en los rasgos
hereditarios que pueden ser morfolégicos, isoenzimaticos y moleculares que
se refieren a las posibles variaciones a nivel de las secuencias de los
nucleétidos del ADN gendmico (Carter et al., 1990). En la caracterizacién de
las poblaciones de P. infestans se emplean marcadores que pueden ser
fenotipicos y genotipicos o moleculares. Los fenotipicos se consideran como
el resultado de los efectos combinados de muchos genes y el ambiente, los

mas utilizados son: tipo de apareamiento, razas fisiolégicas y resistencia a
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fungicidas. Los genotipicos o moleculares caracterizan el genotipo de un
individuo a partir de muestras de células o tejidos, siendo los mas
empleados: el analisis de isoenzimas, el analisis del genoma mitocondrial
(ADNmt) empleando la técnica de PCR-RFLP’s, RAPDs, ITS, microsatélites
y el Fingerprinting de ADN nuclear, empleando la técnica de RFLP’s con la
sonda RG57 (Fry et al., 1991; Goodwin et al., 1994; Griffith y Shaw, 1998).

En Colombia, los estudios sobre la composicién de las poblaciones del
patégeno, se enfocaron en un principio a la identificacion de las razas
fisiol6gicas. Sin embargo la urgencia de investigar mas a fondo la estructura
genética de las poblaciones colombianas de P. infestans promovié la
realizacion de proyectos que evaluaran la variabilidad genética y patogénica
del oomicete.

4.2.1. Razas fisiolégicas

Desde 1949, se han llevado a cabo estudios sobre la reaccion de las
especies y variedades de la Coleccién Central Colombiana de Papa a
diferentes aislamientos del patdgeno P. infestans. Los primeros experimentos
fueron realizados por De Rojas Pefia et al., (1953), quienes reportaron una
amplia distribucién de la raza A, la cual afecta solo a uno de los diferenciales
empleados para la evaluaciéon (S. tuberosum), y una muy poco frecuente y
fragmentada distribucion de la raza D que afecta dos de los diferenciales
empleados para la evaluacion (S. tuberosum y 2LY-13) y que parece estar
relacionada con la raza A. Estos resultados fueron confirmados por Guzman
citado por Mazo et al., (1995), quien encontré ademas el primer registro de la
raza 3,4. Actualmente se conocen 12 genes de resistencia (R) que permiten

llevar a cabo la caracterizacion de las razas.
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Tedricamente, tales genes pueden estar presentes en 4096 (1212) posibles
combinaciones, incrementando la posibilidad de encontrar diferentes razas
de P. infestans, igual al nimero de combinaciones anteriormente descritas
(Mazo et al.,1995), de las cuales en Colombia, han sido reportadas hasta 19
razas provenientes de poblaciones con una alta complejidad patogénica
(Mazo et al., 1995; Marin et al., 1998; Gilchrist, 2001).

4.2.2. Tipo de apareamiento

En Colombia se han realizado monitoreos temporales de aislamientos
colectados de papa y de otros hospederos para determinar el tipo de
apareamiento presente. Hasta el afio 2004, los estudios realizados
solamente han detectado la presencia del tipo de apareamiento Al,
indicando que el oomicete se reproduce asexualmente, evitando el
incremento de mayores proporciones en su variabilidad. Sin embargo, la
presencia del tipo de apareamiento A2 en otros paises y en consecuencia, la
reproduccion sexual de éste, permiti6 el desarrollo de razas nuevas,
diferentes y mas diversas que en Colombia (Mazo et al., 1995; Gonzalez,
1997; Marin et al., 1998; Gilchrist, 2001; Lagos, 2002; Ledn, 2004).

En Ecuador se ha reportado recientemente la presencia del tipo A2 en
especies silvestres del grupo Anarichomenum (Ordéfiez et al., 2000). Este
hecho hace pensar que las poblaciones A2 pueden interactuar fisicamente
con el resto de las poblaciones Al, lo que tendria efecto en la dinAmica de la

enfermedad.

Pérez et al., (2001) reportan en el Perl la presencia de nuevos genotipos

para la region 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.,
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2004), los cambios méas destacados involucran la aparicion del tipo de
apareamiento A2 en especies de tipo silvestre (Oyarzun et al., 1997,
Ordoiiez et al., 2000) y el desplazamiento del genotipo US-1 por el EC-1, en
cultivos de papa y tomate (Forbes et al., 1997). En Colombia es evidente la
presencia de los linajes EC-1 y EC-3 que se asumen provienen del Ecuador
(Lagos, 2002; Gomez et al., 2009).

Recientes estudios empleando mas de 100 aislamientos de P. infestans
provenientes de cultivos de solanaceas pertenecientes a las especies
Solanum phureja (papa criolla), Solanum tuberosum (papa), Solanum
lycopersicum (tomate), Physalis peruviana (uchuva), Solanum betaceum
(tomate de arbol) y Solanum quitoense (lulo), fueron caracterizados genética
y fenotipicamente. En la caracterizacion fenotipica en relacion a su tipo de
apareamiento (Al 6 A2) se detect6 que 1 de 100 aislamientos presentaba el
tipo de apareamiento A2 y provenia de P. peruviana (Vargas et al., 2008),
pero hasta el momento ningun evento de reproduccion sexual ha sido

documentado.

4.2.3. Sensibilidad al Metalaxyl

El Metalaxyl [metil N-(2- metoxiacetil) — N — (2,6 xylil) DL alanina] pertenece
al grupo de las acilaninas dentro de la clase de las fenilamidas, una clase de
compuestos sistémicos que muestran actividad protectante, curativa y de
erradicacion de hongos. Su espectro de accién se limita a 10 géneros de
oomicetos, dentro de los cuales se encuentra Phytophthora. Actla inhibiendo
el metabolismo de los acidos nucleicos y la sintesis de proteinas a través de
la inhibicion de la ARN polimerasa o de otros factores que participan en el
proceso de regulacion de la expresion génica (Ortiz et al., 1990; Lopez et al.,
1997).
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Los aislamientos de P. infestans resistentes a fenilamidas, gradualmente han
ido conformando una parte importante de las poblaciones en muchos sitios.
Navarro et al., (1981) reportaron la disminucion de la efectividad del producto
quimico Metalaxyl en las regiones productoras de papa de Antioquia, lo cual
incrementd la incidencia de la enfermedad en la zona. Los estudios
realizados hasta ahora revelan un aumento de poblaciones tolerantes al
Metalaxyl, tanto en el departamento de Antioquia (Rave et al., 1998) como en
el Altiplano Cundiboyacense (Gonzalez, 1997; Espitia, 2005).

En Narifio, Lagos (2002) evalu6 63 aislamientos de P. infestans y el
comportamiento de la poblacién fue variable frente al grado de sensibilidad a
Metalaxyl, encontrando que la composicién de la poblacién de P. infestans
en el departamento de Narifio fue 76% sensible; 11% con un comportamiento
de resistencia intermedia baja; 2% de los aislamientos mostraron resistencia
intermedia alta y 11% se clasificaron como resistentes. Los valores de EC50
se encontraron entre 0.09 y 1393 ug/ml; registros superiores solamente se
presentaron en ciertos aislamientos donde el crecimiento en las

concentraciones entre 0.2 y 200 ug/ml fueron mayores que la del control.

4.2.4. Haplotipos mitocondriales (RFLP-PCR)

Las variables mitocondriales hasta ahora reportadas en el mundo para P.
infestans son llamadas: Haplotipos I-a, ll-a, I-b y 1l-b. En las poblaciones
colombianas del patégeno se ha reportado la ocurrencia del los haplotipos II-
ay I-b (Jaramillo, 2003; Gilchrist, 2001; Ledn, 2004). En el caso de tomate de
arbol (S. betaceum) los estudios en torno a las poblaciones de P. infestans
gue atacan este cultivar son muy escasos. Para la zonas de estudio a
evaluar en este trabajo se conocen los reportes de Lagos, 2002 donde 45
aislamientos de P. infestans procedentes de la zona productora de papa del
departamento de Narifio y un aislamiento procedente de S. betaceum, fueron
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evaluados en su genoma mitocondrial, mediante la metodologia de PCR-
RFLP’s de haplotipos mitocondriales, los resultados muestran claramente la
presencia del haplotipo mitocondrial lla que corresponde al genotipo EC-1
en los 45 aislamientos procedentes de su hospedero S. tuberosum, y el
aislamiento adicional procedente de S. betaceum corresponde al haplotipo Ib

perteneciente al genotipo US-1.

Asi mismo GOmez et al., (2009) mediante la misma técnica identificaron dos
posibles linajes clonales previamente reportados en el Ecuador; EC-1 que
presenta el haplotipo mitocondrial lla encontrado en dos aislamientos de L.
esculentum; y el linaje clonal EC-3 con el haplotipo mitocondrial la, presente
en 13 muestras de S. betaceum exclusivamente, del que no existe reporte
alguno de su capacidad de infectar otras solanaceas a diferencia de EC-1
gue puede estar asociado a mas de un hospedero. En Colombia no existen
registros de poblaciones ni de caracterizacion genotipica de P. infestans
antes de 1996, por consiguiente no se puede concluir definitivamente el
reemplazo de un linaje clonal por otro; sin embargo los estudios en el mundo
muestran que la sustitucion puede darse por mutacion o migracion (Goodwin
et al., 1997). Considerando la posicion geogréfica de los departamentos de
Narifio y Putumayo y el flujo constante de biodiversidad entre Ecuador y
Colombia, el establecimiento de dos nuevos genotipos (EC-1 y EC-3) es
evidente. (Mideros, 2008)

4.2.5 Secuencias microsatélites o SSR.

Las secuencias repetitivas de copia Unica (Simple Secuence Repeat), son un
componente integral de los genomas de los eucariontes y que en ciertos
organismos podrian comprender mas del 90% del ADN total. Acorde a la
manera como estén organizados estos pueden ser extendidos internamente

o repetidos en tAindem. Los primeros ocurren en diversos sitios a través de
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todo el genoma mientras que los segundos consisten en arreglos de dos
hasta cien de con un inicio y un terminal definidos. Las secuencias
microsatélites en general se caracterizan por arreglos cortos de secuencias

(1 a 6 pb) que se repiten en bajo grado (Garnica et al., 2006).

Para el caso de P. infestan se desarrollaron por primera vez Centro
Internacional de la Papa- Quito en 2006, usando la libreria gendémica del
patégeno enriquecida con repeticiones (TC)n. En total se seleccionaron seis
marcadores microsatélites para la caracterizacion de los aislados de P.
infestans., denominados Pi 4B, Pi 4G, Pi G11, Pi 1D, Pi 2D, Pi 2H. (Tabla 1).
Los productos microsatélites fueron llevados a cabo mediante la Reaccion de
la Polimerasa en Cadena (PCR), y separados posteriormente mediante un
proceso de electroforesis en una camara de secuenciacion en arreglo vertical
durante toda la noche en un gel denaturante de matriz de poliacrilamida al

6% y tefiido con nitrato de plata (Jarrin, 2006).

Tabla 1. Iniciadores y primers microsatélites, longitud del producto (pb) y

numero de alelos en 175 aislados de P. infestans.
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En estudios de caracterizacion de poblaciones de Ecuador con cuatro
marcadores microsatélites mostraron que dos subgrupos principales de este
patégeno se pueden distinguir dentro de la metapoblacién P. infestans sensu
lato. El primer subgrupo, incluyd los aislamientos del tipo de apareamiento
Al que se ajustan a la descripcion de P. infestans recogida de la papa o el
tomate y que presentan el linaje clonal EC-1 y US-1 respectivamente. El
segundo subgrupo incluye el linaje EC-3, que infecta a la seccion que
infectan a la seccion Anarrhichomenum y que son aislamientos obtenidos de
B. sanguinea, S. hispidum y S. quitoense y poseen el tipo de apareamiento
A2. Este subgrupo corresponderia a una especie de Phytophthora
estrechamente relacionada con P. infestans que ha sido reportada como P.
andina por algunos autores (Kroon et al., 2004). Y con caracteristicas mucho

mas diversas que P. infestans (Oliva, 2009).

Recientes andlisis filogenéticos usando secuencias nucleares vy
mitocondriales, rasgos morfologicos y preferencias de nicho, ubican a esta
especie como un taxa hermano de P. phaseoli, P. ipomoeae, P. infestans y P
mirabilis dentro del linaje Ic y, aunque el origen de esta especie aun no es
muy claro, es posible que P. andina haya evolucionado como consecuencia
de hibridacion interespecifica entre P. infestans y P. mirabilis (Kroon et al.,
2004; Blair, 2008; GOmez-Alpizar et al., 2008). No obstante, aln esta en
cuestién la presencia real de una nueva especie dada la capacidad de
realizar cruces interespecificos y la ausencia de un clado monofiletico
respecto a las especies hermanas (Oliva et al., 2010). Ademas se requiere
de la realizacion del andlisis de variabilidad genética que permita inferir
conclusiones mas acertadas sobre la alta diversidad genética entre las
poblaciones estudiadas. Sin embargo en Ecuador se conoce que P. andina
perteneciente al linaje clonal EC-3 es la especie que ataca los cultivos de
tomate de arbol reportada por Ordofiez et al., (2000), y encontrada por

primera vez en Colombia por Gomez et al., (2009) mediante el analisis de
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haplotipos mitocondriales de aislamientos procedentes de Narifio y obtenidos
de plantas de tomate de arbol, presentandose el haplotipo mitocondrial la
asociado al linaje clonal EC-3. Aunque este aspecto todavia no es claro,
estas nuevas poblaciones del patégeno son altamente agresivas y presentan
una amplia variabilidad genética a diferencia de las poblaciones de P.
infestans encontradas en papa y tomate de mesa (Oliva et al.,, 2010).
Estudios con marcadores microsatélites (SSR) en Ecuador revelan la
presencia de una alta diversidad en estas poblaciones encontrando un mayor

namero de alelos por locus en estas poblaciones (Oliva, 2009).
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5. METODOLOGIA

5.1 Localizacién del Area de Estudio

Las muestras de P. infestans fueron colectadas en los municipios de
mayor impacto en la produccién de tomate de arbol de los departamentos de
Narifio y Putumayo. Los sitios de muestreo definidos en el departamento de
Narifio fueron: Pasto (1°12'52.48" N, 77°16'41.22" O), La Unién (1° 26’ 06” N,
77° 80’ 15” O), Consaca (1° 12" 29" N, 77° 27' 57" O), Buesaco (1° 23’ N, 77°
8 0O) e lles (0° 58 N, 77° 32° O) (Anexo B). En el departamento del
Putumayo la zona especifica de donde se obtuvo las muestras fue el Valle de
Sibundoy, que comprende los municipios de Santiago (1.15'N 77.01'0),
Col6n (1.18'N 76.88'0), Sibundoy y San Francisco (1.18'N 76.88'O) (Anexo
B), y se encuentran ubicados en la zona occidental del departamento, en
limites con el departamento de Narifio (Opciéon Putumayo, 2007; GELT,
2009).
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Figura 1. Localidades muestreadas en el Departamento de Narifio.

Fuente: mapa modificado de http://www.colombiassh.org/site/

Figura 2. Localidades muestreadas en el Departamento de

Putumayo.

Fuente: mapa modificado de http://www.colombiassh.org/site/
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5.2 Coleccién de Aislamientos

En el presente estudio se realizo la caracterizacion de 30 aislamientos,
15 correspondientes al Departamento de Narifio y 15 del Departamento del
Putumayo. Las cepas actualmente se encuentran conservadas en agar
tomate — arveja en el cepario del grupo Genética y Evolucién de Organismos
Tropicales — GENPAT de la Universidad de Narifio y fueron colectados entre
8 de septiembre de 2008 y 30 de Junio de 2009. Asi mismo en el desarrollo
de las pruebas moleculares se utiliz6 ADN de dos aislamientos provenientes
del Ecuador y Peri como controles positivos y que previamente fueron
caracterizados en el Centro Internacional de la Papa - CIP de Peru.
Cada aislamiento cuenta con la informacion tomada en campo como codigo
del cultivo, fecha de visita al cultivo, propietario del cultivo, localizacion
geogréfica, variedad del cultivo, entre otras (ver formato Anexo A).

5.3 Caracterizacion molecular de P. infestans mediante marcadores

microsatélites.

5.3.1 Obtencion de Micelio para extraccién del ADN.

Los aislamientos de P. infestans fueron transferidos a medio liquido de caldo
arveja e incubados a temperatura ambiente en oscuridad durante 15 dias.
Cada aislamiento con su respectiva replica fueron filtrados (filtro miliporo)
utilizando una bomba de vacio y almacenado en freezer a -20 °C hasta su

procesamiento (Figura 3).

46



Figura 3. Obtencion de micelio de Phytophthora infestans mediante filtracion

de cultivos sembrados en caldo arveja.

Fuente: esta investigacion

5.3.2 Extracciéon del ADN.

Posteriormente se realiz6 la extraccion de ADN a partir del micelio seco
obtenido, siguiendo el Protocolo de extraccién Griffith y Shaw (1998) que

consistio en:

1. El micelio obtenido del medio de cultivo caldo arveja de cada uno de los
aislamientos, se macero con nitrogeno liquido, del macerado obtenido se
pesaron aproximadamente 100 mg Yy se colocaron en tubos eppendorf

para continuar con la extraccion.
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2. Se adicionaron 800 pl de buffer CTAB (Tris HCI 100mM, NaCl 1.4M,
EDTA 20mM pH 8.0; CTAB 2%), las muestras se agitaron mediante un
vortex, y se incubaron a 65°C en bafio Maria por 60 minutos.

3. Se adicionaron 600 pl de cloroformo saturado en agua (1:1), se mezclo
por 10 segundos y se centrifug6 (17.000 g) por 10 minutos.

4. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo y se agreg6 0.6 del volumen
de isopropanol frio.

5. Cada tubo se mezclé por inversion y se dejo a temperatura ambiente por
10 minutos. Transcurrido el tiempo las muestras se centrifugaron a 17.000
g por 10 min.

6. Se descarto el liquido sobrenadante y el pellet de ADN se lavo con 1 ml
de etanol al 70%, cada tubo se mezclé con vortex y se mantuvo en bafio
Maria a 65°C durante 20 minutos, y nuevamente las muestras se
centrifugaron (17,000g x 10 minutos).

7. Se dej6 secar los tubos con el pellet en camara de flujo con el fin de
remover las trazas de etanol y posteriormente se resuspendio el pellet en
150 pl de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).

8. Para eliminar el contenido de RNA se adicion6 5ul de RNAsa (10mg/ml) y
se dej6 incubar a 37°C durante 3 horas.

Para verificar la extraccion del ADN, las muestras se corrieron en geles de
agarosa al 0.8% suplementados con bromuro de etidio, igualmente se
determind su concentracion a partir de las comparacién con Lambda ADN

(stock de 50 ug/ul).

El protocolo se esquematiza a continuacion:

48



Figura 4. Protocolo de extraccion de ADN de Phytophthora infestans descrito
por Griffith y Shaw (1998).

Fuente: esta investigacion
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5.3.3 Caracterizacion molecular mediante marcadores microsatélites.

La caracterizacion molecular con marcadores microsatélites de los 30
aislamientos y de los dos controles positivos se realizo siguiendo el protocolo
reportado por Knapova y Gisi, (2002) y Lees et al., (2006), y cada una de las

muestras fue amplificada con las siguientes secuencia de primers SSR.

Tabla 2. Secuencias de primers reportadas para la caracterizacion molecular

de las poblaciones de P. infestans (Knapova y Gisi, 2002 y Lees et al., 2006).

PRIMER SECUENCIA
PI163 f.ATGACGAAGATGAAAGTGAGG
NATTCATTATTGGCAATGTTGG
PI166 f.ACCGACAGCTTCTGAAACC
r: AAAATAAGAAGAGATTCGTGCC
G1l1 . TGCTATTTATCAAGCGTGGG
r"TACAATCTGCAGCCGTAAGA
1F f.CGAGAGTGAATGAGAGCGAG
rrACAATCTGCAGCCGTAAGAG
4B f: AAAATAAAGCCTTTGGTTCA
rr GCAAGCGAGGTTTGTAGATT
2D f: AATTGAGTGAATGCGTCACC
r TTTCCTGCTATCCTCAGCAC

Para cada muestra las condiciones y temperaturas de amplificacion fueron

las siguientes:
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Tabla 3. Condiciones y temperaturas de amplificacibn para marcadores

microsatélites.

Reactivo PI63 P166 G1l1 1F 4B, 2D
Agua 1.6 pl 2.25 ul 1.5l 2 ul 1.5 ul
Buffer 10X 1l 1ul 1l 1l 1l
MgCl, 25mM 1.4 pl 1.1l 1.4yl 1.4yl 1.4yl
dNTPs 2.5mM | 0.4 pl 0.2 yl 0.4 pl 0.2 pl 0.4yl
Primers Fw y | 0.2 pl 0.2 pl 0.2 pl 0.1l 0.2 ul
Rv 10uM
Taq 5U/ul 0.2 pl 0.25 pl 0.2 pl 0.2 pl 0.3 ul
ADN 5ng/ul 5l 5ul 5ul 5l 5ul
Programa 2 min 94°C 2 min 94°C 2 min 94°C 2 min 94°C 2 min 94°C
PCR 40 seg 94°C | 30seg 94°C | 30seg 94°C | 40 seg 94°C | 40 seg 94°C

40 seg 62°C | 30seg 58°C | 30seg 62°C | 40 seg 59°C | 40seg57°C
20seg 72°C | 30seg 72°C | 20seg 72°C | 20seg 72°C | 20seg 72°C
X 35 X 35 X 35 X 35 X 35

10 min 72°C [ 10 min 72°C | 10 min 72°C | 10 min 72°C | 10 min 72°C

4°C 4°C 4°C 4°C

Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Las muestras amplificadas fueron mezcladas con 3 ul de loading buffer
PAGE (11.2 mg Xylene Cyanol, 8.4 g Urea, 14 ml de H,0) y denaturadas a
95°C durante 5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se mantuvieron en
hielo hasta llevarse a electroforesis vertical utilizando poliacrilamida 6%
(20:1, acrilamida: bisacrilamida, Urea 7,5 M, TBE 10X), se cargé cada
muestra en los pozos y se corrid durante 1 hora 30 minutos con un voltaje de
1500 V-300W 80mA, y el marcador de peso utilizado fue de 100 pb. Una vez
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las muestras se corrieron teniendo en cuenta los tiempos especificados en la
tabla anterior, se realiz6 la tincion con Nitrato de plata. (Centro Internacional
de la Papa - CIP, 2000) (Tabla 4).

Tabla 4. Protocolo de tincion nitrato de plata. (CIP, 2000)

SOLUCION TIEMPO
Solucién de fijacion: Acido acético 10% 20 minutos.
Tres lavados con agua destilada. 2 minutos cada uno

Reduccién de Background: Acido Nitrico | durante 1 o 2 minutos
1%

Tres lavados con agua destilada. 2 minutos cada lavado

Soluciéon de Tincién: Nitrato de plata y | 40 minutos

Formaldehido

Un lavado con agua destilada 15 segundos

Soluciéon de revelado: Carbonato de [ Hasta observar la formacion
Sodio, tiosulfato de sodio (10mg/ml) y | de bandas

formaldehido.

Solucién stop: Acido acético 10% Solucioén final

Este procedimiento completo se esquematiza a continuacion en la Figura 5.
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Figura 5. Montaje, corrida y tincion de Gel de Poliacrilamida.

Fuente: esta investigacion

5.3.4 Andlisis Estadistico.

Analisis de marcadores moleculares microsatélites.

Los datos obtenidos (alelos) en cada gel para los 30 aislamientos de P.
infestans con cada microsatélite fueron evaluados Yy cuantificados

visualmente mediante la comparacién con el marcador de peso utilizado.
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Para analizar la variabilidad genética y calcular los siguientes parametros de
diversidad genética: Frecuencia alélica de cada locus por poblacion, indice
de diversidad de Shannon (l), heterocigosidad observada (Ho) y esperada
(He), porcentaje de loci polimorficos por poblacion, alelos Unicos por
poblacion, distancia e identidad genética de Nei y andlisis de varianza
molecular (AMOVA), los datos se organizaron en una matriz utilizando el
programa Microsoft Excel 2010, para ser analizados en el programa
GENALEX 6.5 (Peakall, 2012). Para el analisis de estos parametros los
aislamientos se dividieron en dos poblaciones dependiendo de la zona
biogeografica de donde fueron obtenidos, en este caso la poblacion de P.
infestans de Putumayo y la poblacion de P. infestans de Narifio cada una con
un namero total de 15 aislamientos, y se consideraron los microsatélites
PI63, G11, PI66, F1 y 2D, el locus 4B por poseer mas de 4 alelos por
individuo, dificulto el andlisis y por tanto fue excluido.

A partir de los patrones de bandas obtenidos en los geles se codifico la
informacion alélica en una matriz de ausencia y presencia de bandas a la
que se le aplicé el método de agrupamiento UPGMA (del inglés Unweighted
pair-grup arithmetic mean), utilizando el coeficiente de Similaridad de Dice
gue es el mas usado y el que produce menor distorsion al compararse con la
matriz original de similaridad, utilizando el programa NTSYS-pc version 2.11.
Para corroborar el nUmero de grupos obtenidos en el UPGMA se realizd
diferentes modelos de mezcla de la poblacién asumiendo independencia y
correlacion entre los alelos utilizando el software STRUCTURE 2.0; y para el
analisis de la estructura intrapoblacional se realizd6 en el programa
ARLEQUIN un diagrama minimo de redes (Goss et al., 2009).
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Distribucién Geografica.

Para conocer la distribucion de los aislamientos estudiados, inicialmente se
realizé la georeferenciacion utilizando las coordenadas geogréficas del lugar
de donde se aislaron, posteriormente se elabor6é un mapa en el programa
ArcGIS 9.1, utilizando planchas topograficas (codigo P1430) de la zona de
estudio donde se encontraba la base cartografica como principales rios,
algunas quebradas, curvas de nivel y toponimia, y finalmente cada uno de los
puntos de muestreo fue ubicado en el mapa. Esta distribucion espacial de los
puntos fue relacionada con los resultados del andlisis UPGMA, demarcando

cada punto con el grupo que correspondia en el UPGMA.
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6.1 Aislamientos

En este trabajo se caracterizados 30 aislamientos de P. infestans,
depositados en la coleccién del cepario del Grupo de Investigacion Genética

y Evolucion de Organismos Tropicales — GENPAT de la Universidad de

6. RESULTADOS

Narifio (Tabla 5y Anexo B).

Tabla 5. Aislamientos de Phytophthora infestans procedentes de los

Departamento de Narifio y Putumayo utilizados en el estudio de la

caracterizacion genética.

Aislamiento | Departamento | Municipio | Hospedante | TA Haplotipo

mitocondrial
N9001 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9003 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9004 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9005 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9010 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9015 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9030 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9036 Narifio Buesaco | S. betaceum | Al la
N9046 Narifio Pasto |S. betaceum | Al la
N9056 Narifio Consaca | S. betaceum | Al la
N9057 Narifio Consaca | S. betaceum | Al la
N9065 Narifio lles S. betaceum | A1 la
N9071 Narifio La union | S. betaceum | A1 la
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N9072 | Narifio La unién S. betaceum |Al| la
N9073 | Narifio Pasto S. betaceum |Al| la
P8001 | Putumayo Santiago S. betaceum [Al]| la
P8005 | Putumayo Santiago S. betaceum [Al | la
P8008 | Putumayo Santiago S. betaceum [Al | la
P8012 | Putumayo Colon S. betaceum [Al| la
P8031 | Putumayo Santiago S. betaceum [Al| la
P8066 | Putumayo Santiago S. betaceum [Al ]| la
P8070 | Putumayo Colon S. betaceum [Al]| la
P8075 | Putumayo Colon S. betaceum [Al | la
P8087 | Putumayo | San Francisco | S. betaceum |Al| la
P8093 | Putumayo | San Francisco | S. betaceum |Al| la
P8098 | Putumayo | San Francisco | S. betaceum |Al| la
P9128 | Putumayo| Sibundoy S. betaceum [Al ]| la
P9158 | Putumayo| Sibundoy S. betaceum [Al ]| la
P9159 | Putumayo| Sibundoy S. betaceum [Al ]| la
P9164 | Putumayo| Sibundoy S. betaceum [Al ]| la
PPIO14| Pera CIP- Control |S. tuberosum lla
3210 | Ecuador | CIP- Control | S. betaceum la

6.2 Extraccion de ADN

Los resultados obtenidos del proceso de extraccidon siguiendo el protocolo
propuesto por Griffith y Shaw (1998), a partir de micelio previamente filtrado y
secado, mostraron buenos resultados, obteniéndose una concentracion de
ADN que supero el lambda de 50 ng utilizado como referencia, estos
resultados fueron visualizados en un gel de agarosa al 0.8 % (Fig. 6). Fue

necesario realizar una dilucion para obtener ADN a una concentraciéon de 5

ng la requerida para realizar las posteriores amplificaciones.
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Figura 6. Extraccion de ADN de Phytophthora infestans.

P8001
P8005
P8008
P8012
P8066
P8070
N9001
N9003
N9005
N9010
N9015
N9030

50 ng

2 g

X 2
St St . ‘ww
m~>-=~-~~~~~~—--~

T oo

Fuente: esta investigacion
6.3 Caracterizacion molecular de P. infestans mediante marcadores

Microsatélites.

Amplificaciones.

Los 6 loci se amplificaron en la totalidad de los aislamientos de P. infestans
procedentes de los departamentos de Narifio y Putumayo, sin embargo hubo
dificultades en la amplificacion de los loci de los controles y de los
aislamientos N9015 y N9071 que pueden ser debidas a la baja calidad del
ADN extraido para estas muestras. Los patrones generados por los
marcadores microsatélites en los 30 aislamientos de P. infestans y los 2
controles (Ppi014, 3210), usando los 6 locus (Pi63, Pi66, G11, 1F, 4B y 2D);

mostraron alto polimorfismo, encontrandose mas de dos alelos en un locus.

Sin embargo el patrén de bandas observado entre los aislamientos fue
homogéneo, y se encontraron diferencias con el aislamiento utilizado como
control positivo procedente de Ecuador y el aislamiento obtenido de S.
tuberosum. Las figuras 1 a 6 muestran los patrones de bandas de ADN
obtenidos de cada uno de los aislamientos con los 6 primer utilizados en este
estudio. Las figuras que se muestran a continuacion son fuente de esta
investigacion.
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Figura 7. Amplificacion con Microsatélite 2D de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).

Figura 8. Amplificacion con Microsatélite P63 de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).
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Figura 9. Amplificacion con Microsatélite 4B de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).

Figura 10. Amplificaciébn con Microsatélite G11 de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).
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Figura 11. Amplificacion con Microsatélite P166 de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).

Figura 12. Amplificacibn con Microsatélite F1 de 15 aislamientos de P.
infestans provenientes de Putumayo (P8001-P9164), 15 aislamientos de
Narifio (N9001- N9073) y controles (PPi014 y 3210).
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A partir de los patrones electroforéticos generados con cada uno de los seis
marcadores evaluados, se identifico un total de 24 alelos con un promedio de
4 alelos por marcador, que correspondieron a amplicones con tamafios entre
96 y 278 pb. Para todos los aislamientos caracterizados y los controles, el
mayor numero de alelos fue revelado por los marcadores 4B y G11 que
amplificaron 7 y 5 alelos respectivamente, mientras que el marcador 2D
amplifico el menor nimero de alelos, Unicamente 2. Los marcadores, P166 y
P163 amplificaron 3 cada uno y el marcador 1F 4 alelos (Tabla 6). Por tanto
los 6 marcadores SSR analizados en esta caracterizacion fueron
polimorficos, presentdndose mas de un alelo por cada locus.

Tabla 6. Alelos obtenidos en cada uno de los aislamientos de Phytophthora

infestans. con los 6 locus analizados expresados en pares de bases (pb).

Aislamiento Locus PI163 | Locus G11 | Locus PI66 | Locus F1 | Locus 2D Locus 4B
P8001 148 | 151| 130| 160| 230 96| 120 146 | 154 (213|253 | 270|273
P8005 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 154|213 | 253|270 | 273
P8008 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270|273
P8012 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 154 1213|253 | 270|273
P8031 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 154 1213|253 | 270|273
P8066 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122 146|154 1213|253 |270|273
P8070 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120 146 | 1541213 | 253 | 270|273
P8075 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 1541213 | 253|270
P8087 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122 146|154 1213|253 |270|273
P8093 148 | 151| 130| 166| 230 96| 120 146 | 1541213 | 253 | 270|273
P8098 148 | 151| 130| 156| 230 96| 118|146 | 1541213 |253|270|273
P9128 148 | 151 130| 158| 230 | 241 | 96| 120| 146|154 (213|253 |270|273
P9158 148 | 151| 130| 158| 230 96| 120|146 | 154 1213|253 | 270|273
P9159 148 | 151| 130| 158| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270|273
P9164 148 | 151| 130| 158| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270|273
N9001 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 1541213 |253|270|273
N9003 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 1541213 |253|270|273
N9004 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 1541213 | 253|270 273
N9005 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122 146|154 1213|253 | 270|278
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N9010 148 | 151 130| 160| 230| 241 96| 122|146 | 154 (213|253 | 270|273
N9015 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122 146|154 1213|253 | 270|273
N9030 148 | 151| 130| 160| 230 | 241 | 96| 122| 146|154 (213|253 |270|273
N9036 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 154 (213|253 (270|273
N9046 148 | 151| 130| 160| 230 96| 122|146 | 154 (213|253 (270|273
N9056 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270|278
N9057 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270
N9065 148 | 151| 130| 160| 235| 230 96| 122|146 | 154 (213|253 | 270|273
N9071 148 | 151 130| 156| 235| 230 96| 120 | 146 | 154 [ 206 | 253 | 257 | 273
N9072 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120 146 | 154 [ 206 | 253 | 257 | 273
N9073 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 1541213 | 253 | 270|273
PPi014 157 120 1541213 | 270
3210 148 | 151| 130| 156| 230 96| 120|146 | 154 (213|253 | 270|273
Total

alelos/locus 3 5 3 4 2 7

6.4 Andlisis de diversidad genética

En este estudio se calculd las frecuencias de los distintos alelos por cada
poblacion incluida en el analisis, las frecuencias de los alelos 148 y 151
correspondientes al locus PI163 y las de los alelos 146 y 154 del locus 2D
mostraron frecuencias similares (0.5) en las dos poblaciones. Las frecuencias
de los 5 alelos obtenidos con el locus G11 se distribuyeron de manera
diferente en las poblaciones, siendo en Putumayo donde se encontraron
todos los alelos, el alelo 130 presenté la mayor frecuencia (0.5) seguido de
156 con 0.2, luego los alelos 158 y 160 con 0,133 y la menor frecuencia se
observo en el alelo 166, hay que destacar que los alelos 158 y 166 son alelos
Unicos para esta poblacion y por lo tanto sus frecuencias son bajas; para
Narifio se encontraron 3 de los 5 alelos del locus G11, el 130 que presentd
mayor frecuencia (0.5), el 160 con 0.333 y la menor frecuencia para el alelo
156 con 0.167. (Tabla 7, Fig. 13)
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Con el locus PI66 se encontraron 3 alelos, para Putumayo los alelos 230 y
241 cada uno con similar frecuencia (0.5), y en Narifio se encontraron los 3
alelos, el alelos 230 con frecuencia de 0.5, el 241 con 0.25 y el 235 siendo un
alelo unico de esta poblacién con frecuencia de 0.25. El Locus F1 amplifico 4
alelos, encontrandose en su totalidad en Putumayo y 3 en Narifio, en
Putumayo las frecuencias se distribuyeron de la siguiente manera, la mayor
para el locus 96 con 0.5 seguida del alelos 120 con 0.367, luego el 122 con
0.1y la menor para el alelo 118 con 0.033 siendo Unico de esta poblacion, en
Narifio el alelo 96 también present6 la mayor frecuencia (0.5), seguido de
122 con 0.333 y la menor para el alelo 120 con 0.167. (Tabla 7, Fig. 13).

Las menores frecuencias detectadas corresponden con alelos U(nicos
presentes exclusivamente en uno o dos aislamientos de la poblacion, siendo
alelos de gran interés ya que pueden servir de marcadores especificos de

aislamientos determinados.

Tabla 7. Frecuencia de los alelos encontrados con 5 marcadores

microsatélites en las poblaciones de P. infestans estudiadas.

Locus Alelos [PUTUMAYO| NARINO
148 0.5 0.5
P163
151 0.5 0.5
130 0.5 0.5
156 0.2 0.167
G11 158 0.133 0
160 0.133 0.333
166 0.033 0
230 0.5 0.5
P166
235 0 0.25
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241 0.5 0.25

96 0.5 0.5

118 0.033 0
F1

120 0.367 0.167

122 0.1 0.333

146 0.5 0.5
2D

154 0.5 0.5

Figura 13. Distribucién de las frecuencias alélicas encontradas con 5 locus

microsatélites en las poblaciones de P. infestans de Putumayo y Narifio.

Frecuencias Alelicas
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G11

Locus

EPUTUMAYO ENARINO

Fuente: esta investigacion

La heterocigosidad observada en este estudio fue alta con un valor promedio
de 1 en las dos poblaciones de estudio (Putumayo y Narifio), asi mismo en
comparacion con la Heterocigosidad esperada estos valores son muy
elevados, esperandose encontrar una heterocigosidad de 0.556 y 0.569 para
Putumayo y Nariiio respectivamente, puede deberse a que los locus

evaluados en cada poblacion presentaron igualmente un polimorfismo de
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100% para las dos, siendo la heterocigosidad observada directamente

proporcional a estos valores (Tabla 8).

El promedio de la diversidad genética usando el indice de Shannon (I) fue de
0.891, siendo la poblacién de P. infestans de Putumayo la que mostré una
mayor diversidad (0.891) en comparacion con Narifio (0.890), sin embargo el

valor de la diferencia no es significativo (Tabla 8.).

Tabla 8. Loci polimérficos (%), indice de diversidad de Shannon (I),
Heterocigosidad observada (Ho), y Heterocigosidad esperada (He)
identificados dentro de la coleccion de P. infestans de Putumayo y Narifio.

Poblacion Loci Polimorficos (%) || Ho He

PUTUMAYO 100% | 0.891 | 1.000 | 0.556
NARINO 100% {0.890|1.000 | 0.569
Promedio 100% | 0.891|1.000|0.563

| = Indice de Shannon = -1* Sum (pi * Ln (pi))
Ho = Heterocigosidad Observada = No. of Hets / N
He = Heterocigosidad Esperada = 1 - Sum pi*2

La determinacion de alelos Unicos demostré que con los locus G11, F1 y
PI66 se obtuvieron cuatro alelos Unicos para las poblaciones de estudio
(Tabla 9). En las poblaciones del Putumayo se identificé tres de estos, el 158
gue presentd mayor frecuencia, el 166 y el 118 que tienen igual frecuencia, y
en Narifio se identifico con el Locus P166 el alelo 235 con una frecuencia de

0.25, superior a las frecuencias de los alelos unicos de Putumayo.
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Tabla 9. Alelos Unicos por poblacion de P. infestans.

Poblacion Locus | Alelo | Frecuencia
PUTUMAYO | G11 158 0.133
PUTUMAYO | G11 166 0.033
PUTUMAYO | F1 118 0.033
NARINO P166 235 0.250

La identidad genética obtenida entre las dos poblaciones fue alta con un
valor de 0.936, en consecuencia la distancia genética (GD) fue entre
Putumayo y Narifio (GD= 0.066 (Tabla 10).

Tabla 10. Identidad genética (GI) y distancia genética (GD) calculadas segun
Nei (1978) para las poblaciones de Narifio y Putumayo identificados dentro

de la coleccion de P. infestans de Putumayo y Narifio.

PUTUMAYO | NARINO POBLACION
Hokkk 0.936 PUTUMAYO
0.066 ok NARINO

Por encima de la diagonal se lee la identidad genética (Gl), por debajo de la

diagonal se lee la distancia (GD).

El andlisis de diversidad genética a partir de los resultados moleculares
obtenidos con marcadores microsatélites demuestran que P. infestans es un
patdgeno que presenta una alta variabilidad genotipica, el 84% de la
diversidad genética se atribuye a la variacion dentro de las poblaciones
estudiadas en comparacion con el 16 % de variacion entre las dos

poblaciones (Tabla 11).
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Tabla .11 Analisis de varianza molecular (AMOVA) para el analisis de 30
aislamientos de Phytophthora infestans obtenidos de tomate de arbol (S.
betaceum) en los Departamentos de Nariio y Putumayo, mediante

marcadores Microsatélites.

Var.
Fuente de variacion | df SS MS Est %D
st.

Entre Poblaciones | 1 | 2.567 |2.567| 0.126 | 16%

Dentro de
_ 28 119.133|/0.683| 0.683 | 84%

Poblaciones
Total 29 121.700 0.809 |100%

Estadisticos Incluidos: df, grados de libertad; SS, suma de cuadrados; MS, cuadrados

medios; Est. var, varianza estimada;.% D, distribucién de la varianza total.

6.5 Andlisis de similaridad genética y agrupamientos

El dendrograma UPGMA (Figura 14), permitio identificar los aislamientos
iguales dentro de la coleccidén puesto que tenian un coeficiente de similaridad
igual a 1.00 (100 % de similaridad). El control PPI014 obtenido de S.
tuberosum de Peru es lo suficientemente disimilar como para ser usado en la

comparacién con los demas.

El Coeficiente de Correlaciéon Cofenética un r= 0,96 muestra que existe una

estrecha relacion entre la matriz de distancia y la matriz cofenetica.

El dendrograma generado asocidé los 32 aislamientos en tres grupos con
valores de similitud mayores a 0.90. En el Grupo | se encuentran la gran
mayoria de los aislamientos (12 aislamientos) procedentes del Departamento
de Putumayo, y tres aislamientos procedentes del Departamento de Narifio,

asi mismo dentro de este grupo se encuentra el aislamiento control (3210)
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gue es aislado de S. betaceum de Ecuador. El Grupo Il estd compuesto por
10 aislamientos de Narifio y 3 aislamientos de Putumayo; y el Grupo Ill en el
gue solamente se encuentran 2 aislamientos de Narifio. Este ultimo grupo
comparte un valor de similitud de 0.75 con los grupos | y Il que tienen una
similitud de 0.82. Hay que destacar que estos tres grupos contienen todos los
aislamientos obtenidos de S. betaceum y se diferencian claramente del
aislamiento PPi014 obtenido de S. tuberosum ya que su valor de similitud
(0.38) es muy bajo.

Figura 14. Dendrograma generado a partir del analisis con seis cebadores
microsatélites en una poblacion de 30 aislamientos de Phytophthora
infestans procedentes de Narifio y Putumayo.
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Fuente: esta investigacion
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Anélisis de Estructura de Poblaciones.

Los microsatélites fueron analizados usando el software STRUCTURE 2.0
con el objetivo de determinar en cuantos grupos o clusters al interior de la
poblacion pueden clasificarse los individuos. El andlisis bajo diferentes
modelos de mezcla de la poblacidon asumiendo independencia y correlacion
entre los alelos revelo que si existen clusters dentro de la poblacion, y estos
se limitan a dos; entre los modelos evaluados se escogido el de
independencia para cada alelo con indices alfa calculados para cada
poblacion. La figura 15, muestra que existe un valor estacionario para el
numero de clusters a partir de 2, bajo esta consideracién se deriva que el

menor valor del nUmero de clusters es el que mejor representa la poblacion.

La figura 16 muestra para cada individuo su porcentaje de mezcla en
consideracion a los dos clusters determinados para la poblacién. Otra de las
premisas para evaluar la fiabilidad del modelo usado para la determinacion
de la estructura es si esta permite separar claramente individuos de un
cluster respecto a otro, es asi que los individuos 16 a 24 pertenecen al
cluster 2, mientras los individuos de 2 a 5 pertenecen al clister 1, en ambos
casos presentan proporciones considerables de mezcla con el otro cluster
considerado (alrededor del 20%) (Figura 16).
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Figura 15. Numero estimado de Grupos para las dos poblaciones de Narifio y

Putumayo.
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Fuente: esta investigacion

Figura 16. Porcentaje de mezcla de cada aislamiento en consideracion a los

Grupos.

Fuente: esta investigacion
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Andlisis a nivel intrapoblacional

El analisis intrapoblacional generd 15 haplotipos los cuales contienen los
mismos marcadores (Tabla 12), con estos se construyd una red de
expansion minima (Schneider et al., 2000) con el fin de visualizar las
relaciones filogenéticas entre los diferentes haplotipos generados (Figura

17), cada circulo representa un haplotipo.

Tabla .12 Haplotipos encontrados en el andlisis de 30 aislamientos de
Phytophthora infestans obtenidos de tomate de arbol (S. betaceum) en los

Departamentos de Narifio y Putumayo, mediante marcadores Microsatélites.

Haplotipo | marcadores

hl 148 160 230 120 154 253 273
h2 151 130 230 96 146 213 270
h3 148 156 230 120 154 253 273
h4 148 160 230 122 154 253 273
h5 148 160 230 122 154 253 270
h6 148 166 230 120 154 253 273
h7 148 156 230 118 154 253 273
h8 148 158 230 120 154 253 273
h9 151 130 241 96 146 213 270
h10 148 160 230 122 154 253 278
h1l 148 156 230 120 154 253 278
h12 148 156 230 120 154 253 270
h13 151 130 235 96 146 213 270
h14 151 130 235 96 146 206 257
h15 151 130 230 96 146 206 257
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Figura 17. Red minima de expansién de las poblaciones.

La red de haplotipo generada muestra los haplotipos que son representados
por un circulo, y donde cada linea entre los puntos representa un solo paso

mutacional.

Fuente: esta investigacion
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6.4 Distribucion Geogréfica

Cada uno de los puntos de muestreo esta ubicado en un mapa con el fin de conocer la distribucién, y asi
mismo cada uno esta identificado con un color segun el grupo en el que fue asociado en el analisis de
similaridad representado por el UPGMA.

Figura 18. Distribucién geogréfica de los aislamientos caracterizados en este estudio.
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7. DISCUSION
7.1. Andlisis de diversidad genética

En el analisis de los datos obtenidos en esta caracterizacion se obtuvo
con la mayoria de los locus analizados la presencia de dos bandas por
aislamiento, con excepcion del locus 4B en el que se observo la presencia de
3 0 4 bandas por aislamiento. Este locus fue excluido del analisis de
diversidad genética en consideracion a que los programas utilizados en el
andlisis de marcadores codominantes aceptan Unicamente datos de
organismos haploides y diploides; sin embargo fue incluido en el andlisis de

agrupamiento.

En estudios previos de caracterizacion de poblaciones de P. infestans
también se encontraron resultados similares a los de este trabajo, como es el
caso de Knapova y Gisi (2002) donde desarrollaron tres marcadores SSR
polimorficos con los cuales analizaron aislamientos de P. infestans
procedentes de papa y tomate en Francia y Suiza. El trabajo demostré que
en dos loci (incluyendo el loci Pi4B también utilizado en este estudio), se
observo un total de 10 alelos diferentes en las poblaciones de P. infestans.
Por tanto estos autores sugirieron que la recombinacion sexual y la seleccion

en lugar de migraciones de larga distancia pueden explicar esta diversidad.

Asi mismo Lees et al., (2006) desarrollé 12 marcadores microsatélites para el
monitoreo de una poblacién de 90 aislamientos de P. infestans en el Reino
Unido y otros paises, encontraron que los marcadores Pi63 y 4B generaron

tres bandas cuando se utilizaron para amplificar una de las cepas control.
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Sin embargo estos datos fueron atipicos en los 90 aislamientos de P.
infestans de la prueba, y por tanto si se incluyeron en el andlisis. En el caso
de los marcadores Pi26 y Pi65 que también generaron de tres a cuatro
bandas no se consideraron adecuados para su uso en el analisis de la
poblacion y no se incluyeron en el andlisis final. Los autores consideran que
esto puede resultar en una ligera subestimacion de la diversidad en la
poblacién, pero es poco probable que tenga un gran efecto en todos los

marcadores que se utilizan en combinacion.

Chacén, (2007), caracterizd 566 aislamientos de P. infestans recogidos de
diferentes hospederos de solanaceas en Ecuador con cuatro marcadores
SSR (4B, 4G, 2D, y 1F) con el propoésito de evaluar la diversidad genética del
patégeno en el pais. En el analisis de riqueza alélica encontré que los cuatro
loci SSR revelaron cantidades diferentes de riqueza alélica, en comparacion
con todo el conjunto completo de los aislamientos. Setenta y siete alelos
fueron identificados entre los cuatro loci SSR. El locus 4B mostré 33 alelos, el
locus 1F 25 y el locus 2D 9 alelos. EIl andlisis con los cuatro marcadores
SSR identificO mayor diversidad de la que habia sido detectada con
marcadores de uso convencional. Adicionalmente algunas cepas mostraron
mas de dos bandas o alelos por locus, lo que puede indicar posibles

poliploidias o0 aneuploidias. (Chacén, 2007)

En el trabajo de Oliva, (2009) se reporta igualmente de 3 a 6 alelos
identificados para el locus Pi4B posiblemente debido a la duplicacion de este
lugar en el genoma, asi mismo para el locus G11 y D13 mostrando mayor
namero de alelos por locus, con 24 y 21, respectivamente. Esto es
consistente con los reportes anteriormente descritos. Ademas se reporta tres
alelos para el locus Pi63 en algunas cepas, lo que sugiere la existencia de
aneuploidia. Asi mismo el andlisis de la diversidad genética de 271

aislamientos de P. infestans con SSR en China, también mostr6é un patrén de
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bandas que indica tres alelos (206, 214, 218) en el locus de Pi4B. Asi como
en los anteriores trabajos, en esta caracterizacion también plantearon que los
datos de los dos aislados no podian ser utilizados para el analisis estadistico
debido a que este se bas6 en el supuesto de que P. infestans es diploide
(Zhi-Hui Yang, 2009).

La presencia de uno o tres alelos en un locus ha sido descrito previamente
en P. infestans por van der Lee et al., (2004). Este autor demostrd la
presencia de grupos de ligamiento con trisomia en el 10-16% de la progenie
de dos cruces individuales de P. infestans, sugiriendo la trisomia en P.
infestans como un evento frecuente en las poblaciones del patégeno. La
trisomia podria explicar facilmente la presencia de mas de tres alelos
obtenidos con los marcadores microsatélites empleados en esta
caracterizacion, sin embargo y teniendo en cuenta que los aislamientos
evaluados presentan reproduccion asexual, y no se han encontrado reportes
del tipo de apareamiento A2 en Narifio y Putumayo este mecanismo no se
estaria presentando, pero puede ocurrir que la que la poblacion estudiada
esta cambiando por un proceso de recombinacién mitética. Este proceso ha
jugado un papel importante en la evolucion de las poblaciones P infestans a
nivel mundial (McDonald y Linde, 2002) y probablemente también en la
variabilidad genética de las poblaciones del patogeno en S. betaceum. Por
lo tanto es probable que un origen hibrido de los aislamientos podria
asociarse con la formacién de individuos con los niveles del ploidia

diferentes, como lo sugerido para P. andina (Oliva et al., 2010).

Los resultados de esta caracterizacion mostraron un alto polimorfismo
genético por parte de los 6 cebadores microsatélites utilizados, debido a la
ocurrencia en las poblaciones estudiadas de dos o mas alelos por locus, y
donde las frecuencias de estos variaron entre 0.03 y 0.5 siendo menores a

0.95 por lo cual se pudo considerar que el 100% de los locus fueron
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polimorficos en Narifio y Putumayo. Igualmente los resultados mostraron una
elevada relacion entre los aislamientos obtenidos de tomate de arbol en
Narifio y Putumayo con el aislamiento obtenido del mismo hospedero en
Ecuador (aislado 3210), donde se observd la coincidencia de varios alelos
(Tabla 6), esto confirma la similitud en las poblaciones de Phytophthora de
las zonas de Narifio y Valle de Sibudoy con Ecuador, situacién que
previamente habia sido observada por diferentes autores (Jaramillo, 2003;
Lagos, 2002; Erazo y Ordofiez, 2005).

Es importante destacar que siendo poblaciones clonales donde solo se
encontré el tipo de apareamiento Al, los valores de diversidad genética de
Shannon revelaron una alta diversidad genética en las poblaciones
estudiadas (Tabla 8). Esta diversidad genética puede verse afectada de
diferente  manera por distintos procesos evolutivos y ecolégicos o
reproductivos de acuerdo a la actuacion que éstos tengan al nivel de las

poblaciones o de la especie. (Sosa et al., 2002, Gonzélez, 2008).

También se evidencio un promedio alto en la heterocigosidad observada en
comparacion con la esperada (Tabla 8), esperandose un valor de 0.563 y
observando un valor de 1, en consecuencia se encuentra un alta variabilidad
genética, Nei (1978) asegura que el promedio de heterocigosidad es el
método de mediciobn mas adecuado de la variacion genética, pues no
depende la arbitrariedad de la definicion de polimorfismo y puede ser definida

sin ambigledad en términos de frecuencias alélicas. (Sosa et al.,2002).

El indice de heterocigosidad segun Nei (1978) proporciona una
aproximacion de la diversidad genética cuando es comparada en un tiempo
uno y un tiempo dos, especialmente cuando ha sucedido un evento como un
cuello de botella en la poblacién, por lo que es utilizado para medir este
parametro en las poblaciones, por lo cual estos datos pueden ser Utiles para

posteriores estudios de seguimiento de estas mismas poblaciones después
78



de un tiempo, y asi comparar posibles cambios es la estructura genética de
estas.

Nei (1978) define la identidad genética entre dos poblaciones como la
probabilidad de que dos alelos (uno de cada poblacion) sean idénticos. Estos
valores pueden variar entre cero (para poblaciones completamente distintas)
hasta uno (si son genéticamente idénticas), en este estudio se encontré un
indice de identidad genética alto (0.93) entre las dos poblaciones de estudio
(Narifio y Putumayo), y por ende la distancia genética fue baja (0.066) (Tabla
10), siendo inversamente proporcionales, dicha identidad puede estar bajo la

influencia de alelos que comparten las dos poblaciones.

Los marcadores microsatelites evaluados en esta investigacion demostraron
la alta variabilidad genética de P. infestans sensu lato, que no fue detectada
con marcadores convencionales, tales como RFLP’s, y ADN mitocondrial que
fueron realizados en esta mismas poblaciones por parte del Grupo Genética

y Evolucion de organismos Tropicales (Quinto informe MADR, 2010).

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) usado para probar la
estructuracion genética en las poblaciones de estudio mostré una alta
variabilidad genotipica intrapoblacional (84%), mientras que el 16 % de la
variabilidad de P. infestans de este estudio se atribuye a la variabilidad entre
las poblaciones (Tabla 11), mostrando una divergencia genética baja entre
poblaciones y un flujo genético alto entre estas lo que puede generar nuevos
polimorfismos y nuevas combinaciones de genes. La proximidad geografica
que presentan los departamentos de Narifio y Putumayo favorecen el
transporte de material vegetal entre estas zonas con fines de multiplicacion y
siembra pueden facilitar el intercambio de poblaciones de P. infestans y asi
conducir a la mezcla genética entre poblaciones de este patdgeno. Tales
intervenciones humanas facilitan el flujo genético y por ende la variabilidad

se hard mayor dentro de las poblaciones y menor entre ellas.
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La alta diversidad genética en las poblaciones de los patdégenos puede ser
generada por diferentes factores entre los principales esta el flujo de genes,
la recombinacion sexual y asexual; y las mutaciones (Paez, 2005).
Probablemente, la recombinacion asexual y las mutaciones han sido los
factores que mas han contribuido a esta diversidad, ya que el flujo de genes,
interpretado como un fendémeno migratorio de un pais a otro, no fue

considerdo en este estudio.

Las poblaciones de P. infestans estudiadas, estando limitadas al tipo de
apareamiento asexual (Al), mecanismos como, recombinacion mitética y
mutaciones son las fuentes que generan diversidad y han sido propuestos
para explicar cambios genéticos en poblaciones clonales de P. infestans.
(Goodwin, 1997; Abu-ElI Samen et al, 2003). La recombinacién mitética no
comprende la generacion de nuevos alelos, en muchos casos lo que sucede
es que aparecen cambios de loci heterocigotos a loci homocigotos; ademas,
este fenbmeno puede mostrar la variacion recesiva que previamente estaba
oculta en forma heterocigota, lo que significa la pérdida de una banda en el
andlisis de patrones de ADN e indica un polimorfismo (Goodwin, 1997). En
otras especies de Phytophthora como P. cinnamomi la variacion fenotipica
identificada dentro de linajes clonales se explica por recombinacion mitética
(Dobrowolski et al., 2003). Otra explicacion potencial de la variacion nueva
en linajes clonales de P. infestans es la recombinacién parasexual, y aunque
es una probabilidad, no es la explicacion mas frecuente para la mayoria de
los cambios observados (Paez, 2005). En P. ramorum se sugiere que las
poblaciones descubiertas atacando los viveros se pueden caracterizar por la
rapida mutacion, deriva genética y el flujo genético limitado (Goss et al.,
2009).

Bajo estricta reproduccion asexual, la variacion genética entre los aislados se

distribuye entre los genotipos encontrados y estos deben diversificarse con el
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tiempo en linajes clonales discretos caracterizados por una mezcla de

genotipos estrechamente relacionados.

Ya descartada la presencia del tipo de apareamiento A2 de la poblacion
estudiada, las mutaciones causadas por deleciones, inserciones o0
translocaciones son otra fuente primaria de variacion genética y, aunque no
se tiene informacion precisa sobre la tasa de mutacion en P. infestans, estas
serian frecuentes en una epidemia de tizén tardio (Paez, 2005). Una sola
lesion de P. infestans puede producir cientos de miles de esporangios en
ciclos de 4-7 dias (Erwin y Ribeiro, 1996); la tasa de multiplicacién podria ser
aun mayor si las condiciones son favorables para la produccion de
zoosporas, ya que un esporangio puede producir entre 6 y 12 zoosporas
(Erwin y Ribeiro 1996). No obstante, no es necesaria una alta tasa de
mutacion para explicar algin cambio genético (Goodwin 1997).

El genoma completo de P. infestans presenta 17797 genes codificantes de
proteinas y con una distribucion inusual de estos que se debe a que P.
infestans posee un alto porcentaje de contenido repetido (aprox. 74%),
ademas estd compuesto por una serie de efectores patogénicos con una
evolucion constante y un aumento de genes CRN y RXLR y moduladores
con la capacidad de alterar la especificidad de la célula hospedadora. (Hass
et al., 2009). Segun Kamoun, (2009) las secuencias repetidas del genoma de
este patbgeno son muy inestables y generan altas tasas de mutacion, por
eso los genes presentes en ellas tienen mayor probabilidad de cambiar que

aquellos genes que estan en zonas no repetidas.

En contraste, si el intercambio de informacién genética entre los individuos
esta pasando a través de la reproduccion sexual, la variacibn genémica debe
distribuirse uniformemente a través de los aislamientos. Conclusion similar
podria inferirse de altos valores de heterocigosis esperada en todos los loci,

ya que es posible que los valores altos de heterocigosidad estan
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relacionados con la naturaleza de los marcadores de microsatélites debido a
que estas regiones muestran mayores tasas de mutacion que otros
marcadores genotipicos (Schlotterer, 2000; Estoup et al, 2002; Nybom,
2004). En alta poliploidia tales mutaciones pueden acumularse mas
rapidamente con el tiempo y puede resultar en un aumento de la
heterocigosidad (Loh et al., 2009).

La variabilidad presentada por los patéogenos del género Phytophthora hace
que las estrategias comunes de control resulten ineficientes después de
cierto periodo de aplicacion. Asi, las estrategias de control de la enfermedad
por parte de los agricultores y campesinos deberan ser enfocadas hacia una
poblacién de patdgenos y no hacia uno o pocos individuos, y entender la
estructura de las poblaciones en cuestion ayuda a predecir como la
poblacion del patdgeno se desenvolvera en respuesta a las practicas de
control (McDonald y Linde, 2002).

7.2 Estructura Poblacional y distribucién geogréfica.

El dendrograma obtenido con el método de agrupacién de UPGMA
que se representa en la figura 14, mostré un coeficiente cofenético elevado
(r=0,96), lo que indica un buen ajuste de los datos originales a la agrupacion
lograda, ademas se caracteriza por la presencia de ramas relativamente
cortas indicando alta similitud genética (Belaj et al., 2004). Este andlisis de
grupos realizado demuestra que los aislamientos de P. infestans estudiados
no presentan muchas diferencias entre si, ya que mostraron coeficientes de
similitud generalmente altos (1,0), estos valores superan el 0,75 de similitud
entre los grupos formados. Este agrupamiento esta soportado por el andlisis
de estructura de poblaciones donde nos indic6 que el menor niumero de
grupos es el mejor para representar a la poblacion, en este caso dos grupos,

sin embargo se tuvo en cuenta el tercero ya que presentd una similitud
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menor y Unicamente dos aislamientos que pueden presentar caracteristicas o

alelos particulares.

Inicialmente existe la separacion del aislamiento PPi014 considerado
procedente de Peru y obtenido del hospedero S.tuberosum a una distancia
menor a 0.38, del grupo de los demas aislamientos obtenidos de S.
betaceum, observandose una diferenciacion clara entre estos, ya que el
aislamiento obtenido de papa pertenece al linaje clonal EC-1 y haplotipo
mitocondrial lla (Jaramillo, 2003) y los otros grupos contienen aislamientos
de linaje clonal EC-3 y haplotipo mitocondrial |-a caracteristico de
Phytophthora aislada de tomate de arbol.

Los resultados confirman la aplicabilidad para la discriminacién de linajes
clénales obtenida a partir del andlisis de SSRs, coincidiendo con los
resultados de Oliva et al.,, (2006) quienes a partir del analisis de
componentes principales de 200 aislamientos de P. infestans obtenidos en
los altos andes de Ecuador y 9 aislamientos usados en la caracterizacion por
SSRs presentada por Lees et al., (2006), pudieron diferenciar claramente los
linajes EC-1, EC-2, EC-3 y US-1 siendo grupos previamente descritos en
Ecuador (Ordofiez et al., 2000; Adler et al., 2004) diferenciados de los

aislamientos utilizados por Lees et al., (2006).

El resultado de agrupamiento de los asilamientos obtenidos de tomate de
arbol muestra que existe la separacion de tres grupos. El Grupo | contiene
los aislamientos obtenidos de tomate de arbol en su gran mayoria ( 12 de los
15 analizados) procedentes de 4 municipios (Santiago, Colon, Sibundoy y
San Francisco) del departamento de Putumayo, 3 aislamientos
pertenecientes a los municipios de Pasto y Consacé del Departamento de
Narifio y el aislamiento control 3210 obtenido del mismo hospedero en
Ecuador. Esto es evidencia de una alta similitud entre las poblaciones del

patbgeno en cultivos de Narifio y Putumayo; y posiblemente estas
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poblaciones tengan algun parentesco con las poblaciones del Ecuador, pero
en este estudio no podemos afirmarlo ya que solamente se tomd un
aislamiento de Ecuador y este fue utilizado como control positivo, ademas en
Ecuador la especie que ataca los cultivos de tomate de arbol se conoce
como P. andina perteneciente al linaje clonal EC-3 reportada por Ordofiez et

al., (2000), aunque el origen de esta especie aun no es muy claro.

El segundo grupo encontrado contiene gran parte de los aislamientos (10 de
15 aislamientos) procedentes del municipio de Buesaco, Pasto, e lles del
Departamento de Narifio y 3 aislamientos provenientes de los municipios de
Santiago, San Francisco y Colon en Putumayo. Finalmente en el Grupo Il
se ubican dos aislamientos que pertenecen al Municipio de la Unién del

Departamento de Narifio.

Teniendo en cuenta esta forma de agruparse, es evidente que los aislados
tienden a organizarse dentro de clados por zonas geogréficas, sin embargo,
existen aislamientos compartidos entre el Grupo | y Il, y los valores de
similitud entre los grupos son altos, concluyendo que no existen grandes
diferencias basadas en términos de distancias geograficas, lo que puede
corroborase con el andlisis de varianza molecular el cual revelo que existe

mayor variacion genética dentro de las poblaciones que entre estas.

Los resultados obtenidos en el analisis de agrupamiento y reflejados en el
mapa mostraron alguna evidencia de subestructuracion geografica en Narifio
y Putumayo, donde se observ6 una clara diferenciacion en tres zonas, la del
valle de Sibundoy en el putumayo en donde se encuentran la mayoria de los
aislamientos que se ubicaron en el GRUPO IlI, la segunda en el
departamento de Narifio en donde se distribuyen gran parte de los
aislamientos del GRUPO |, y la tercera en donde se ubica un subgrupo de la
poblacion de Narifio conformado por los dos aislamientos del municipio La

Unién que se organizaron de manera independiente en el GRUPO lII.
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En Ecuador se ha establecido que la subestructuracion geogréafica puede
estar relacionada con varios factores como aislamiento geografico, la
adaptacion a determinadas condiciones climaticas, y la especificidad de
huésped (Chacdn, 2007). En este estudio la distancia geogréafica entre las
regiones no es considerable, pero el principal factor que restringe el flujo de
genes probablemente sea por la barrera de grandes alturas y por
caracteristicas biogeograficas de cada zona como la media de
precipitaciones y la temperatura son diferentes en los dos departamentos de
estudio. De igual manera los esporangios de P. infestans son susceptibles a
la radiacion solar y esto también puede restringir el transporte aéreo en las
tierras altas (Mizubuti et al., 2000). Por lo tanto, todas estas circunstancias
pueden estar limitando en alguna medida el intercambio de informacién

genética y haciendo que estas poblaciones se estructuren de esta manera.

El analisis intrapoblacional de redes a partir de los 15 haplotipos generados
(Tabla 12), demostré una red relativamente compacta (Figura 17), lo que
indica que estas poblaciones se estan limitado a un pequefio nimero de
haplotipos estrechamente relacionados en su mayoria, los haplotipos
distantes ubicados al margen de la red, y relacionados solamente con un
haplotipo, puede ser bien el resultado de eventos de mutacién raras o eran

inmigrantes de lugares con genotipos intermedios (Goss et al., 2009).
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CONCLUSIONES

Los marcadores microsatélites utilizados en este trabajo presentaron
un elevado porcentaje de polimorfismo, encontrando un nuimero total de 24

alelos diferentes definidos para los 6 marcadores evaluados.

El locus mas polimérfico y el que presenté mayor numero de alelos fue el
Locus 4B, revelando asi que las poblaciones asexuales de P. infestans

presentan un cierto grado de poliploidia.

Las frecuencias alélicas de menor valor detectadas en este estudio
corresponden con alelos dnicos, presentes exclusivamente en uno o dos
aislamientos de la poblacion. Estos alelos son de gran interés ya que pueden

servir de marcadores especificos de aislamientos determinados.

El andlisis de diversidad genética de P. infestans mediante SSRs, mostré un
porcentaje alto de variabilidad genética dentro de las poblaciones de Narifio y
Putumayo y muy bajo que entre ellas, variabilidad que posiblemente puede
ser ocasionada por recombinacion mitdtica y mutaciones, ya que se descarta

la posibilidad de cambios por recombinacién sexual.

El andlisis de agrupamiento demostrd una clara diferenciacién de tres grupos
observandose relacion con la zona biogeografica de donde fue aislado el
patdgeno, asi mismo permitié realizar una diferenciacién clara de linajes
clonales de estos aislamientos comparandolos con el control obtenido de S.

tuberosum.
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RECOMENDACIONES

El estudio de la diversidad genética de P. infestans sensu lato es de
suma importancia para la determinacion del comportamiento del mismo, su
monitoreo, seguimiento y a la vez para el futuro desarrollo de estrategias
apropiadas de manejo de la enfermedad y control del patégeno. En este
sentido es recomendable evaluar los niveles de resistencia a productos
comerciales de los clusters encontrados en el patdégeno y de los niveles de
virulencia de las poblaciones. Adicionalmente es recomendable evaluar los
niveles de resistencia de las cultivares usados por los agricultores en los

departamentos de Narifio y Putumayo

Realizar mas estudios a nivel intrapoblacional a través del tiempo, y llevando
un registro permanente de factores externos a la poblacion (condiciones
climatolégicas, eventos por accion del hombre) para asi poder monitorear la
evolucién de las poblaciones en determinadas zonas geogréaficas de gran

impacto de la enfermedad y determinar las causas de su variabilidad.
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ANEXOS



ANEXO A. Formato de registro de los cultivos de Solanum betaceum utilizados en el estudio

Liseritod  Oecden
Ministerio de Agriculra
y Desarrollo Rural

MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL - UNIVERSIDAD DE NARINO -

GRUPO DE INVESTIGACION GENETICA DE PATOSISTEMAS

FORMATO DE REGISTRO CULTIVOS DE Solanum betaceum

Cod. Fecha Propietario de cultivo Localizacién Coor. GPS Aplicacion de fungicidas Material infectado
Dpto./mun: N Cuales: Si no
Cor. Ver. 0 Phytophthora
Alt Ultima Fum:
Variedad cultivo Parte de la planta Observaciones Responsable
Hoja ‘ Tallo ‘ Fruto
Cod. Fecha Propietario de cultivo Localizacién Coor. GPS Aplicacion de fungicidas Material infectado
Dpto./mun: N Cuales: Si no
Cor. Ver. 0 Phytophthora
Alt Ultima Fum:
Variedad cultivo Parte de la planta Observaciones Responsable
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ANEXO B. Registro de Aislamientos incluidos en esta caracterizacion.

Aislamiento Fecha Propietario Depto. Municipio Corregimiento GrN | MinN | SegN | GrO | MinO | SegO | Altura | Precision Variedad
Aislamientos Putumayo
P8001 8-Sep-08 Evert Noguera Putumayo SANTIAGO MUCHIVIOY 1 7 381 77 0 616 | 2296 11 HIBRIDO
P8005 8-Sep-08 Fredy Bravo Putumayo SANTIAGO CASCAJO 1 7 846 77 1 160 | 2247 9 ND
P8008 13-Sep-08 Jhon Buesaquillo Putumayo SANTIAGO BALSAYACO 1 6 949 | 76 58 619 | 2078 9 COMUN
P8012 14-Sep-08 Salvadora Chasoy Putumayo COLON LOS TERMALES 11 11 6 76 58 | 22.8 | 2094 9 INJERTO
P8031 27-Sep-08 Pablo Jacanamejoy Putumayo SANTIAGO QUINCHUAPAMBA | 1 8 44 | 76 59 | 20.8 | 2088 11 COMUN
P8066 5-Oct-08 Florentino Quinchoa Putumayo SANTIAGO VICHOY 1 10 157 76 59 528 | 2101 | Noregistra COMUN
P8070 11-Oct-08 Jose Jasoy Putumayo COLON LAS PALMAS 1 11 765 76 57 456 nn No registra COMUN
P8075 11-Oct-08 Francisco Zamora Cordoba Putumayo COLON SAN PEDRO 1 13 100 76 56 455 | 2168 8 INJERTO
P8087 7-Nov-08 Manuel Carlosama Putumayo | SAN FRANCISCO CASCO URBANO 1 10 629 76 52 694 | 2148 13 ND
P8093 7-Nov-08 Yuly Mora Putumayo | SAN FRANCISCO CHINAYACO 1 9 426 76 54 223 | 2150 8 COMUN
P8098 7-Nov-08 Marcial Lopez Putumayo | SAN FRANCISCO CHINAYACO 1 9 450 76 54 100 | 2142 9 HOLANDES
P9128 23 ene 09 Rosa Chunque Putumayo SIBUNDOY EL EJIDO 1 11 225 | 76 56 7.4 2081 7 COMUN
P9158 5-Feb-09 Parmenide Matabanchoy Putumayo SIBUNDOY SAN FELIX 1 10 341 | 76 55 0.35 | 2104 19 COMUN
P9159 6-Feb-09 Franco Canchala Putumayo SIBUNDOY VILLA FLOR 1 12 383 | 76 55 5 2199 | Noregistra | COMUN
P9164 6-Feb-09 Evelia Mufioz Putumayo SIBUNDOY SAN FELIX 1 12 413 | 76 55 | 10.6 | 2201 13 COMUN
Aislamientos Narifio

N9001 22 ene 09 Jose Silvio Santacruz NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA | 1 18 801 77 8 470 | 2188 | No registra ND
N9003 22 ene 09 Jose Silvio Santacruz NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA | 1 18 801 | 77 8 470 | 2188 | Noregistra | INJERTO
N9004 22 ene 09 Jose Silvio Santacruz NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA | 1 18 801 | 77 8 470 | 2188 | Noregistra | INJERTO
N9005 22 ene 09 Maria Sara Paz NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA | 1 18 801 | 77 8 470 | 2188 | No registra ND
N9010 22 ene 09 Luis Alberto Loaiza NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA | 1 18 874 | 77 8 521 | 2173 | Noregistra ND

106




N9015 22 ene 09 Gerardo Diaz NARINO BUESACO MEDINA OREJUELA 19 239 77 8 574 | 2131 | No registra INJERTO
N9030 22 ene 09 Sin registro NARINO BUESACO LLANO LARGO 20 02,6 | 77 10 53,8 | 2343 5 COMUN
N9036 2-Feb-09 Maria Concepcién Rodriguez NARINO BUESACO ROSAL DEL MONTE 17 38,7 | 77 10 42,3 | 2543 | No registra ND
N9046 20-Feb-09 Fanny Jojoa NARINO PASTO MOCONDINO 11 9 77 14 8,9 | 2796 12 COMUN
N9056 25-Mar-09 Bosco Gil Armero NARINO CONSACA ELTEJAR 12 [ 52,74 | 77 27 | 33,7 | 1861 | Noregistra | COMUN
N9057 25-Mar-09 Bosco Gil Armero NARINO CONSACA ELTEJAR 12 52,8 | 77 27 | 33,6 | 1892 | Noregistra | COMUN
N9065 26-Mar-09 Antonio lles NARINO ILES VILLA NUEVA 58 41,1 | 77 32 4 2938 5 MANZANO
N9071 30-Jun-09 Manuel Araujo NARINO LA UNION Chical Alto 35 8.4 77 6 7,2 1951 8 INJERTO
N9072 30-Jun-09 Segundo Mufioz NARINO LA UNION Nn 35 31,9 | 77 5 21 2095 5 HOLANDES
N9073 30-Jun-09 - NARINO PASTO OBONUCO 11 9 77 14 8,9 2543 10 ND
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