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I RESUMEN

El jitomate es uno de los cultivos de mayor importancia en el pais, en Michoacan es
la hortaliza con mayor superficie cultivada y la de mayor produccién. Sin embargo, es
afectado por el tizén tardio, una devastadora enfermedad capaz de ocasionar el
100% de destruccién de una zona productora en unos cuantos dias, si las medidas
de control no son implementadas a tiempo. La enfermedad es causada por el
oomiceto Phytophtora infestans, organismo que presenta una alta variabilidad
genética en lo que respecta a virulencia, agresividad y sensibilidad a fungicidas. Para
que adecuadas practicas de manejo de la enfermedad sean aplicadas, es necesario
conocer la estructura y dinamica poblacional del patogeno. Existen una serie de
marcadores tanto genotipicos como fenotipicos que proporcionan una amplia
informacion sobre las caracteristicas de la poblacion o poblaciones existentes en una
determinada regién. Los trabajos sobre poblaciones de P. infestans se han enfocado
principalmente a la parte central del valle de México y al cultivo de papa, siendo los
estudios enfocados a otras regiones del pais y al cultivo de jitomate muy escasos. El
objetivo de este estudio fue llevar a cabo la caracterizacién de poblaciones de P.
infestans atacando al jitomate en Michoacan, tanto en campo como en invernadero,
utilizando diferentes marcadores (tipo de compatibilidad, sensibilidad al mefenoxam,
genotipos isoenzimaticos y haplotipos mitocondriales). Ademas, se determiné si los
aislamientos obtenidos eran infectivos en papa y jitomate. Asimismo, se realizaron
pruebas de compatibilidad/incompatibilidad reproductiva realizando cruzas entre
aislamientos con tipos de compatibilidad opuestos de estos dos hospederos. En
campo se obtuvieron aislamientos con los dos TC, asi como organismos
homotalicos, mientras que en invernadero unicamente se obtuvo el TC A2. Los
aislamientos obtenidos en campo fueron mas sensibles al mefenoxam mientras que
los de invernadero la mayoria fueron tolerantes. Se detectaron tres genotipos dilocus
para los isoenzimas Glucosa 6-fosfato-isomerasa y Peptidasa. Se detectd el
haplotipo mitocondrial 1-a. De acuerdo con los resultados obtenidos se concluy6 que
los genotipos de las poblaciones que atacan tanto a los cultivos de papa como de

jitomate en Michoacan son similares, ya que en ambas se lleva a cabo la
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reproduccion sexual y que no existe incompatibilidad ni especificidad de hospederos

de P. infestans.




II. SUMMARY

Tomato is one of the most important crops in Mexico, in the state of Michoacan is the
horticultural crop with the largest acreage and the highest production. However, the
yield of tomato is affected by the disease late blight, that could be devastating and
able to cause 100% destruction on a producing area in a few days, if control
measures are not implemented on time. The disease is caused by the oomycete
Phytophthora infestans, an organism with high genetic variability in virulence,
aggressiveness and sensivity to fungicides. Knowing the structure and dynamic of the
pathogen population in a given geographic region could help us to implement
appropriate practices for disease management. In order to study the populations of P.
infestans, there are several markers both genotypic and phenotypic that provide
extensive information about population characteristics in a given region. The studies
of P. infestans have focused mainly on the populations of the central valley of Mexico
on potato crops being the work done on populations that affect other regions of the
country and on the tomato crop scarce. The aim of this study was to characterize
populations of P. infestans attacking tomato in Michoacan in the field as well as in
greenhouse, using different markers (mating type, metalaxyl sensitivity, isozyme
genotype and mitochondrial haplotypes). Also it was determined whether the isolates
were infective on potato and tomato and strains with opposite mating types obtained
from these two hosts were crossed to test if reproductive compatibility existed
between them. Isolates with both mating types were found in the field, as well as
homothallic organisms. In the greenhouse only mating type A2 was detected. Most
field isolates were sensitive to mefenoxam, while in the greenhouse the majority were
tolerant. Three dilocus genotypes were detected for isozyme Glucose 6-phosphate
isomerase and peptidase. The mitochondrial haplotype |-a was detected. According
to the results obtained, it was concluded that the populations attacking both potato
and tomato crops in Michoacan are similar, in both sexual reproduction takes place
and that there is no reproductive incompatibility or host specificity of P. infestans.




ll. INTRODUCCION GENERAL

La horticultura en México es una de las areas agricolas mas dinamicas y con mayor
capacidad exportadora. Se producen alrededor de 70 variedades de hortalizas, entre
las cuales sobresale el jitomate como la mas consumida y de mayor valor econémico
en el mundo (Esquinas-Alcazar y Nuez 1995, SIACON 2007). Sin embargo, existen
enfermedades que constituyen un factor limitante en la produccion de este cultivo. Se
han reportado cerca de 200 patologias del jitomate con diversas causas y etiologias
(Tigchelaar 1991). Dentro de las mas importantes se encuentra el tizon tardio,
enfermedad que es conocida por su efecto devastador en los cultivos que ataca,
siendo la papa, ademas del jitomate las principales especies afectadas (Agrios 2005,
Garry et al. 2005, Klarfeld et al. 2009). Aunque las poblaciones de P. infestans que
afectan a la papa han sido ampliamente estudiadas en México, principalmente en el
valle de Toluca, la informacién que existe acerca de las que atacan a jitomate es
escasa. El presente trabajo se realizé con el fin de evaluar la variabilidad genética de

estas poblaciones en Michoacan.

l1.1. ORIGEN, TAXONOMIA Y CULTIVO DEL JITOMATE

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta perteneciente a la familia
Solanaceae. Las solanaceas se encuentran dentro de las Angiospermas, son una de
las familias mas grandes y econdmicamente importantes del mundo, se estima que
posee 96 géneros y aproximadamente 2300 especies (D’Arcy 1991, citado por
Spooner et al. 1993). Dentro de estas el género Solanum es el mas importante, ya
que, se calcula que consta con 1000 a 2000 especies (Bohs y Olmstead 1997, Bohs
2005). Ademas del jitomate existen otras especies de importancia dentro de la
agricultura a nivel mundial que son: la papa (S. tuberosum L.) y la berenjena (S.

melongena L.).

La palabra jitomate procede del vocablo nahuatl xitomatl, xihtli (ombligo) y tomatl
(tomate), que significa tomate de ombligo (Medina-Ramos 1999). Los parientes

silvestres del jitomate son nativos de la parte occidental de Suramérica a lo largo de
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la costa y los Andes del centro de Ecuador, a través de Peru y al norte de Chile,
ademas de las Islas Galapagos (Smith 2001, Peralta y Spooner 2007). Se cree que
muy probablemente el ancestro del jitomate es el cherry silvestre (Solanum
lycopersicum L. var. cerasiforme (Alef.) Fosberg) que crece espontaneamente en las
regiones tropicales y subtropicales de América y se ha extendido a lo largo de los

tropicos de todo el mundo (Esquinas-Alcazar y Nuez 1995, Peralta y Spooner 2007).

Se considera a México y a Peru como los posibles centros de domesticacion para el
jitomate (Tigchelaar 1991, Esquinas-Alcazar y Nuez 1995, Smith 2001). Sin embargo,
las evidencias que se han presentado para ambas hipotesis, no han sido suficientes
para establecer o descartar una u otra, por lo cual, es necesaria la realizacién de
estudios moleculares que ayuden a dar claridad a esta controversia. Se podria
considerar la posibilidad de que este cultivo pudo haber sido domesticado en ambos

lugares de manera independiente (Peralta y Spooner 2007).

El jitomate ha sido consumido en México desde la época prehispanica (Smith 2001).
Después de la conquista los espafioles difundieron este fruto por todo su imperio y
por Europa, de alli se difundié a los paises Asiaticos y Africanos, ademas a Estados
Unidos y Canada (Esquinas-Alcazar y Nuez 1995, Smith 2001). En la actualidad ha
adquirido importancia econdémica en todo el mundo, es la hortaliza mas consumida
en numerosos paises y su demanda aumenta constantemente (Esquinas-Alcazar y
Nuez 1995). Su versatilidad para consumo en fresco o en conserva y su
adaptabilidad han jugado un papel fundamental en su rapida y extensa utilizacion
(Tigchelaar 1991, Peralta y Spooner 2007).

México es el principal exportador de jitomate fresco (Foreign Agricultural
Service/lUSDA 2009) y ocupa el décimo lugar de produccion a nivel mundial; en el
2008 se produjeron mas de 2.93 millones de toneladas, ocupando el sexto lugar de
productos agropecuarios del pais, después de la cafna de azucar, el maiz, la leche de
vaca, las naranjas y el trigo (FAOSTAT 2010). En Michoacan el jitomate es la
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hortaliza con mayor superficie cultivada y la de mayor produccion (SIACON 2007).
Se cultiva en 53 municipios con una superficie de 5,351 hectareas y una produccién
de casi 200,000 toneladas anualmente (Becerra-lbarra 2010). Es considerado como
uno de los cultivos lideres en materia de generacion de valor agregado, desarrollo y
aplicaciéon de tecnologias con lo que se da mayor fortaleza al sector y mejores
condiciones de vida a los productores, ademas genera una importante numero de
empleos y gran derrama econdmica en las regiones productoras (Becerra-lbarra
2010).

lll.2. GENERALIDADES DE Phytophthora infestans
lll.2.1. Biologia del patégeno

El causante del tizén tardio es un organismo llamado Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary, un patégeno hemibiotrofico, perteneciente al Phylum Oomycota del reino
Stramenipila, dentro del cual también se encuentran las algas pardas y las diatomeas
(Manfrim 2002, Kamoun y Smart 2005). ElI micelio de este patégeno es hialino y
cenocitico con nucleo diploide, produce esporangios ovoides, elipsoides a
limoniformes, semipapilados y caducos que se desarrollan sobre las puntas de
esporangioforos ramificados (Erwin y Ribeiro 1996, Agrios 2005). En los sitios donde
los esporangios son producidos los esporangioforos forman hinchamientos que son
caracteristicos de este oomicete (Erwin y Ribeiro 1996). Los esporangios germinan
generalmente liberando zoosporas biflageladas, pero si las condiciones de
temperatura varian, los esporangios pueden germinar directamente produciendo un
tubo germinativo (Agrios 2005, Hardman 2009). Las zoosporas poseen dos flagelos
con orientacion y posicion diferente, un flagelo largo con mastigonemas plumosos y
uno mas corto, delgado y cilindrico, en forma de latigo (Jaramillo-Villegas 2003,
Judelson y Blanco 2005).

P. infestans es un organismo heterotalico que presenta dos tipos de compatibilidad

(TC), conocidos como TC A1y TC A2, estos se diferencian por la produccion de
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diferentes tipos de hormonas, capaces de inducir la formacion de gametangios del
TC opuesto (Ko 1978). Cada tipo de compatibilidad o tipo de apareamiento es
bisexual, capaz de producir oogonios o anteridios a partir de la diferenciacién de su
micelio vegetativo; la fusidon entre gametangios de tipos de compatibilidad opuestos,
resulta en la formacion de una oospora (Galindo y Gallegly 1960, citado por Paez et
al. 2004). La oospora puede permanecer latente en el suelo hasta la préxima
siembra, ya que puede resistir condiciones desfavorables, tales como sequia, bajas
temperaturas y ausencia de hospedantes (Agrios 2005, Griunwald y Flier 2005).
Pueden sobrevivir en el suelo de 2 hasta 4 anos (Fry et al. 1993, Turkenstein et al.
2000).

l1l.2.2. Tizén tardio
P. infestans ademas del jitomate y la papa, tiene hospederos que incluyen un gran
numero de especies dentro de las solanaceas, la mayoria pertenecientes al género
Solanum, pero también a integrantes de géneros como: Petunia, Calibrachoa y
Nicotiane (Erwin y Ribeiro 1996, Becktell et al. 2006, Chacon-Acosta 2007). Los
principales factores climaticos que favorecen el desarrollo y diseminacién del tizon

tardio son las bajas temperaturas y la alta humedad (Fry 1998, Agrios 2005).

El oomicete puede infectar al jitomate en cualquier estadio de desarrollo del cultivo
(Agrios 2005). Ataca la parte area de las plantas, observandose la presencia de
lesiones café oscuras a negras sobre foliolos, tallos y frutos, las cuales pueden ser
pequenas al principio y poseer bordes cloréticos, que se expanden rapidamente y
llegan a ser necréticas (Schumann y D'Arcy 2000). Cuando la humedad relativa es
mayor de 90%, los esporangios son formados sobre las superficies inferiores de las
hojas y sobre los tallos y frutos afectados (Stevenson 1991, Torres 2002). La
esporulacion puede ocurrir entre 3 a 26 °C, pero el rango 6ptimo es de 18 a 22 °C. A
temperaturas menores de 15 a 18 °C los esporangios germinan generalmente por
liberacién de zoosporas, sin embargo, a temperaturas mayores, entre 21 a 26 °C

germinan directamente produciendo un tubo germinativo (Schumann y D'Arcy 2000,
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Agrios 2005). Si las condiciones antes mencionadas se presentan, esta enfermedad
es capaz de destruir totalmente las plantas de una zona de cultivo en tan sélo una o
dos semanas y aun cuando las pérdidas en el campo sean insignificantes, los
jitomates pueden ser infectados durante la cosecha y pudrirse mientras son
almacenados si no se aplican métodos de control adecuados (Fry 1998, Schumann y
D'Arcy 2000, Agrios 2005).

Esta enfermedad ha causado grandes dafios a la produccién de jitomate en
diferentes partes del mundo, especialmente en los Estados Unidos en donde se han
reportado numerosas epidemias que han afectado el rendimiento de dicho cultivo
generando la pérdida de importantes sumas de capital (Legard et. al. 1995, Goodwin
1997, Wangsomboondee et. al. 2002, Deahl 2007). En México y particularmente en
Michoacan, no existen registros oficiales sobre las pérdidas que genera la presencia
del tizéon tardio en jitomate, ya que, los productores utilizan grandes cantidades de
fungicidas para controlar al patdogeno. Generalmente los que mayores pérdidas
sufren, son los pequenos agricultores que no cuentan con los medios para obtener
los productos necesarios ni el asesoramiento profesional para la prevencion y el

manejo de la enfermedad.

1ll.2.3. Ciclo de la enfermedad
Cuando no se lleva a cabo la reproduccién sexual, el patdégeno sobrevive como
micelio sobre tubérculos de papa, que quedan después de la cosecha o son
arrojados a los bordes del campo. Los esporangios pueden ser producidos en los
tubérculos infectados o en nuevos brotes en la primavera siguiente. Las corrientes de
aire transportan a los esporangios a nuevos foliolos de plantas de papa o jitomate,
dentro del mismo cultivo o cultivos circundantes. Algunas veces las semillas de estas
dos especies pueden estar infectadas y contribuir al inicio de un brote de tizén tardio.
Unos dias después de la infeccidon, nuevos esporangios son producidos y son
dispersados por el viento o por el agua a nuevas partes de la misma planta o a

nuevas plantas. También pueden ser transportados por el agua a través del suelo
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para infectar los tubérculos de papa. Si ambos tipos de compatibilidad se ponen en
contacto, se pueden producir las oosporas que sobreviven en el suelo en residuos
del cultivo. Cuando las condiciones son favorables nuevamente, las oosporas

germinan produciendo esporangios (Schumann y D'Arcy 2000).

lll.2.4. Control
El manejo integrado del tizon tardio mediante la aplicacién de fungicidas de contacto
y sistémicos, junto con practicas sanitarias adecuadas, es la manera mas comun y
efectiva para prevenir y controlar la enfermedad (Stevenson 1991). Adicionalmente
se utilizan variedades resistentes de papa en algunos lugares. Sin embargo, estas
deben mejorarse continuamente debido a que el patdgeno es capaz de infectar estas
variedades, por su continua y rapida evolucién (Grinwald y Flier 2005, Klarfeld 2009,
Widmark 2010). Los fungicidas que controlan el tizén tardio so6lo son efectivos si son
aplicados antes o cuando se acerca el tiempo de infeccion (Bodker y Nielsen 2001).
Por lo cual, se han desarrollado sistemas de prediccion, tales como el BLITECAST
que se basan en las condiciones de temperatura, lluvia y humedad, para identificar
los periodos en los que la aplicacion de fungicidas sera mas eficiente en el control de
la enfermedad, estos han sido de gran ayuda para evitar el uso excesivo de estos

agroquimicos (Stevenson 1991, Hansen et al. 2001).

Entre las practicas culturales para el control de la enfermedad se recomiendan la
eliminacién de los monticulos de desecho de la plantacion, asi como la destruccion
de plantas de papa y jitomate espontaneas, ya que cualquier material vegetal sirve
como fuente de indculo para campos de cultivo cercanos. No plantar papa cerca de
jitomate o viceversa u otros cultivos pertenecientes a las solanaceas. Asegurarse de
que cualquier material biolégico importado de areas con tizén tardio haya pasado por
el programa de certificacion y que se encuentren libres del patégeno (Stevenson
1991, Torres 2002).
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Como otra alternativa, se ha demostrado el uso potencial de antagonistas
microbianos de P. infestans, entre los que se incluyen especies de bacterias y
hongos que evitan el desarrollo de la enfermedad, sobre todo en ambientes
controlados o en lugares en los que las condiciones no favorecen al patégeno
(Lozoya-Saldana et al. 2006b).

l1.3. CARACTERIZACION DE POBLACIONES DE Phytophthora infestans

La caracterizacion de las poblaciones de P. infestans permite entender el
comportamiento, evolucion y dinamica poblacional de este patogeno en las diferentes
regiones del mundo. De esta manera, se puede verificar que las practicas de manejo
y las herramientas de prediccion, asi como las estrategias de produccion de papa y
jitomate sean adecuadas para las poblaciones del patégeno contemporaneas, lo que
permite mejorarlas y proporcionar soluciones practicas al problema del tizon tardio
(Fry et al. 1993, Cooke y Lees 2004, Jarrin 2006). Existen varios marcadores
fenotipicos y genotipicos que permiten el estudio de las poblaciones de P. infestans
(Cooke y Lees 2004).

111.3.1. Tipo de Compatibilidad (TC)
El monitoreo de la presencia de los TC A1 y A2 en una determinada localidad o
region, es importante porque permite conocer si se estad llevando a cabo la
reproduccion sexual entre las poblaciones de P. infestans presentes. Debido a que la
reproduccion sexual produce mayor variabilidad y acelera la adaptacion evolutiva en
una poblacion, en los sitios donde esta se presenta, continuamente aparecen nuevas
cepas del patégeno con mayor virulencia y diversidad genética, o que resulta en
nuevas y complejas razas fisioldgicas (Fry et al. 1993, Goodwin et al. 1995, Agrios
2005). De esta forma la capacidad de adaptacion del patégeno se incrementa y se

reduce la previsibilidad del manejo de la enfermedad (Cooke y Lees 2004).

10
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lll.3.2. Sensibilidad a fungicidas
El mefenoxam (metalaxyl-M) es un fungicida agricola sistémico, especifico para el
control de oomicetos (Matheron 2001). Interfiere con la sintesis de ARN ribosomal,
con lo cual evita la liberacion, movimiento y germinacién de zoosporas; inhibe el
crecimiento micelial y formacién de esporangios y haustorios secundarios en los
tejidos de la planta (Matheron 2001, Torres 2002). El metalaxil inicialmente fue
aplicado sélo y al igual que otras acilalaninas, al actuar sobre sitios especificos del
patogeno, favorece un rapido desarrollo de resistencia (Oyarzun et al. 1998, Jaime-
Garcia et al. 2000). Esto ha dificultado el manejo de la enfermedad, en las diferentes
partes del mundo donde se ha detectado (Cohen y Reuveni 1983, Matuszak et al.
1994, Sujkowski et al. 1995). Debido a que el mefenoxam es ampliamente usado
para combatir el tizén tardio y a que la resistencia del patdégeno a este fungicida es
hereditaria, la prueba de sensibilidad se usa como un marcador para caracterizar una

poblacién (Garay-Serrano 2005).

111.3.3. Genotipos Isoenzimaticos
Una isoenzima es una variante de una enzima que comparte la misma funcion
catalitica en el metabolismo celular. Los isoenzimas cuyas variantes son codificadas
en el mismo locus son llamadas aloenzimas (Goodwin 2004, Martinez et al. 2010).
Las isoenzimas se utilizan para identificar la diversidad de organismos dentro
poblaciones y proveen evidencia genética de diploidia (Tooley et al. 1989, Fry et al.
1993, Jaramillo-Villegas 2003). Pueden detectarse y separarse mediante
electroforesis sobre geles de extracto vegetal, puesto que varian en sus valores de
pH isoeléctricos (Goodwin 2004, Garay-Serrano 2005). La glucosa 6-fosfato
isomerasa (Gpi) y la peptidasa (Pep) son las enzimas comunmente utilizadas en la
caracterizacion de poblaciones de P. infestans por su buena resolucion y

polimorfismo (Tooley et al. 1985).

11
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11l.3.4. Haplotipos del ADN mitocondrial (ADN-mt).

Un haplotipo es una combinacién de alelos ligados a multiples loci que se heredan
juntos, se pueden referir a un solo locus, a varios loci o incluso a un cromosoma
entero (Nature Education 2011). Los polimorfismos en el DNA mitocondrial de P.
infestans son particularmente utiles para monitorear la poblacion del patégeno; son
faciles de detectar y debido a que son de herencia uniparental, son ideales para
trazar lineas de descendencia y determinar eventos de migracion de un individuo
(Carter et al. 1990, citado por May y Ristaino 2004, Griffith y Shaw 1998).

Carter et al. (1991) describieron cuatro haplotipos para P. infestans: I-a, ll-a, I-b y II-
b; dichos haplotipos difieren entre si por una pequena sustitucion de nucledétidos, se
encuentran distribuidos en cuatro regiones del ADN-mt que son conocidos como
sitios de polimorfismo P1, P2, P3 y P4 (Fig. 1).

|E3737- 2 5

¥ a .-
_ R |

Figura 1. Representacion esquematica del genoma mitocondrial de P. infestans.
llustra la localizacion de los productos de la amplificacion de los cuatro sitios de
polimorfismo presentes en este patdégeno (Griffith y Shaw 1998).
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Se disenaron iniciadores para la amplificacion de estas cuatro regiones, los cuales
después son digeridos con diferentes enzimas de restriccion para diferenciar cada
haplotipo (Fig. 2). Los sitios de polimorfismo P1, P3 y P4, son sitios de polimorfismo
entre los haplotipos I-a/l-b y haplotipos IlI-a/ll-b, mientras que P2 es el sitio de los
polimorfismo I-a/l-b; (Griffith y Shaw 1998).

P1 (1118 bp) - Cfol

lla -
Iy -

P2 {1070 bp) - Msp!

1078 bp 230 bp

5
L =

P4 (964 bp} - EcoRf

361 hp T 394 bp T209b¢|
la +
b +
lla <+ -
Iy +

Figura 2. Representaciéon diagramatica del tamano de los fragmentos de restriccion
generados por la digestion de los cuatro productos de PCR de P. infestans. Los sitios
de restriccion son indicados con flechas y la presencia o ausencia de estos es
indicado por + o — (Griffith y Shaw 1998).
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111.3.5. Otros marcadores fenotipicos y genotipicos utilizados

La virulencia y la agresividad son otros marcadores fenotipicos comunmente
utilizados. La virulencia se determina mediante pruebas de compatibilidad/
incompatibilidad de los aislamientos con una serie de plantas diferenciales que
poseen diferentes genes de resistencia (Jaramillo-Villegas 2003, Cooke y Lees
2004). La agresividad se mide tomando en cuenta varios componentes que afectan
la eficiencia de la infeccion, tales como: el tamafo de la lesion, el periodo de
incubacion, el periodo de latencia y la capacidad de esporulacion (Suassuna et al.
2004). También ha sido estudiado el efecto de la temperatura sobre diferentes lineas
clonales, lo cual se utiliza en los sistemas de prediccion de la enfermedad (Mizubuti y
Fry 1998, Hansen et al. 2001).

Existen otros marcadores genotipicos ademas de los mencionados anteriormente,
que han demostrado ser importantes herramientas para monitorear la diversidad
genética de P. infestans. La prueba de RFLP (por sus siglas en inglés, Polimorfismos
en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion) utilizando el gen RG57 puede
identificar individuos relacionados de manera clonal con un alto grado de acierto
(Garay-Serrano 2005). Los AFLPs (por sus siglas en inglés, Polimorfismos en la
Longitud de Fragmentos Amplificados) fueron centrales en el mapeo genético de P.
infestans y pueden determinar la diversidad intra-poblacional (Knapova y Gisi 2002,
Cooke et al. 2003, Flier et al. 2003, Mesa-Salgado 2008).

Los RAPDs (por sus siglas en inglés, Polimorfismos del ADN Amplificados al Azar),
han sido utilizados para detectar variacién genética de la poblacion de P. infestans
durante periodos de cambio rapido (Jaramillo-Villegas 2003, Paez et al. 2005). Las
secuencias repetitivas simples (SSR) o microsatélites son otros marcadores con un
gran potencial para el analisis genético de P. infestans (Cooke y Lees 2004). Debido
a su alta variabilidad y densa distribucion a través del genoma, han sido muy
utilizados recientemente (Knapova y Gisi 2002, Vargas et al. 2009, Montarry et al.

2010). Las secuencias intergénicas repetitivas simples (ISSR) o inter-microsatélites
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son un tipo de marcador relativamente nuevo, que estda dando los mas promisorios
resultados para el entendimiento de este organismo con respecto a su dinamica
poblacional, variabilidad y potencial para la identificacion de aislados (Jarrin 2006).
Los SNPs (Polimorfismos de Nucledtidos Simple) y los analisis de secuencias son
otros marcadores con un alto potencial para el estudio de la variabilidad de las

poblaciones de P. infestans (Cooke y Lees 2004).

ll.4. DISTRIBUCION DEL PATOGENO EN MEXICO Y EL MUNDO

Se considera que P. infestans se origind en las zonas altas del centro de México,
mas especificamente dentro del valle de Toluca (Goodwin et al. 1992b, Fry et al.
1993, Flier et al. 2003, Lozoya-Saldana et al. 2006a, Chacon-Acosta 2007).
Actualmente se presenta en cualquier parte del mundo en la que se cultive papa y
jitomate (Goodwin 1997, Fry et al. 2009). Esta especie es famosa a nivel mundial por
haber causado la epidemia en papa que provoco una gran hambruna en Irlanda, la
cual, tuvo como consecuencias la muerte y migracion de millones de irlandeses entre
1845 y 1846 (Agrios 2005). Se piensa que el patdgeno llegd a Europa mediante una
migracion a principios de 1840, primero de México a Estados Unidos y después de
este pais a Europa (Fry et al. 1993, Goodwin et al. 1994, Goodwin 1997). De Europa
el patégeno pudo haberse distribuido al resto del mundo por medio del comercio

internacional de tubérculos como semilla (Fry et al. 1993).

Antes de los 1980s unicamente el TC A1 se encontraba presente fuera de México, el
linaje clonal predominante era el genotipo correspondiente al US-1 (que presenta: TC
A1, haplotipo mitocondrial I-b, genotipo 86/100 para Gpi y 92/100 para Pep, un
patrén de RFLP unico y es sensible al mefenoxam) y no se tenian evidencias de que
una migracion adicional a la de los 1840s hubiera ocurrido. Por lo cual se llego a la
conclusion de que este linaje habia sido el causante de la epidemia del tizén tardio a
mediados del siglo XIX (Goodwin et al. 1994). Sin embargo, un estudio analizando

ADN mitocondrial de especimenes de herbario demostr6 que el patdgeno a
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mediados del siglo XIX y principios del XX en Europa poseia el haplotipo I-a, a
diferencia del US-1 que es I-b. Por lo que se llego a la conclusion de que US-1 no era
el linaje dominante antes de los 1950s y por lo tanto no era posible que fuera el

causante de dicha epidemia (May y Ristaino 2004).

En 1981 se reportd por primera vez el TC A2 fuera de México, en Suiza y poco
tiempo después en otros paises europeos (Hohl y Iselin 1984; citado Fry et al. 2009)
y estudios posteriores con diferentes marcadores moleculares (haplotipos
mitocondriales, genotipos isoenzimaticos y patrones genéticos RFLP) mostraron la
aparicion de nuevas poblaciones de P. infestans que en algunos lugares desplazaron
a las existentes en pocos afos (Spielman et al. 1991, Sujkowski et al. 1994, Lebreton
y Andrivon 1998). Al parecer dichas poblaciones fueron introducidas mediante una
migracion, transportados por una embarcacién de tubérculos de papa en 1976
(Nienderhauser 1991). Consecuentemente las nuevas poblaciones se han expandido

a otras regiones del mundo por medio del comercio (Fry et al. 2009).

México tiene la mayor diversidad genética de las poblaciones de P. infestans en el
mundo, sobre todo en las partes altas del centro del pais, en estados como México,
Michoacan, Morelos y Tlaxcala, donde generalmente ocurren los dos tipos de
compatibilidad en una proporcion de 1:1 o cercana a esta (Goodwin et al. 1992b,
Grinwald et al. 2001, Garay-Serrano 2005, Diaz-Celaya 2008). En el valle de Toluca
se ha comprobado que las poblaciones son sexuales, dado que se han observado
oosporas producidas de manera natural tanto en suelo (Fernandez-Pavia et al.
2004), como sobre foliolos, tallos (Perches y Galindo 1969) y tubérculos (Fernandez-
Pavia et al. 2002) de cultivos de papa, asi como en especies silvestres de Solanum
(Flier et al. 2001). En Michoacan, también se ha reportado la presencia de oosporas
sobre foliolos de cultivos de papa infectados con tizén tardio (Fernandez-Pavia et al.
2005). En contraste, existen poblaciones clonales como es el caso de Sinaloa,
Puebla y Coahuila, en donde generalmente sélo se detecta un TC en una misma

zona productora o si se han reportado ambos tipos de compatibilidad, la proporcién
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es muy desigual, o bien puede existir incompatibilidad sexual entre los aislamientos
presentes en una misma region (Goodwin et al. 1992b, Jaime-Garcia 2000, Garay-
Serrano 2005).

Hoy en dia existe una amplia diversidad en cuanto a la estructura de las poblaciones
genéticas de P. infestans entre las diferentes regiones del mundo. Los cuales varian
de acuerdo principalmente a la presencia o ausencia de reproduccion sexual y a la
migracion de nuevas cepas entre los paises productores de papa y jitomate. De esta
manera, se pueden detectar poblaciones que se encuentran en constante cambio y
otras que permanecen como clonales (McLeod et al. 2001, Day et al. 2004, Paez et
al. 2005, Gotoh et al. 2005, Fry et al. 2009).

lll.5. ESPECIFICIDAD DE HOSPEDERO DE Phytophthora infestans

Se han reportado casos de algun grado de especificidad de hospederos de P.
infestans sobre papa y jitomate en diferentes partes del mundo. Por ejemplo, en
Ecuador y Brasil sélo un genotipo ha sido encontrado infectando jitomate (US-1) y
otro a la papa (EC-1, TC A1 en Ecuador y BR-1, TC A2 en Brasil). Cuando se
hicieron pruebas de patogenicidad se observd que los aislamientos fueron mas
agresivos sobre sus hospederos originales que en los alternativos (Oyarzun et al.
1998, Suassuna et al. 2004). Otros casos se han reportado en Francia y Suiza,
donde se observé que los aislamientos, aunque fueron patogénicos en ambos
hospederos, generalmente fueron mas agresivos en su hospedero original (Knapova
and Gisi 2002). Asimismo, en un estudio previo en Francia encontraron cuatro
genotipos isoenzimaticos diferentes de los cuales, tres estuvieron presentes en
ambos hospederos, pero el genotipo mas frecuente encontrado en uno de los

hospederos fue el menos frecuente en el otro (Lebreton y Adrivon 1998).

En contraste, existen regiones en el mundo en los que no se ha observado
especificidad de hospederos de P. infestans, ya que los aislamientos observados en

dichas regiones son virulentos en ambos hospederos, tales casos se han observado
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por ejemplo en Taiwan (Chen et al. 2008), Los Paises Bajos (Fry et al. 1991) y
Marruecos (Sedegui et al. 2000). De tal manera que los reportes de la especificidad
de hospedero de poblaciones de P. infestans sobre papa y jitomate varian entre las
diferentes regiones geograficas, lo cual muestra la gran plasticidad genotipica que

presenta este patdégeno (Knapova y Gisi 2002, Chen et al. 2008).

Con respecto a México, se tiene informacion unicamente de la parte noreste de
México. Se estudiaron 88 aislamientos provenientes de cultivos de jitomate y papa;
se observd sélo un genotipo multilocus para los aislamientos de jitomate, el cual
también se observo en aislamientos de papa, pero en muy baja frecuencia (Goodwin
et al.1992b). En un trabajo posterior, con aislamientos provenientes de México (Los
Mochis, Sinaloa), Estados Unidos y los Paises Bajos, tanto de papa como de
jitomate, se demostré la existencia de especializacion de hospedero de P. infestans a
jitomate, mediante la determinacion de la agresividad de cada uno de los
aislamientos en los dos hospederos tanto en campo como en laboratorio (Legard et
al. 1995). En otro estudio se observd que los genotipos presentes fueron mas
agresivos en el cultivo de jitomate que en el de papa, puesto que los brotes de la
enfermedad fueron mas frecuentes en jitomate durante dos afos seguidos (Jaime-
Garcia 2000).
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IV. HIPOTESIS

» Las poblaciones de P. infestans obtenidas de jitomate y de papa estan

conformadas por diferentes genotipos y son incompatibles.

» Existe mayor variabilidad genética en los aislamientos de P. infestans obtenidos

de campo que en los de invernadero.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la variabilidad de aislamientos de Phytophthora infestans obtenidos de

jitomate con tizon tardio, provenientes de campo e invernadero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el tipo de compatibilidad (A1 y A2) de los aislamientos de P.
infestans de jitomate y detectar si existe incompatibilidad al cruzar
aislamientos de P. infestans de papa con aislamientos de jitomate.

» Determinar si los aislamientos son infectivos en ambos cultivos mediante
pruebas de patogenicidad.

» Evaluar la sensibilidad de los aislamientos a mefenoxan, utilizando
diferentes concentraciones (0, 5 y 100 pg/ml).

> Detectar los diferentes genotipos existentes de P. infestans, para las
isoenzimas Glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y Peptidasa (Pep).

» Determinar el haplotipo mitocondrial utilizando los iniciadores F2/P2 y
F4/P4.
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VL.

VARIABILIDAD DE POBLACIONES DE Phytophthora infestans
OBTENIDAS DE JITOMATE

VI.1. RESUMEN

El jitomate es la hortaliza con mayor superficie cultivada y la de mayor produccion en
Michoacan. Sin embargo, su cultivo es afectado por el tizon tardio, una devastadora
enfermedad que es ocasionada por el oomicete Phytophthora infestans. Las
poblaciones de este patégeno que atacan al jitomate han sido poco estudiadas en
México. Por lo cual, se caracterizaron en este estudio aislamientos de P. infestans
obtenidos de jitomate, tanto de campo como de invernadero, provenientes de cinco
localidades del estado de Michoacan mediante diferentes marcadores moleculares.
Asimismo, se determiné si los aislamientos obtenidos son infectivos tanto en jitomate
como en papa mediante pruebas de patogenicidad y se determind si existe
incompatibilidad entre aislamientos obtenidos de estos dos cultivos. Se detectaron
aislamientos con TC A1, A2 y homotalicos en campo, mientras que en invernadero
unicamente se observd el TC A2. Los aislamientos obtenidos en cultivos de campo
fueron mas susceptibles al mefenoxam mientras que la mayoria de los que se
aislaron en invernadero fueron tolerantes. Se detectaron tres genotipos dilocus para
las isoenzimas Glucosa 6-fosfato-isomerasa y Peptidasa. Unicamente se encontré el
haplotipo mitocondrial I-a. Los aislamientos de jitomate fueron patogénicos tanto en
papa como en jitomate por lo tanto no se observd especificidad de hospederos. Se
encontré mayor diversidad fenotipica y genotipica en campo que en invernadero. No
hubo incompatibilidad entre aislamientos de P. infestans provenientes de diferente
hospedero. La composicion genética de las poblaciones del patégeno en jitomate es
similar a la reportada en papa, ya que todos los genotipos detectados en este estudio
fueron reportados previamente en dicho cultivo. Esto sugiere que las mismas
poblaciones del patdégeno son capaces de infectar tanto a papa como a jitomate en el
estado, por lo cual el riesgo de infecciones cruzadas es mayor, dificultandose el

control de la enfermedad.
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VI.2. ABSTRACT

Tomato is the horticultural crop with more acreage planted and the highest production
in Michoacan. However, this crop is affected by late blight, a devastating disease
caused by the oomycete Phytophthora infestans. Few studies of the populations of
this pathogen that attack tomato exist in Mexico. Therefore, isolates obtained from
commercial tomato fields and greenhouses in five locations of Michoacan, were
characterized using different markers. Also, pathogenicity tests were conducted to
determine whether the isolates are infective in tomato as well as in potato and it was
tested if incompatibility between isolates obtained from these two crops existed.
Isolates with both mating types were found in the field, as well as homothallic
organisms. In the greenhouse only the mating type A2 was observed. Most field
isolates were sensitive to mefenoxam, while in the greenhouse the majority was
tolerant. Three dilocus genotypes were detected for isozyme Glucose 6-phosphate
isomerase and peptidase. Only mitochondrial haplotype I-a was detected. Tomato
isolates were pathogenic on both potato and tomato therefore, host specificity was
not observed. The genotypic and phenotypic diversity was higher in the field than in
the greenhouse. There was no incompatibility between isolates of P. infestans of
different host. The genetic composition of pathogen populations on tomato is similar
to the ones reported from potato, since all genotypes detected in this study were
previously reported on this crop. This suggests that the populations of this pathogen
are able to infect both potato and tomato crop in Michoacan, so the risk of infection

for both hosts is higher, turning the control of the disease more difficult.

VL.3. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por diferentes tipos de organismos son una amenaza
constante para la produccion de alimentos en cualquier parte del mundo, por lo cual,
mientras mas informacion se tenga acerca de la biologia, evolucion y dinamica
poblacional de los agentes causales de una determinada enfermedad, se incrementa

la eficacia de los métodos utilizados para prevenirlas y controlarlas. Una enfermedad
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muy conocida internacionalmente es el tizon tardio, ya que caus6 una epidemia en
papa que provoco una hambruna en Irlanda a mediados del siglo XIX, la cual, tuvo
como consecuencias, la muerte de mas de un millén de personas y la migracion de
otro millén principalmente hacia EUA (Agrios 2005). Esta enfermedad es causada por
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, un patégeno perteneciente al Phylum
Oomycota, que en la actualidad sigue causando importantes pérdidas en los cultivos

que ataca, siendo la papa y el jitomate los mas afectados (Klarfeld et al. 2009).

P. infestans se caracteriza por poseer una gran plasticidad genotipica, es un
organismo sumamente variable genéticamente que presenta una alta diversidad en
virulencia, agresividad y resistencia a fungicidas (Goodwin et al. 1992b). Para la
caracterizacion de poblaciones del patégeno se utilizan diferentes marcadores tanto
fenotipicos como genotipicos, tales como el tipo de compatibilidad (A1 o A2), la
sensibilidad al mefenoxam, los genotipos isoenzimaticos y los haplotipos
mitocondriales, entre otros; los cuales proporcionan la informacién de la estructura de
las poblaciones de P. infestans presentes en una region determinada (Cooke y Lees
2004).

México es el pais con mayor diversidad genética de poblaciones de P. infestans en el
mundo, y es considerado su centro de origen y diversidad (Flier et al. 2003, Lozoya-
Saldana et al. 2006a, Chacén-Acosta 2007). Se han realizados diversos estudios de
las poblaciones del patdgeno en el pais, sin embargo, dichos estudios se han
enfocado principalmente a la parte central del Valle de México y al cultivo de papa,
siendo los reportes de tizon tardio en Michoacan, particularmente del cultivo de
jitomate muy escasos (Goodwin et al. 1992b, Jaime-Garcia et al. 2000, Garay-
Serrano 2005, Fernandez-Pavia et al. 2005, Tovar-Garcia 2008).

De acuerdo con los estudios que se han realizado en Michoacan, la diversidad de
poblaciones de P. infestans es alta, en total se han detectado 53 genotipos multilocus

(Fernandez-Pavia et. al. 2005, Garay-Serrano 2005, Lozoya-Saldafa et al. 20063,
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Diaz-Celaya 2008). Diaz-Celaya (2008) menciona que la diversidad en el estado es
inclusive mayor a la reportada para el Valle de Toluca, que anteriormente se pensaba
que era la regién donde existia la mayor diversidad genética de P. infestans en todo
el mundo. Se han reportado ambos tipos de compatibilidad tanto en jitomate como en
papa, lo que sugiere que se esta llevando a cabo la reproduccidén sexual entre las
poblaciones del patdgeno (Fernandez-Pavia et al. 2005, Tovar-Garcia 2008). Sin
embargo, la presencia de los dos tipos de compatibilidad en una misma localidad o
inclusive en un mismo cultivo, no garantiza la existencia de reproduccion sexual,

puesto que, estos pueden ser sexualmente incompatibles (Goodwin et al.1992b).

Se han reportado aislamientos sensibles, tolerantes y resistentes a mefenoxam en
papa, los cuales varian en proporcion en los diferentes estudios que se han hecho en
Michoacan, misma situaciéon que se presenta también a nivel nacional (Matuszak et
al. 1994, Garay-Serrano 2005, Fernandez-Pavia et al. 2005). El haplotipo
mitocondrial mas frecuente en el pais es el I-a, seguido del haplotipo Il-a y los
restantes I-b y IlI-b son poco frecuentes (Gavino y Fry 2002, Garay-Serrano 2005,
Garay-Serrano et al. 2007). En Michoacan unicamente se ha detectado el haplotipo I-

a en papa (Fernandez-Pavia et al. 2005, Garay-Serrano 2005).

Los aislamientos de P. infestans se han comportado de manera diferente en los
diversas regiones del mundo. En varias partes se ha reportado especificidad de
hospedero, en donde las poblaciones de P. infestans que atacan al jitomate son
diferentes a las que atacan a la papa y en otras partes las mismas poblaciones
atacan tanto al jitomate como a la papa (Fry et al. 1991, Goodwin et al. 1992b,
Oyarzun et al. 1998, Legard et al. 1995, Suassuna et al. 2004, Chen et al. 2008). En
México es poco lo que se conoce sobre este tema debido a la falta de estudios de
caracterizacion de poblaciones de P. infestans atacando jitomate. En el presente
trabajo se caracterizaron poblaciones del oomicete obtenidas de jitomate en
Michoacan, utilizando diferentes marcadores.
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VI.4. MATERIALES Y METODOS

VI1.4.1. Obtencion de aislamientos
Se colectaron tallos, foliolos y frutos de diferentes variedades de jitomate con
lesiones sencillas de tizon tardio en diferentes localidades del Estado de Michoacan,
(Fig. 3) tanto en campo como en invernadero. Ademas, en una localidad se
colectaron muestras de un jardin en una casa cercana al cultivo infectado. Se realizé
un muestreo dirigido y las muestras se tomaron de parcelas vecinas para evitar la

presencia de aislamientos clonales de un mismo brote de la enfermedad.

Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la UMSNH. Los aislamientos se
obtuvieron mediante la utilizacion de tubérculos de papa, siguiendo el protocolo
descrito por Garay-Serrano (2005) y se mantuvieron en medio de centeno-agar

(MCA) o chicharo-agar.

Figura 3. Localidades en donde se realizaron las colectas: (1) Morelia, (2) Atécuaro y
(3) Uruapilla, del municipio de Morelia; (4) Copandaro de Galeana, municipio de
Copandaro y (5) El Terrero, municipio de Tacambaro.
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IV.4.2. Determinacion del Tipo de Compatibilidad
Se colocd en una caja de Petri con MCA un disco con micelio de un aislamiento con
TC A1, y aproximadamente a 1cm de distancia un disco con micelio del aislamiento
al que se le determind el TC. El procedimiento anterior se repitio utilizando esta vez
el TC A2. Después de 15 dias se observaron las cajas al microscopio Optico para
determinar si hubo formacion de oosporas. Si el aislamiento en la cruza con A1 formo

oosporas se le designo el tipo de compatibilidad A2 y viceversa.

Para determinar si existe incompatibilidad entre aislamientos de jitomate y papa se
llevaron a cabo cruzas mediante el procedimiento descrito en el parrafo anterior
utilizando aislamientos de jitomate y papa. Se cruzaron 33 aislamientos de papa (TC
A1) con los aislamientos de jitomate JI0O7 y J407 (TC A2). Asimismo se realizaron
cruzas de 40 aislamientos de P. infestans de Michoacan obtenidos de papa (TC A2)
con el aislamiento de jitomate JI0O4 (TC A1) de jitomate. Se realizaron dos

experimentos para cada tratamiento.

VI1.4.3. Pruebas de Patogenicidad
La pruebas de patogenicidad se realizaron con los aislamientos de jitomate obtenidos
en este estudio y con diez cepas provenientes de papa (tomados de la coleccion de
aislamientos de P. infestans del Laboratorio de Patologia Vegetal del IIAF) los cuales
se crecieron en MCA durante 17 a 20 dias a 20 °C. Después de este periodo a cada
caja se le agregaron 5 ml de agua destilada estéril y se froté el micelio con un hisopo
estéril para desprender los esporangios. La suspension resultante se colecté en una
caja de Petri estéril y se colocd a 4 °C por 1 hora y posteriormente 1 a 2 horas a 15
°C para inducir la liberacion de zoosporas. Con el microscopio 6ptico se determino si
hubo liberacion, en los casos en los que esta no se observo la inoculacion se realizd

con esporangios.

Para las inoculaciones se utilizaron foliolos de jitomate y papa, asi como tubérculos

de papa, sin embargo, 11 aislamientos se inocularon en frutos en lugar de foliolos de
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jitomate. Los foliolos se colocaron con el envés hacia arriba dentro de cajas de Petri
de 100 X 15, uno por cada caja, las cuales contenian agar-agua al 2% en sus tapas
para que funcionara como una camara humeda. Los jitomates se colocaron dentro de
pequenos recipientes de plastico, que les sirvieron como soporte para que quedaran
erectos, después estos se pusieron en un recipiente de plastico con toallas de papel
humedecidas, los que a su vez se colocaron en bolsas de plastico para guardar la
humedad. Las papas se cortaron en rodajas y cada una de ellas se colocé en una
caja de Petri de 100X15. A cado foliolo, rodaja o fruto se le agregaron 4 gotas de 20
Ml de indculo. Se realizaron dos repeticiones por aislamiento. Transcurridas 24 horas
se retiraron las gotas del inéculo de los foliolos con un pafuelo facial. Se revisaron

bajo el microscopio después de 4 a 7 dias.

VI.4.4. Sensibilidad a Mefenoxam
Se prepar6 MCA al que se le adicioné después de esterilizarlo (justo antes de
vaciarlo a cajas de petri de 100X15), una solucion Stock de mefenoxam de 100mg/ml
que se obtuvo a partir del fungicida comercial Ridomil Gold 4E (no menos de 46.2 %
en peso) para obtener medio con una concentracion de 5 pg/mly de 100 pg/ml.
Como control se utilizo medio MCA sin mefenoxam. Se trasfirieron discos de micelio
de aislamientos con 8 a 10 dias de crecimiento al centro de las cajas Petri MCA con
las diferentes concentraciones del fungicida. Se realizaron dos repeticiones por cada
concentracion y aislamiento. Las cajas se incubaron a 15 °C durante 7 dias.
Posteriormente se midi6é el didametro del crecimiento de micelio en dos direcciones,
se promediaron los datos para cada concentracion y para cada aislamiento. La
determinacion de sensibilidad, tolerancia o resistencia a mefenoxam, se realizdé de

acuerdo con la escala de Reis et al. (2003).

V1.4.5. Andlisis de las isoenzimas Pep y Gpi
Se selecciond una muestra de 13 aislamientos para determinar los genotipos de las
isoenzimas polimorficas para P. infestans: Glucosa 6-fosfato isomerasa (Gpi) vy

Peptidasa (Pep), los cuales, se determinaron siguiendo la técnica de electroforesis
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con placas de acetato de celulosa descrita por Goodwin et al. (1995). El analisis se
realizd utilizando como referencia diferentes patrones electroforéticos de genotipos

conocidos para las isoenzimas Peptidasa (Pep) y Glucosa 6-fosfato isomerasa (Gpi).

VI1.4.6. Determiancion de los Haplotipos del ADN-mt
Los aislamientos se crecieron de 10 a 15 dias en medio liquido de chicharo para la
obtencion de micelio. La extraccion de ADN de los aislamientos se realizé en base al
protocolo de Goodwin et al. (1992a) con modificaciones descritas por Garay-Serrano
(2005). EI ADN obtenido se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.0% a
50V/90min.

La determinacion de los haplotipos mitocondriales se realizé siguiendo el protocolo a
base de PCR-RFLP descrito por Griffith y Shaw (1998) con algunas modificaciones
en el PCR (Anexo 1). Se amplificaron las regiones P2 y P4 del ADN mitocondrial, con
la utilizacién de los iniciadores F2/P2 y F4/P4, respectivamente (Fig. 4). Los
productos obtenidos fueron digeridos con enzimas de restriccion: la region P2 con
Mspl y la regién P4 con EcoRI. Los patrones de DNA obtenidos se verificaron por
electroforesis y en base a los sitios de restriccion presentes en las dos regiones se

determind el haplotipo de cada aislamiento (Anexo 2).
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Figura 4. Bandas obtenidas de regiones del ADN-mt mediante PCR: A) regién P2
(1070 pb) y B) region P4 (964 pb).
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VI.5. RESULTADOS

VL.5.1. Aislamientos obtenidos
Se obtuvieron 33 aislamientos de P. infestans provenientes de cultivos de jitomate
con tizén tardio (Fig. 5); dos en campo, tres en invernadero y un jardin, ubicados en
cinco localidades de Michoacan (Cuadro 1). Los aislamientos obtenidos presentaron
las caracteristicas morfoldgicas tipicas de la especie; como son esporangioforos con

hinchamientos (Fig. 6) y esporangios semipapilados (Fig. 7).

Figura 5. Cultivo de jitomate en campo infectado con tizén tardio en la localidad de

El Terrero, Mpio. de Tacambaro, Michoacan.

VI1.5.2. Tipo de Compatibilidad
Se detectaron aislamientos con TC A1, A2 y homotalicos. EI TC A1 Unicamente se
presentd en el cultivo de jitomate en Copandaro en una proporcion de 1:1 con
respecto al TC A2. En Terrero todos los aislamientos fueron homotalicos y en
invernadero unicamente se observo el TC A2 (Cuadro 2). Por otro lado, no se
detectaron casos de incompatibilidad de aislamientos de jitomate con los de papa, ya

que en todas las cruzas realizadas se formaron oosporas (Fig. 8). Aunque en
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centeno, no todas las cruzas fueron compatibles, al realizarse las mismas en medio

V8, si se produjeron.

Cuadro 1. Localidad, tipo de cultivo y variedad de jitomate de donde fueron

obtenidos los aislamientos de P. infestans.

No. de
Localidad Tipo de Cultivo Variedad de Aislamientos
cultivo obtenidos

Terrero Campo Huichol (Saladet) 16
Uruapilla Invernadero Reserva (Saladet) 5
Morelia Invernadero Charanda 2

Figura 6. Esporangioforos con hinchamientos de P. infestans (aumento 40x): A)

obtenido de cultivo en MCA y B) obtenido de jitomate inoculado.
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Figura 7. Esporangios de P. infestans: A) Esporangio (aumento 100X) y B)
Esporangioforo con esporangios (aumento 40X).

Figura 8. Oosporas de P. infestans producidas en una cruza en MCA, con aumento
100X (A) y con aumento 10X (B).
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VI1.5.3. Pruebas de Patogenicidad

Los aislamientos obtenidos tanto de jitomate como de papa fueron patogénicos en
foliolos de ambos hospederos, asi como sobre los frutos de jitomate y las rodajas de
papa. Se observé abundante produccion de esporangios en las hojas de ambos
hospederos, asi como en los tubérculos de papa. Sin embargo, en fruto de jitomate la
infeccién fue mas lenta. Aunque en los primeros 4 a 5 dias se observaba una
necrosis blanda-acuosa, se observd colonizacion de micelio después de 8 a 10 dias,
ademas, la produccién de esporangios fue bastante escasa. El inicio de la infeccién
de las hojas de papa fue mas rapido. Estas presentaron lesiones y micelio dos dias
después de la inoculacién y produccion de esporangios a partir del cuarto dia. En las
hojas de jitomate se presentaron las lesiones a partir del cuarto dia y la produccion
de esporangios ocurrio despueés del quinto dia. En la mayoria de los casos en las
hojas de jitomate se observaron manchas ligeramente cloréticas (Fig. 9) en contraste
con las hojas de papa en donde la clorosis y la necrosis avanzaron rapidamente (Fig.
10).

Figura 9. Foliolos y fruto de jitomate inoculados con P. infestans aislado de jitomate.
Fotografias tomadas en hojas a los 7 dias y en fruto de entre 10 a 15 después de la

inoculacion.
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Figura 10. Foliolos y rodajas de papa inoculados con P. infestans aislado de

jitomate. Fotografias tomadas siete dias después de la inoculacién.

VI1.5.4. Sensibilidad a Mefenoxam
De los 33 aislamientos obtenidos 20 fueron sensibles, nueve tolerantes y cuatro
resistentes al mefenoxam. No obstante, los aislamientos sensibles se encontraron
unicamente en los aislamientos de campo, mientras que los aislamientos obtenidos

de invernadero en su mayoria fueron tolerantes (Cuadro 2).

VIL.5.5. Isoenzimas Pep y Gpi
Se detectaron tres genotipos diferentes para Gpi (100/122, 100/111y 111/111) y uno
para Pep (100/100). En total se detectaron cuatro genotipos multilocus (incluyendo
TC y genotipos isoenzimaticos), los cuales fueron: A1; 100/122 Gpi; 100/100 Pep,
A1; 100/111 Gpi; 100/100 Pep, A2; 100/111 Gpi; 100/100 Pep y A2; 111/111 Gpi;
100/100 Pep. En el cultivo de Copandaro los tres aislamientos analizados
presentaron diferentes genotipos multilocus. En los invernaderos ubicados en

Atécuaro y Morelia las poblaciones fueron clonales, mientras que en el invernadero
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ubicado en Uruapilla se observo variabilidad en los genotipos isoenzimaticos (Cuadro
3).

Cuadro 2. Tipos de compatibilidad y sensibilidad a mefenoxam de los aislamientos

obtenidos.
Tipo de Aislamiento TC Sensibilidad a
cultivo (codigo) Mefenoxam
JI104 A1 Sensible
J204 A2 Tolerante
J404 A1 Tolerante
J604 A2 Tolerante
1H A1/A2 Sensible
2H A1/A2 Sensible
3H A1/A2 sensible
4H A1/A2 Sensible
5H A1/A2 Sensible
6H A1/A2 Sensible
Campo 7H A1/A2 Sensible
9H A1/A2 Sensible
10H A1/A2 Sensible
11H A1/A2 Sensible
11F A1/A2 Sensible
12H A1/A2 Sensible
12F A1/A2 Sensible
13H A1/A2 Sensible
13F A1/A2 Sensible
14H A1/A2 Sensible
C1H A1/A2 Sensible
C3H A1/A2 Sensible
C4H A1/A2 Sensible
JI07 A2 Resistente
J207 A2 Resistente
J407 A2 Resistente
J507 A2 Tolerante
Invernadero J607 A2 Tolerante
J707 A2 Resistente
J807 A2 Tolerante
Jo07 A2 Tolerante
TF5 A2 Tolerante
TF9 A2 Tolerante
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VL1.5.6. Haplotipos del ADN-mt
Se determind el haplotipo mitocondrial en 28 aislamientos. Todos pertenecen al
haplotipo |. De acuerdo al resultado de la digestion de la region P4 con EcoRI y P2
con Mspl, 12 aislamientos se determinaron como l-a (Cuadro 3). Debido a que los
patrones de bandeo obtenidos con las dos anteriores digestiones, demostraron la

presencia de los sitios de restriccion tipicos de este haplotipo (Fig. 11).

Cuadro 3. Caracteristicas de los aislamientos analizados en cada localidad.

No. de Sensibilidad a Haplotipo
Localidad TC Pep Gpi aislamientos | mefenoxam Mitocondrial
Copandaro | A1 100/100 | 100/122 1 Sensible I
A2 ND* ND 1 Tolerante l-a
A1 100/100 | 100/111 1 Tolerante I
A2 100/100 | 100/111 1 Tolerante l-a
Uruapilla A2 100/100 | 111/111 4 Resistente (3) I-a
Tolerante (1)
A2 100/100 | 100/111 1 Tolerante l-a
Atécuaro A2 100/100 | 100/111 3 Resistente (1) I-a
Tolerante (2)
Morelia A2 100/100 | 100/111 2 Tolerante (2) l-a
Terrero | A1/A2 ND ND 16 Sensible | (14), 2 (ND)
Terrero (J) | A1/A2 ND ND 3 Sensible ND

*No determinado.
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Figura 11. Patrones de bandeo observados con la digestion de los productos de
PCR. A) P4 con EcoRI: se observan tres bandas, una de 394pb, otra de 361pb y una
de 209pb y B) P2 con Mspl: se observan dos bandas una de 720pb y otra de 350pb,

combinacién que es tipica del haplotipo I-a, de acuerdo con Griffth y Shaw (1998)

(Anexo B).
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V1.6. DISCUSION

La presencia de ambos tipos de compatibilidad junto con la diversidad de genotipos
encontrados en Copandaro, sugiere que en esta localidad, las poblaciones de P.
infestans presentes se estan reproduciendo sexualmente. Lo anterior, es importante
puesto que indica que las poblaciones se estan diversificando y esto puede dificultar
el control de la enfermedad en proximas siembras (Fernandez-Pavia et al. 2005).
Asimismo, si no se lleva a cabo el control adecuado, estas nuevas cepas pueden
migrar a otros paises y ocasionar epidemias que pueden ser dificiles de controlar, ya

que Michoacan es un importante exportador de jitomate (Becerra-Ibarra 2010).

Los aislamientos obtenidos en la localidad del Terrero ubicada en campo, tanto en el
cultivo comercial como en el jardin, parecen haber sido infectadas por un mismo
linaje clonal de P. infestans. Todos fueron homotalicos, los 14 aislamientos
analizados para haplotipos mitocondriales presentaron el haplotipo | y todos fueron
sensibles al mefenoxam. Al parecer, las plantas de jitomate del jardin fueron
infectadas primero, puesto que el brote de la enfermedad en estos se presento
aproximadamente una semana antes de que se observaran sintomas en el cultivo

comercial.

En el jardin las plantas de jitomate crecieron a partir de restos de frutos de jitomate
colocados en el suelo, los cuales probablemente estaban infectados con el patdégeno,
o bien el patdgeno se encontraba en el suelo, o esporangios fueron transportados a
estas plantas de cultivos circundantes, ya que habia plantaciones cercanas. La
enfermedad se desarrollé rapidamente en estas plantas por que se presentaron
constantes lluvias (finales de Agosto 2010) y temperaturas bajas, adicionado a que
dichas plantas se ubicaban bajo la sombra de un arbol de aguacate por lo que las
condiciones eran Optimas para el patégeno. EI patégeno probablemente fue
transportado por medio del viento del jardin hacia el cultivo comercial, el cual se
encontraba a escasos metros del jardin. La enfermedad se inicié en el cultivo en la

parte mas baja, ya que este se encontraba en una pendiente y la humedad relativa

38



VARIABILIDAD DE POBLACIONES DE Phytophthora infestans OBTENIDAS DE JITOMATE

era mayor. En Estados Unidos de América se ha observado que a partir de plantulas
infectadas de jitomate sembradas en huertos familiares, el patdogeno se ha
desplazado a cultivos comerciales ocasionando dafios importantes (Frank Martin,

comunicacién personal).

La presencia de un sélo linaje clonal, indica que existe poca variabilidad en esta
localidad. Por lo cual, la enfermedad puede ser erradicada mas facilmente con la
ayuda de adecuadas practicas culturales, tales como: eliminacion de las pilas de
desecho de cultivos anteriores, rotacién de cultivos, drenaje adecuado, utilizacién de

semilla libre del patdgeno y la aplicacion oportuna de fungicidas, entre otras.

Es interesante resaltar que en esta localidad se hayan aislado unicamente individuos
homotalicos, ya que esta situacién no se habia presentado en ningun estudio anterior
en ninguna parte del mundo, no obstante, resulta lI6gico ya que al estar presente
unicamente un linaje clonal, este tiene un TC unico que resulté ser homotalico. Sin
embargo, cabe la posibilidad de que estos aislamientos en realidad sean del TC A2,
se ha observado que este TC bajo ciertas condiciones, es muy propenso a producir
oosporas sin haber sido cruzado con el TC opuesto (Mosa et al. 1989, Goodwin y
Drenth 1997, Smart et al. 2000). Asimismo, la cantidad de oosporas producidas en
cultivos puros fue muy baja (cinco o0 menos oosporas en cada caja), pero aumenté
considerablemente al cruzarlos con aislamientos con TC A1; en cambio cuando se
cruzaron con TC A2, no aumentd o lo hizo en menor medida, ademas las oosporas
producidas no eran normales, ya que estaban abortadas o deformes, o no

presentaban anteridios.

En los cultivos en invernadero solo se encontré el TC A2. En general, los
aislamientos fueron clonales en cuanto a su genotipo isoenzimatico, lo cual era de
esperarse, debido a que en condiciones controladas, es poco probable que mas de

una cepa llegue al mismo cultivo.
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Los aislamientos de P. infestans obtenidos de jitomate y papa en Michoacan son
compatibles entre ellos. A diferencia de lo que se report6é para aislamientos de papa
y jitomate obtenidos en Los Mochis, Sinaloa, los cuales al ser cruzados entre ellos
resultaron ser incompatibles sexualmente (Goodwin et al. 1992b). Esta puede ser la
razon de que exista poca variabilidad genética en esa localidad. En comparacion con
la que hay en estados como Michoacan y México que tienen una alta diversidad.
Existen evidencias de reproduccion sexual puesto que se han observado oosporas
formadas de manera natural (Fernandez-Pavia et al. 2004, Fernandez-Pavia et al.
2005).

El hecho de que los aislamientos obtenidos en este estudio fueran capaces de
infectar los dos hospedantes, es una evidencia de que no existe especificidad de
hospederos de P. infestans, por esta razén el riesgo de que la enfermedad se
expanda mas rapido es mayor. De tal manera que si se encuentran cultivos de papa
y jitomate cercanos uno del otro puede haber infecciones cruzadas, que pueden
provocar severas epidemias en los dos cultivos, lo cual dificultara el manejo y las

pérdidas seran mayores.

La gran mayoria de los aislamientos obtenidos en campo fueron sensibles al
mefenoxam, mientras que en invernadero en general fueron tolerantes y no se
encontraron aislamientos sensibles. Lo que es un reflejo de que el uso frecuente de
fungicidas en invernadero ha ejercido presion de seleccion, puesto que los
aislamientos sensibles han sido desplazados por los tolerantes y resistentes en dicha
modalidad de cultivo, lo cual se podria presentar en campo en poco tiempo si no se
toman medidas adecuadas. La mejor manera de prevenir la enfermedad en
invernadero, es realizando practicas culturales que disminuyan la incidencia, tales
como: utilizacion de semillas libres del patdégeno, ventilacion adecuada, evitar
goteras, no plantar muy densamente, revisién rutinaria para detectar a tiempo el

inicio de la enfermedad. Si estas practicas se llevan a cabo, se podra disminuir el uso
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de fungicidas, lo cual también ayudara en la economia de los productores ya que se

bajara el capital que invierten en la compra de estos productos.

En algunas partes del mundo la sensibilidad a mefenoxam esta relacionada con
algun genotipo isoenzimatico, TC o haplotipo mitocondrial, como se ha reportado en
Rusia, Israel, Estados Unidos y algunos paises asiaticos (Goodwin et al. 1996,
Elansky et al. 2001, Cohen 2002, Gotoh et al. 2005). En México, la situacién es
diferente, puesto que no se ha reportado ninguna relacién entre la sensibilidad o
resistencia de los aislamientos con respecto a su genotipo o TC (Matuszak et al.
1994, Garay-Serrano 2005). En Michoacan tampoco se ha observado que exista
correlacion, después de los estudios que se han llevado a cabo (Matuszak et al.
1994, Garay-Serrano 2005, Fernandez-Pavia et al. 2005, Diaz-Celaya 2008),

situacion que se repite para los aislamientos obtenidos en este estudio.

Se ha reportado una gran variabilidad de poblaciones de P. infestans atacando a
papa en Michoacan. De tal manera, que todos los genotipos multilocus detectados en
este estudio en jitomate, han sido previamente reportados atacando al cultivo de
papa en el Estado y en otras partes de México (Garay-Serrano 2005, Fernandez-
Pavia et al. 2005, Diaz-Celaya 2008, Tovar-Garcia 2008). Sin embargo, sélo dos de
estos genotipos habian sido encontrados en jitomate: el A1, 100/122 Gpi, 100/100
Pep; y el A2, 100/111 Gpi, 100/100 Pep tanto en Michoacan (Tovar-Garcia 2008)
como en Sinaloa (Jaime-Garcia et al. 2000), mientras que los otro dos (A1, 100/111
Gpi, 100/100 Pep; y A2, 111/111 Gpi, 100/100 Pep) se reportan por primera vez en

dicho hospedante en México.

Todos los aislamientos analizados para el haplotipo mitocondrial presentaron el
haplotipo |-a, lo cual es consistente con lo que se ha reportado para papa en
Michoacan, ya que unicamente se ha reportado este haplotipo en el estado
(Fernandez-Pavia et al. 2005; Garay-Serrano 2005). La presencia de un mismo

haplotipo mitocondrial en todas las poblaciones de P. infestans tanto de papa como
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jitomate en Michoacan, es otra evidencia de que pueden presentarse infecciones
cruzadas de tizon tardio entre estos cultivos. Ademas, este hecho sugiere que la
migracion de las poblaciones de P. infestans desde otros estados del pais, es poco
frecuente, puesto que no se han introducido alguno de los otros haplotipos descritos
anteriormente, por lo tanto se podria suponer que la variabilidad que se presenta en
el estado es debida exclusivamente o al menos en su mayoria a la reproduccion

sexual.
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VII. CONCLUSIONES

Se detectaron 2 aislamientos con tipo de compatibilidad A1, 12 con TC A2 y 19
homotalicos. EI TC A2 se presentd en todas las modalidades de cultivo. El tipo de

compatibilidad A1 y aislamientos homotalicos unicamente se reportaron en campo.

Al realizar cruzas no se detecté incompatibilidad entre aislamientos de jitomate y

papa.

Los aislamientos fueron infectivos en ambos hospederos, por lo tanto, no se detectd

especificidad de hospederos (papa y jitomate) en asilamientos de P. infestans.
La mayoria de los aislamientos obtenidos en cultivos de campo fueron sensibles al
mefenoxam, mientras que en los aislados en invernadero predominaron los

tolerantes.

Se detectd un genotipo para Pep (100/100) y tres para Gpi (122/100, 111/100 y
111/111).

Se detectd la presencia del haplotipo mitocondrial I-a en cepas de P. infestans

provenientes de jitomate.

Se observo mayor diversidad fenotipica y genotipica en campo que en invernadero.
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VIll. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Aunque en Michoacan se ha reportado una estructura poblacional de P. infestans
muy diversa, en realidad los estudios que se han realizado son muy escasos en
comparacion a la gran cantidad de municipios que se dedican al cultivo de la papa y
el jitomate en el estado. Por esta razon se hace evidente la necesidad de llevar a
cabo un estudio mas detallado acerca de las poblaciones de P. infestans, que
incluyan mas zonas productoras tanto de jitomate como de papa, que aporten un
panorama mas general acerca de las caracteristicas de las poblaciones de este
patdgeno. Con lo cual, se implementaran métodos de control mas eficientes. Ademas
se podran disefiar programas de deteccion de la enfermedad que permitan
aprovechar de manera oOptima la utilizacion de los fungicidas, evitando el excesivo

uso de estos y el gasto innecesario que esto conlleva.

Otro aspecto importante es que los resultados obtenidos en este tipo de
investigaciones lleguen a manos de los productores. Para lo cual, es necesario que
se capacite mas gente que los pueda asesorar, puesto que no cuentan ni con el
conocimiento ni con la tecnologia adecuada para el manejo del cultivo, lo cual
conlleva a que no aprovechen al maximo sus tierras y la produccion sea baja. En
muchos casos debido a la falta de conocimiento de los productores acerca de como
manejar alguna enfermedad, terminan perdiéndolo todo, a pesar de que las pérdidas
se pueden reducir aplicando los productos de control adecuados o realizando

algunas modificaciones en las practicas culturales.
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X. ANEXOS

ANEXO 1
Determinacion de haplotipos mitocondriales: Técnica de PCR-RFLP descrita por

Griffith y Shaw (1998), con algunas modificaciones.

1. A partir del ADN obtenido mediante el protocolo de Goodwin et al. (1992), con
modificaciones descritas por Garay Serrano (2005), se amplificaron las regiones P2 y
P4 de ADN Mitocondrial, utilizando dos pares de iniciadores: F2/R2 y F4/R4

F2:5-TTCCCTTTGTCCTCTACCGAT-3" P2
R2: 5-TTACGGCGGTTTAGCACATACA-3’

R4: 5'-CCGATACCGATACCAGCACCAA-3’

F4: 5 -TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT-3’ }
P4

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con un volumen final de 25ul en cada tubo

para termociclador. El contenido de cada tubo se detalla a continuacién:

COMPONENTE VOLUMEN (ul) | CONCENTRACION FINAL
PCR Master Mix: Hot 12.5 2.5U Hot StarTaq DNA polimerasa
StarTaq (QIAGEN) 1XPCR Buffer, 200uM dNTPs
1.5 mM MgCl2
MgCl2 (25mM) (QIAGEN) 2 0.5mM
Iniciador F (SIGMA) 0.1 0.5mM
Iniciador R (SIGMA) 0.1 0.5 mM
H20 5.3
DNA 5 Con una dilucién de 1:100
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El programa del termociclador (Eppendorf AG 22331 Hamburg. 115 V 50-60Hz 500w)
que se utilizé para ambas amplificaciones fue practicamente la misma, Unicamente
vario la temperatura de alineacion. Las condiciones del programa se mencionan a

continuacion:

Accion Temperatura Tiempo ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
Desnaturalizacion 92 °C 30 s.

Alineacion 57.5°C (P4)y62°C (P2) 30s. 35
Extension 72 °C 1.10 min

Extension final 72 °C 5 min. 1
Enfriamiento 4°C Hasta que se necesite

Al finalizar la amplificacién, se analizaron 5 ul de producto mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1.5% a 50 V por 90 minutos, para verificar el mismo.

2. Los productos obtenidos fueron digeridos con enzimas de restriccion (Promega):
La region P2 (1070pb) con Mspl y la regidon P4 (964pb) con EcoRlI. Las reacciones se
llevaron a cabo en un tubo de micro-centrifuga de 1.5ml en un volumen final de 20 pl,

cuyo contenido se menciona a continuacion:

CONTENIDO VOLUMEN (pl)
RE 10XBuffer H (EcoRl) o B (Mspl) 2

BSA 0.2

DNA 15

H20 1.8
Enzima: EcoRI (12u/pl) o Mspl (10u/pl) 1
TOTAL 20

Los tubos se colocaron en una incubadora a 37°C por 2hrs, para la accion de las

enzimas y después a 65°C por 15 minutos para inactivarlas. Los patrones de DNA
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digeridos se verificaron por electroforesis con 2.5% de agarosa a 50V/110min.
(EcoRI) y con 1.5% de agarosa a 50 V/90 min. (Mspl) y visualizados en un

transiluminador de luz UV.

ANEXO 2.

Patrones de bandeo esperados para cada haplotipo mitocondrial, segun Griffth y
Shaw (1998):

Haplotipo I-a
EcoRI: 394pb, 361pb y 209pb
Mspl: 720pb y 350pb

Haplotipo I-b
EcoRI: 394pb, 361pb y 209pb
Mspl: 641pb, 350pb y 79pb

Haplotipo ll-a
EcoRI: 603pb y 361pb
Mspl: 720pb, 203pb y 147pb

Haplotipo Il-b
EcoRI: 603pb y 361pb
Mspl: 720pb y 350pb
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