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RESUMEN

A fin de determinar posible especificidad hospedante-patégeno, en el verano del 2000 se
obtuvieron aislamientos de infecciones naturales de P. infestans (P.i) de seis especies
silvestres de Solanum en el valle de Toluca. Los aislamientos se caracierizaron mediante
determinacion del grupo de compatibilidad (G.C.), sensibilidad al metalaxil y presencia de las
enzimas glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep). También se regisir6 la
severidad de la enfermedad en cada una de las especies de Solanum. S. phureja y S. acaule
mostraron diversos grados de severidad de la enfermedad entre individuos de cada poblacién.
El resto de las especies fueron resistentes al patogeno. De 24 aislamientos de S, phureja se
obtuvieron 13 genotipos mutltiloci, sobresaliendo el genotipo A2 100/100 Gpi y 100/100 Pep,
con una frecuencia de 22% y la proporcion Al1:A2 fue de 0.6:1. Se encontraron nueve
genotipos multiloci de la poblacion de P.i obtenida de S. acaule, de los cuales tarabién el 22
% fue A2, 100/100 Gpi y 100/100 Pep, con una proporcion G.C. 1:1. En S, bulbocastanum no
sobresali¢ alglin genotipo en especial y el tnico G.C. fue Al. En S. caripense tampoco
predominé algiin genotipo y la proporcion de G.C. A1:A2 fue de 0.25:1. Bn S, muricatum el
Unico genotipo presente fue Al 86/100, 92/100 (Gpi, Pep), correspondiente al US-1, y los dos
aislamientos de S. andreanum aqui incluidos fueron Al, 86/100 Gpi y 100/100 Pep. S
phureja y S acaule fueron las especies con mayor frecuencia de aislamientos altamente
resislentes a metalaxil (MHR) y en menor proporcion los de S. caripense y S. muricaium. 1Los
aislamientos de S. bulbocastanum y S. andreanum, ambas resistentes a P. i, fueron Al y
susceplibles a metalaxil, considerandose como potenciales fuentes de resistencia contra el
oomiceto. Todos los aislamientos homotélicos fueron altamente resistentes a metalaxil

(MHR), y con excepcion de S, muricatum, no se observé especificidad hospedero-patdgeno,

Palabras clave: Grupo de compatibilidad, isoenzimas, metalaxil, Solanum spp, P. infestans.
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SUMMARY

In order to determine potential host-pathogen interactions, in the summer of 2000 P, infestans (P.i.)
isolates were obtained from natural infections on six wild Solanum species in the Toluca Valley, The
isolates were characterized on their mating type (MT), metalaxil resistance, and the presence of the
enzymes Glucose-6-phosphate isomerase (GPI) and Peptidase (Pep). Discase severity in every
Solanum species was also assessed. S. phureja and S, acaule displayed diverse levels of disease
severity among individuals of each population. The rest of the species were resistant to the pathogen.
Thirteen multiloci genotypes were identified out of 24 isolates from S phureja. The most frequent one
(22%} was A2, 100/100 Gpi, 100/100 Pep, with a 0.6:1 A1:A2 ratio. Nine genotypes were present in
the P.i. population obtained from S. acarde, and the most common one (22%) was also A2, 100/100
Gpi, 100/100 Pep, with a 1:1 A1:A2 ratio. No particular genotype from S. bulbocastanum was
observed, and the only MT was Al. No predominant P.i was present in the population from S
caripense either, and the MT ratio was 0.25:1. The only genotype from S, muricatum was Al, 86/100,
92/100 (Gpi, Pep), which coincides with US-1.The two isolates from S. andreanum included in this
study were Al, B6/199 Gpi, 100/100 Pep. Isolates from S phureja and 8. acaule were the most
metalaxil-resistant (MHR), followed by those from S. caripense and S. snricatum. The isolates from S.
bulbocastanum and S. andreanum, both of them resistant to P.i., were A1 and susceptible to metalaxil,
which is considered a potential source of resistance against the oomicete. All the homothallic isolates

were highly resistant to metalaxil (MHR), and with the exception of S. muricatum, no host-pathogen

specificity was observed.

Key words: Mating type, isoenzymes, metalaxil, Solanom spp., P. infestans.
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L INTRODUCCION

Phytophthora infestans, el patogeno causante de la enfermedad del tizén tardio de la
papa y tomale, aparecié por primera vez en la década de 1840 en Estados Unidos y
Luropa; ocasionado en 1845 hambruna en Irlanda, siendo desde entonces la principal
enfermedad de la papa en el mundo, enconirandose principalmente en aquellas areas de

climas frios y hiimedos (Romero, 1993; Abad y Abad, 1997).

Este oomiceto es una especie heterotalica que se ha propuesto como originéria del Vaile
de Toluca, México (Gallegly y Galindo, 1958; Goodwin, 1996); que en afios recientes ha
recobrado importancia por el resurgimiento de epidemias devastado.ras alrededor del
mundo, como consecuencia de la aparicion de razas mas agresivas por la presencia el
grupo de compaiibilidad A2 fuera del Valle de Toluca (Spielman ef al., 1991; Fry et al.,
1992), algunas de las cuales presentan resistencia a metalaxil (Davidse ef al., 1983). Este
hecho, aunado a las restricciones actuales del control quimico en Europa y Estados
Unidos (Gullino y Kuijpers., 1994; Ragsdale y Sisler., 1994), representan una amenaza
para la produccién nacional y mundial de papa, acelerando la biisqueda de resistencia
genética durable, utilizando para ello plantas silvestres de Solanum con resistencia

parcial a P. infestans para generar nuevas variedades con dicha caracteristica,

_El Valle de Toluca esta considerado como un centro secundario de origen del género
Solanum que ha coevolucionado con el patégeno, viviendo en equilibrio, generando
genes de resistencia, de tal manera que ambos completan sus ciclos de vida sin mayor

dafio para el hospedante (Niederhauser, 1991),



Actualmente se han realizado algunos estudios que caracterizan la estructura poblacional
del oomiceto en el Valle de Toluca y que explican la dindmica actual del patégeno en
diversos ambientes (Griinwald ef al., 2001, Garay-Serrano, 2001, Flier ef al., 2003). No
obstante, no se encontraron estudios especificos que relacionaran la caracterizacion del
patdgeno con diversas especies de hospedantes, aunque si hay reportes sobre

especificidad patogénica (Erselius ef al., 2000).

Con base a los aspectos anteriores, se planteo el presente trabajo con los siguientes
objetivos:

1.~ Identificar si la resistencia genética contra P. infesians reportada fuera de México en
especies de Solanum sudamericanas se conservan en el Valle de Toluca.

2.- Identificar posibles relaciones entre pardmetros de patégenos y la especic de
hospedante.

3.- Identificar el origen de la poblacién (sexual, asexual) de P. infesians con base a la
caracterizacidn poblacional de aislamientos obtenidos de especies silvestres de Solanum
en el Valle de Toluca.

4.- Describir a las cepas estudiadas en funcién de su grupo de compatibilidad, perfiles
isoenzimaticos y resistencia a metalaxil.

5.- Determinar las mejores fuentes de resisiencia genética entre las especies silvestres de

Solanum incluidas en el presente estudio.



IL REVISION DE LITERATURA

2.1. Centro dc origen y diversificacion de Solanum tuberosum 1.,

El centro de origen de la papa cultivada se ubica en la cordillera de los Andes
Sudamericanos, al sur de Pert y norte de Bolivia (Lopez, 1991; Hawkes, 1994); sin
embargo el norte de Chile, Venezuela, América Central, México y suroeste de Estados
Unidos son considerados sitios de diversificacién del género Solanum; sobresaliendo la
region central de México, considerada como centro secundario de origen de la papa por

ta enorme diversidad de especies silvestres que en ¢l se encuentran (Spire y Rousselle,

1999).
2.1.1. Especies silvestres de Solanumn.

El género Solanum agrupa alrededor de 2000 especies, de las cuales 8 son cultivadas y

aproximadamente 160 producen tubérculo (Lopez, 1991).

La mayor diversidad de especies de Solanum se encuenira en la region Andina, donde se
han extraido genes resistentes a P. infestans de especies como S. andigenum, S. phureja,
S. chiquidenum, S. piurea, S. irosinum y S. andreanum. Sin embargo las especies
silvestres de Solanum del centro de México manifiestan una mayor resistencia horizontal
al tizén tardio como consecuencia de la coevolucion del hospedante a una alta presién de
seleccion del patogeno; de tal forma que Solanum demissum ha sido ampliamente

utilizada en los programas de mejoramiento genélico y sus genes se encuentran en mas



del 50 % de los cultivares de papa resistentes al {izén en el mundo, S bulbocastanum, S.
cardiophylium, S. pinatisectum y S iopetalum son algunas especies mexicanas con

genes de resistencia al tizén tardio (Flores, 1969; Niederhauser, 1991 ; Goodwin, 1996).

2.2. Del patogeno P. infestans

2.2.1. Importancia mundial

Desde su aparicion en la década de 1840, P. infestans se ha convertido en el principal
problema fitosanitario que mas ha influido en la historia del hombre, por su enorme
agresividad y efectos devastadores en el cultivo de la papa, provocando la migracién y

muerte de pucblos enteros (Nicderhauser, 1956).

Debido a la importancia que representa el cultivo de la papa en muchos paises y el
surgimiento de razas més agresivas del patégeno, ha provocado que en los tiltimos afios
los cientificos del mundo unifiquen sus esfuerzos en nuevas lineas de investigacion
tendientes a controlarlo. Tan solo en Ustados Unidos las pérdidas que ocasiond en 1994

fueron de 200 millones de dolares (Goodwin, 1997).

Fry et al. (1992) demostraron como la gran variabilidad del oomiceto ha generado
cambios en su estructura poblacional alrededor del mundo, como consecuencia de la

aparicién del grupo de compatibilidad A2 fuera de México (Cuadro 1 del apéndice).



2.2.2. Clasificacién taxonémica.

El nombre de Phylophthora infestans (del Griego phyton = planta, phteiros = destrucior)
fue propuesto por Antén de Bary en 1876 al patgeno que ocasiona, a nivel mundial, el

tizén tardio de la papa y tomate (Agrios, 1985; Romero, 1993).

Por muchos afios este patdgeno fue considerado como un hongo en las diferentes
clasificaciones de estos organismos, como en las realizadas por Alexopoulos y Mims
(1979) 0 la de G. W. Martin., 1961, citado por Romero, (1993) quien ubica a este hongo
dentro de la Subdivision Fumycotina; Clase Phycomycetes; Subclase Oomicetidae;

Orden Peronosporales; Familia Pythiaceae.

Sin embargo este organismo esta mas relacionado a las algas cafés y diatomeas que a los
hongos, por ser semi-acuaticos y presentar zoosporas con flagelos para su movilidad en
medios acuosos. Dick {1990), citado por Erwin y Ribeira (1996), sitia a P. infestans
deniro del Reino Chromista; Phylum Oomicola; Clase Oomycetae; Subclase
Peronosporomycetidae; Orden Pythiales; Familia Pythiaceae; Género Phytophthora y
Especie infestans. En los  dltimos afios P. infestans  esia siendo ubicada

taxonomicamente en el Reino Stramenopila y Phylum Oomicota (Patterson y Sogin,

2000).



2.2.3. Caracteristicas morfologicas y ciclo de vida.

P. infestans es un patégeno que se reproduce sexual y asexualmente, es un organismo
heterotdlico, que presenta soma filamentoso con paredes miceliares cenociticas
compuestas de celulosa y glucanos. El micelio produce esporangioforos ramificados en
simpodio compuesto, con hinchamientos en las ramas terminales donde nacen los
esporangios de crecimienio indeterminado, de forma oval a eliptica, con papila
inconspicua y decidua . La reproduccion sexual se da por contacto de gametangios,
oogonio y anteridio, formando oosporas lisas de paredes gruesas, aplerélicas. Los
esporangios pueden germinar de manera directa o indirecta, dependiendo de la

temperatura, liberando zoosporas biflageladas (Romero, 1993; Agrios, 1998).

El patégeno sobrevive de un afio a otro en forma de micelio en tubéreulos de papa o bien
en otras especies hospederas cultivadas o sitvestres. El indculo puede estar en el suelo en
forma de oospora o bien ser trasportadas las zoospora y oosporas por el agua. Las

oosporas lienen la capacidad de soportar las condiciones ambientales adversas y

permanecer viables ( Erwin y Ribeiro, 1996; Agrios, 1998).
2.2.4. Centro de origen de P. infestans.

Cuando Reddick (1939), Niederhauser (1956) vy Gallegly y Galindo (1958) aportaron
evidencias fuertes sobre el origen mexicano de P. infestans, esta teorla fue aceptada
‘mundialinente; sin embargo en los dltimos afios otras corrientes de pensamiento han

cuestionado esta teoria y proponen como centro de origen de P. ifestans a la region de



los Andes Sudamericanos, centro de origen del cultivo ( Abad y Abad, 1997; Abad et al,

1995).

Las evidencias aportadas que tratan de demostrar el origen Andino de este oomiceto se
basan en reportes de literatura antigua que hacen referencias vagas sobre términos y
sintomas similares con los que hoy se han identificado a P, infestans. Abad y Abad
(1997) también mencionan que Berkeley v Anion de Bary (1845-1846) sugieren que P,

infestans fue importada a Furopa de los Andes Sudamericanos,

Ristaino et al. (2001) apoyando la teoria del origen Sudamericano de P, infestans trabajo
con ADN mitocondrial (/) del oomiceto de muestras de herbarios de 1847-1948 vy los
comparé con aislamientos recientes de Estados Unidos, Buropa, Brasil, Ecuador y
México. Encontrd en los aislamientos recientes los haplotipos Ia, Ib, Ila, Hb de ADN my,
sin embargo ninguno correspondia con las secuencias encontradas en las muestras de
herbarios. Las muesiras mexicanas contaban con los haplotipos Ia, Ila, IIb, pero no con
el haplotipo Ib que si esta presente en los otros paises; por lo que sugiere que México es
un ceatro de diversidad de . infestans pero no centro de origen de patogeno,

pudiéndose enconlrar este en Sudamérica.

La teoria que propone a México como centro de origen de P. infestans ha sido
sustentada por Goodwin (1996), quien ha recopilado una serie de evidencias histdricas,
bioldgicas y genéticas que asi lo demuestran. De acuerdo con este autor, antes de 1840
no existia una disciplina cientifica de Fitopatologia que pudiera diagnosticar una

-enfermedad, haciendo alusion a Abad y Abad (1995) menciona que estos argumentos
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son solo palabras que describen el estado de muerte del cultivo de la papa que pudo ser

causado por otros agentes. Argumentando ademas que el primer reporie de P. infestans

en Sudamérica fue en 1887 en Argentina.

Las evidencias biologicas que respaldan la teoria del origen del oomiceto en el altiplano
central de México son los genes de resistencia que tienen las especies silvestres de
Solanum de México, ausentes en olros lugares, la alta virulencia del patégeno, el
descubrimiento del grupo de compatibilidad A2 en los valles altos de México y la
continua proporcion 1:1 de Al y A2. Las evidencias genéticas son: 1) la cercania
genética entre P. infestans, P. mirabilis Y P. ipomoea (Ylier er al., 2002), estas dos
ultimas no reportadas fuera de México, que hace suponer un ancestro comdn, ii) la alta
diversidad genctica que ocurre de manera natural en México, iii) las poblaciones de

olros paises contenfan hasta antes de 1980 solo la linea clonal Al.

2.2.5. Caracterizacién de las poblaciones.

‘Considerando a una poblacién como a un conjunto de individuos con cierlas
caracteristicas similares, la homogeneidad y el tamafio de la poblacién estardn en
funcion al tipo de caracteristicas seleccionada. En €l caso de P. infestans, la relacion
hospedero-patdgeno fue la primera caracteristica que significativamente contribuyé a
caracterizar las poblaciones. En este sentido, la reaccion de plantas diferenciales de
Solanum demissum ante la infeccién por aislamientos del oomiceto, se han usado para
identificar las razas fisiolgicas de P. infestans (Black ef al., 1953; citado por Romero,

1993).



Las técnicas bioquimicas han ayudado a caracterizar genéticamente a . infestans .
Usando electroforesis en acetato de celulosa se ha encontrado polimorﬁsmo en 13
isoenzimas, de las cuales dos, glucosa-fosfato-isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep), han
sido usadas como marcadores gendiicos para identificar genotipos y caracterizar las

poblaciones del patégeno (Goodwin ef al., 1995 b).

Simultaneamente, el tipo de apareamiento en base a la caracteristica heterotalica del
oomiiceto y la sensitividad al fungicida metalaxil, han sido usados como métodos para la

caracterizacion poblacional del patogeno (Gallegly y Galindo, 1958; Kadish ez al., 1990,

Grinwald et al., 2001).

Las técnicas moleculares son fambién usadas ahora para caracterizar las poblaciones de
P. infestans, basandose en el polimorfismo del ADN de las mitocondrias (haplotipos) y
del nicleo (Griffith y Shaw, 1998., Ristaino ef al., 2001). Estas técenicas estan ayudando
a estudiar la recombinacion genética y las migraciones del patégeno. En la actnalidad,
los estudios de caracterizacion de las poblaciones de P. infestans incluyen la
combinacién de los métodos de determinacion del tipo de apareamiento, sensitividad al
metalaxil, isoenzimas, marcadores genéticos del ADN del nicleo y haplotipos
mitocondriales (Griinwald ef al., 2001). Todas ellas contribuyen a conocer al patdégeno y
entender su dinamica, para de csta manera poder disefiar estrategias que permitan tener

un mejor control de la enfermedad.



2.2.5.1. Grupos de compatibilidad.

Este oomiceto es una especie heterotélica, que requicte de la aproximaci6n fisica de dos
hifas de grupo de compatibilidad diferente (Al 'y A2) para que ocura la 00Sporogenesis
(Smart er al., 2000). Este fenémeno de heterotalismo fue comprobado por Smoot ef al,
(1958), quien apareé 109 aislamientos de diversos paises entre los que se encontraba
México y observé que tres aislamientos mexicanos formaban oosporas abundantes con
todos los aislamientos extranjeros y uno de México, demostrando asi que sélo en
Meéxico existian los dos grupos de compalibilidad. Estos resultédos fueron corroborados
por Gallegly y Galindo (1958) quienes encontraron una proporcion 1:1 en aislamientos
procedentes del Valle de Toluca y Chapingo, México, llamando grupo de compatibilidad

Al al cosmopolita y A2 al exclusivo de México,

Spielman ez al. (1991) observando los grupos de compatibilidad y el polimorfismo de las
isoenzimas postularon que los cambios en la estructura poblacional de P. infestans en
Europa, podrian agruparse en pre-A2 o poblaciones viejas con solo el grupo de
compalibilidad Al; y en post-A2 o poblaciones nuevas, con ambos grupos de
compatibilidad, observando que las poblaciones nuevas son mas agresivas que las
poblaciones viejas. Trabajos recientes revelan que el grupo de éompatibilidad A2 tiene
la capacidad de auto fertilizarse y producir oosporas en periodos cortos de tiempo
cuando son crecidos en una mezcla 50:50 de medios V8 y centeno, cosa que no ocurre

en la mayoria de los aislamientos A1 (Romero, 1958 ; Smart ef al., 2000),

10



La inestabilidad del patc')geud es otra de las fuentes para la generacién de razas
fisiologicas; Romero (1958) demostrd que a partir de cepas homotalicas obtenidas de
cultivos monozosporicos era posible tener aislamientos Al, A2 vy homotalicos; los
aislamientos Al permanecian constantes al menos hasta la tercera generacion, en tanto

que los A2 podian dar origen a cepas A2 y homotalicos.

En la actualidad las poblaciones “nuevas” de P. infestans estén desplazando a
poblaciones “viejas” alrededor del mundo. Esto ha generado que las nuevas 1azas, mas
agresivas, tengan la capacidad de destruir las variedades resistentes (Gisi y Cohen,
1996), provocando la biisqueda de nuevas fuentes de resistencia horizontal a P, infestans

en México y Pert { Niederhauser, 1991).
- 2.2.5.2, Razas fisioldgicas.

El primer reporte de la variabilidad de P. infestans fue realizada por Gidding y Berg en
1919 (citado por Romero, 1993; Gallegly, 1968) quicnes obse\rvaron que los
aistamientos de papa fueron patogénicos Gnicamente a papa, mientras que aquellos de
tomate fueron més patogénicos a papa que a tomate. Posteriormente se observo que éste
patogeno adquiria progresivamente mds virulencia mediante transferencia sucesivas en

variedades resistentes (Reddick y Mills, 1938),

En 1956 Black enconiré en México 16 razas fisiologicas de P. infestans con la ayuda de
una serie de plantas diferenciales que obtuvo al cruzar Selarum demisum con variedades

comerciales, comprobando la diversidad del patégeno en México (Gallegly, 1968). Lista
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variacién se debia no solo al efecto de mutaciones sino a mecanismos de hibridacion

que ocurrian por si solos en campo enire los grupos de compatibitidad (Romero y Erwin,

1967) citado por Castro (1962).
2.2.5.3. Sensibilidad a metalaxil.

Bl metalaxil es un funguicida del grupo de las fenilamidas, descubierto en 1977, Se
caracteriza por ser un producto sistémico, con excelente accién protectante y con efecto
curativo contra oomicetos, de los cuales inhibe la polimerasa del ARN ribosomal (Gisiy
Cohen, 1996). Gracias a su espectro de accién v a su excelente control ha sido utilizado
indiscriminadamente en la agricultura mundial. En 1980 se reporto el primer caso de
resistencia de éste producto, ocasionando una gran epidemia en Holanda, Trlanda y Suiza
( Davidse et al., 1983), suspendiéndose su comercializacién por 4 afios en esos paises

hasta que se formulé como mezcla con mancozeb (Gisi y Cohen, 1996).

Durante 1981 a 1984 se observé un decremento en la resistencia a metalaxil en Irlanda
y Holanda, como consecuencia de Ja no aplicacién. Sin embargo posteriormente se han

incrementado log niveles de resistencia a niveles alarmantes (Gisi y Cohen, 1996).

En Estados Unidos y Canada el primer reporte de resistencia a fenilamidas fue en 1991
en Washington y Columbia Britdnica. En Estados Unidos en 1992 se tenian frecuencias
de resistencia de 46 %, en 1993 de 71 %y 1994 de 87 % ; v alrededor de 79 % en 1996

para Canada (Peters et al., 1997).
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Matuszack ef al. (1994) observaron una mayor sensibilidad al metalaxil en aislamientos
del centro de México (Michoacan vy Estado de México) que en los aislamientos
colectados en Coahuila y Sinaloa. También observaron que los aislamientos resistentes a
metalaxil ocurrian con la misma frecuencia en papa, tomate y especies silvestres de
Solanum en una misma region geografica. Esto demuestra dos hechos repetidamente
comprobados posteriormente; a). existe mayor presion de seleccién en la agricultura
extensiva de riego y de alta tecnologia, que en la de temporal; y b) no hay especificidad

de hospedantes (Griinwald ef al., 2001; Guzméan-Galindo, 2002; Ilier ef al., 2003).

Deahl ef al. (1995) encontraron frecuencias de resistencia a metalaxil de 63 y 77 %
respectivamente, siendo éstos del tipo de compatibilidad A2; también reportan una
mayor frecuencia de resistencia al metalaxil en aislamientos A2 en comparacion a Al
en Florida y Texas, no asi en California donde los niveles més altos de resistencia se
encontraron en Al. Peters ef al. (1998) encontraron en Canada que los aislamientos A2
fueron moderadamente resistentes a metalaxil. Fn Finlandia y Noruega, Hermansen et
al. (2000) reportaron una mayor resistencia a metalaxil en aislamientos Al que en los
A2, Fn aislamientos det Valle de Toluca de 1997-1998, Griinwald ef al. (2001)

observaron la misma frecuencia de resistencia a metalaxil que Matuszak et al. (1994) en

1988.

2.2.6. Marcadores moleculares,

Un marcador molecular es cualquier moléeula (proteina, enzima, ADN 6 ARN) cuya

expresion refleja cambios a nivel de secuencias de ADN que pueden ser detectados en
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forma directa o con técnicas electroforéticas (Valadez y Kahl, 2000). Cuando los
marcadores moleculares presentan comportamientos de acuerdo a las leyes basicas de la

herencia Mendeliana se conocen como marcadores genéticos (Ferreira y Grattapaglia,

1998).

2.2.6.1, Isoenzimas.

Las isoenzimas son miltiples formas moleculares de 1a misma enzima presentes en una
especie, codificadas por mas de un gen. Mediante la electroforesis de enzimas se ha
estudiado la variabilidad genética de poblaciones naturales, sus procesos de hibridacién,
asf como estudios de dispersién de especies y andlisis ﬁlogenéticos {Towner y

Cockayne, 1993; Ferreira y Grattapaglia, 1998),

La expresion de las isoenzimas es codominante por lo cual un individuo diploide expresa
la visualizacion de ambos alelos en un mismo locus. Las enzimas monoméricas estén
formadas por un polipéptido, las diméricas por dos v asi sucesivamente. Los individuos
heterocigotos para una enzima dimérica, ademas de las dos bandas correspondientes a
los polipéptidos, presentan una tercer banda intermedia producto de la conjugacién de
ambos polipéptidos, de la misma forma, individuos heterocigotos para una enzima
tetramérica presentan tres bandas intermedias producto de la conjugacién de ambos
polipéptidos. Cada banda producida en la electroforesis es inte‘rpretada como un alelo
diferente en un solo locus. En organismos diploides como P. infestans las enzimas

glucosa fosfato isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep) son diméricas. Este otganismo
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presenta un alto grado de aneuploidia 6 alteracién en su niimero de cromosomas, que

complican su andlisis isoenzimatico (Goodwin, sin afio., Ferreira y Grattapaglia, 1998).

2.2.6.2. Fstudio de isoenzimas en P. infestans

Toley et al. (1985) probaron la actividad de 38 isoenzimas, utilizando electroforesis en
geles de almidon, de poblaciones asexuales de Estados Unidos, Canadé, Irlanda y Gales
y los compararon con poblaciones sexuales de P. infestans de origen mexicano.
Encontraron actividad en 17 isoenzimas y delerminaron 24 loci, de las cuales 11
enzimas fueron monomérficas e idénticas para ambas poblaciones; 13 enzimas fueron
polimérficas; sin embargo solo cuatro, peptidasa (Pep), glucosa fosfato isomerasa (Gpi),
xantina deshidrogenasa (Xdh) y enzima mdlica (Me-1) pudieron ser visualizadas e
interpretadas adecuadamente. De estas cuatro isoenzimas solo Gpi y Pep fueron

polimorficas para ambas poblaciones.

Con fines comparativos, se han tomado como referencias el nlimero de bandas y su
desplazamiento de cepas norteamericanas. En el caso del genolipo US-7 para la
isoenzima (Gpi), presenta un patrén de tres bandas con una intensidad 1:2:1, siendo la
banda media heterodimera, con un doble de intensidad que las banda homodimeras de
los extremos. En el caso del US-8 para (Gpi) se observan cinco bandas ¢con una relacién
de intensidad 1:2:3:2:1. La designacidn de los valores a los alelos revelados en las
bandas se han hecho de forma arbitraria, designando el valor de 100 al alelo mas comin
~y el valor del resto de los alelos se hace en base a su movilidad con respecto al alelo 100

(Goodwin, sin afio., Goodwin, et al., 1995 b). Cuadro 2 de apéndice.

15



‘Todas las lineas clonales presentes en el mundo descienden del genotipo mas comtn; el
US-1, el cual se origind de un ancestro mexicano y su variacién se debe a los procesos
de mutacion de ADN nuclear y mitocondrial (mnf) a lo largo de los afios (Goodwin,

1997).

Con estos estudios se ha demostrado el cambio de la estructura genética de la poblacién
de P. infestans, al detectarse nuevos genotipos en aquellas regiones donde se ha
reportado la presencia del grupo de compatibilidad A2, habiendo un desplazamiento de
los viejos genotipos por las nuevas y més agresivas poblaciones del patégeno ( Spielman

et al., 1991; Goodwin ef al., 1994 b; Goodwin, 1997).

En México los estudios isoenzimaticos han confirmado a la region del valle de Toluca
como centro de origen de este patogeno, por la gran variabilidad de genotipos
encontrados, algunos aun no reportados en otras regiones del mundo, como el alelo 78

para el locus Pep y 130 para Gpi (Garay-Serrano, 2001; Griilnwald ef al., 2001).
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3.2. Progreso de la enfermedad.

Las especies de Solanum fueron plantadas en la segunda quincena del mes de Junio del
afio 2000, sin ningin disefio experimental y expuestas a la infeccién natural del
patogeno, fueron asperjadas con insecticidas semanaimente pero no con fungicidas. La
severidad de la enfermedad en Ia planta, definida como el 4rea foliar visiblemente

enferma con respecto al % total del follaje, fue monitoreada semanalmente,

calificandose con base a la escala de Henfling (1987).

3.3. Preparacion del medio de centeno agar.

Para preparar un litro del medio de centeno agar, se utilizaron 100 ml de concentrado de
centeno, 20 g de azicar, 15 g de agar y 900 ml de agua. Esta mezcla se esterilizd y

vacié en cajas petri de 100 mm de didmetro para transferir aislamientos.

3.4, Preparacion del concentrado de centeno.

Para preparar un litro de concentrado de centeno se pesaron 600 grs de centeno, los
. cuales se desinfestaron durante 10 min en un litro de una solucién con cloro al 2 %,
enjuagandose posteriormente hasta desaparecer el olor a cloro; en seguida se agregaron
500 ml de agua y se dejo reposar de 36 a 48 his. Después las semillas germinadas se
lavaron dos veces y el centeno se licud con un litro de agua. La mezela se vacio en dos

matraces de dos litros, se taparon con aluminio y se incubaron al horno a 50 °C por 3
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3.6.1.

3.6.2.

Preparacién del tejido miceliar.

Con una aguja, se obtuvo de la caja petri el micelio de cada aislamiento.
Se coloco la muestra en un tubo de centrifugacion de 1.5 ml que contenia 30 pL
de agua destilada, macerandose el tejido con una broca.

Se centrifugo durante 20 segundos a 14 000 rpm.

Preparacion de placas de acetato de celulosa y amortiguador.

Se preparé un amortiguador de Tris-Glicina con pH de 8.5. Las placas de acetato de

celulosa se colocaron en un tanque cibico que se llend lentamente con el amortiguador.

Las placas se usaron después de 20 minutos de estar inmersas en el amortiguador.

3.6.3.

Electroforesis.

Se colocaron 8-10 plL del sobrenadante de la muestra cenirifugada en los pozos
de la placa de muestras,

Se sacd una placa de acetato de celulosa del tanque con buffer Tris-Glicina y se
sect con papel filiro. La placa se colocé en la base de alineacion.

Con el aplicador se transfirié la muestra al acetato 3 veces para Gpi y 5 veces
para Pep. Se marco con azul de bromofenol en uno de los extremos de la placa,
En la cdmara de electroforesis, previamente llenado con el buffer de Tris-Glicina

a pH de 8.5, se colocaron las placas de acetato de celulosa sobre los rieles.
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- Se corrieron las placas a 180-200 volts por 20 minutos para Gpi y 15 minutos

para Pep.
3.6.4. Tincién.

Se mezclaron los reactivos para cada una de las enzimas en agar (Cuadro 3, 4 de
apéndice). La solucién se vacio sobre el gel hasta cubrirlo y se incubd de 1 a 2 horas en
la oscuridad hasta que las bandas pudieran visualizarse., Posteriormente se removié el

agar bajo el chorro de agua y se secé la placa en el horno a 60 °C,

Los genotipos de cada aislamiento para Pep y Gpi se dedujeron de acuerdo a la cantidad
¢ intensidad de las bandas, asi como al desplazamiento en la placa. Los Organismos
homocigotos se caracterizan por la presencia de una banda y los heterocigotos de 3 a 5
bandas como maximo. Para determinar los alelos obtenidos en este trabajo, se usaron

como referencias los genotipos norteamericanos US-1, US-6, US-7 y US-8. (Cuadro 2

del apéndice).

-3.7. Respuesta a metalaxil.

En cajas petri de 100 mm de didmetro, con medio centeno agar, se compard el
crecimiento miceliar del patégeno a diferentes concentraciones de metalaxil, con un

testigo sin fungicida . Para ello se preparé una solucién en agua destilada estéril de 1000

ng mL™ del producto comercial Ridomil Gold 4 B® al 46.2 % (483 g dei.a 1.") de donde
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hrs. La mezcla se cold en manta de cielo y se separaron alicuotas de 100 ml de

concentrado de centeno, las cuales se guardaron en congelacién hasta ser utilizadas.

3.5. Determinacién del grupo de compatibilidad.

Para deferminar los grupos de compatibilidad, se usaron como referencia los
aislamientos 94a26.1 cuyo tipo de apareamiento es Al y 99a133.1 caracterizado como

del tipo de compatibilidad A2, ambos de la coleccién del PICTIPAPA.

En una caja petri de 60 mm de didmetro con medio centeno agar, se contrapuso un
circulo de agar de 5 mm de didmetro con micelio de un aislamiento con tipo de
compatibilidad desconocida a otro circulo de micelio de un aislamiento con tipo de
compatibilidad conocido. Después de 13 dias se observé al microscopio la presencia o
ausencia de oosporas. Si el asilamiento produjo cosporas con el tipo Al, su tipo de
compatibilidad correspondfa al A2; si produjo con el tipo A2, se le asignd el tipo de

compatibilidad Al y si produjo oosporas tanto con Al como A2 se considerd

homotdlico.

3.6. Analisis isoenzimatico.
Usando electroforesis en placas de acetato de celulosa se obtuvieron los genotipos para

las enzimas glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep), de acuerdo a la técnica

descrita por Goodwin ef al. (1995 b).
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III. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se llevé a cabo en el laboratorio del Programa Internacional
Cooperativo del Tizén Tardio de la Papa (PICTIPAPA) ubicado en las instalaciones del
Instituto de Investigacidn y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del Estado

de México (ICAMIIX) con sede en Metepec, Estado de México.

3.1. Material bioldgico.

Los 58 aislamientos de P. infestans utilizados en el presente trabajo fueron
proporcionados de la coleccion del PICTIPAPA del afio 2000, los cuales fueron
obtenidos de lesiones naturales en ausencia de fungicidas de 6 especies silvestres de
Solanum expuestas a la infeccion natural del patdgeno en campo, por la Bidloga Edith
Garay Serrano y mantenidos en nitrégeno liquido hasta el momento de su
caracterizacion.

Cuadro 1. Especies de Selanum, numero de aislamientos utilizados y origen de la

especie.

Especie Numero de aislamientos Origen
Solanum phureja (S)* 24 Colombia, Venezuela, Pert
Solanum acaule (S) 18 Argentina, Bolivia y Pert
Solanum bulbocastanum (R)** 4 México y Centroamérica
Solanum andreanum (R} 2 Sudamérica
Solanum caripense (R) 5 Sudamérica
Solanum muricatum (R) 5 : Sudamérica

*S, Susceptible a P. infesians bajo las condiciones de Toluca.
%R Resistente a P. infestans bajo las condiciones de Toluca.
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se obtuvieron diluciones de 1, 10 y 100 pg ml.”, de las cuales se adicionaron al medio
cenieno agar estéril antes de ser vaciados en lag cajas petri. En estos medios se colocé en
el centro de cada caja un disco de 0.5 ¢cm de crecimiento periférico de un aislamiento
con edad de 15 dias. Se evalué el crecimiento miceliar a los 13 dfas, toméndose dos
medidas perpendiculares al didmeiro del crecimiento y se le resto el didmetro del disco
(0.5 em). Con el valor promedio de dos repeticiones por tratamienio de cada uno de los

aislamientos, se calculé el porcentaje de crecimiento con respecio al testigo.

3.8. Anilisis de distancia genéticas.

Se realizo un anélisis de distancias gencticas modificada de Rogers (UPGMA) para
verificar el coeficiente de similitud e indice de identidad de las poblaciones del
patégeno. E1 UPGMA es un procedimiento que provee de una representacion grafica de
las distancias genéticas de los datos, lo que permite hacer inferencias de relaciones
posibles entre las poblaciones de estudio (Miller, 1997). Para el analisis UPGMA los
datos del tipo de compatibilidad fueron considerados como heterocigotos para Al y
como homocigoto para A2. También para este andlisis no se consideraron los genotipos
cuyas lecturas para Gpi fueron 100/111/122, ya que el programa TFPGA, con el que se ‘
hizo el analisis UPGMA, solo considera datos con dos alelos para los organismos

diploides.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Severidad dc la enfermedad en las especies evaluadas

Aun cuando todas las especies de Solanum fueron expuestas en campo a la misma
presion del inoculo, estas presentaron diferentes comporiamientos entre especies y entre

clones de la misma especie.

4.1.1. Solanum phureja.

fos clones de S. phureja presenlaron diferentes indices de severidad al patdgeno,
considerandose todos como altamente susceptibles a P. infestans (Figura 1) y sus
gislamientos fueron resisientes a metalaxil. lista informacién refleja variacion en el

grado de resistencia entre individuos de la misma especie.
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Figura 1. Respuesta de ¢cinco clones de S. phureja al ataque de P. infestans en el

Valle de Toluca, México.
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4.1.2. Solanum acaule.

El mismo comportamiento de S. phureju presentaron los clones de S. acaule (Figura 2).
[s importante sefialar la variacién en la respuesta de los clones de S. acaule al ataque del
patdgeno, como una respuesta a la variacion de la resistencia en la misma especie de
Solanum, esto debido a que hubo clones que llegaron al 100 % de severidad en menor
tiempo, en tanto que otros clones el % de severidad se mantuvo constante. Todos los
aislamientos de P. infestans obtenidos.cn esta especie fueron resistentes a metalaxil y

con una proporcion de A1:A2 de 1:1.
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Figura 2; Respuesta de tres clones de S. acaule al ataque de P. infestans en el Valle

de Toluca, México.
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4.1.3. Solanum bulbocastanum, Solanum caripense, Solanum andreanum y Solamum

muricatum,

Los clones de S. bulbocastanum, S. caripense, S. andreanum y S, muricatum pueden ser
considerados como altamente resistentes a £. infestans si se considera el % de severidad
que presentaron (Figura 3). Sin embargo aun cuando son resistentes al tizén tardio, es
importante seflalar que S. muricatum presentd solo aislamientos Al resistentes a
metalaxil, en tanto que S caripense presento aislamicntos Al y A2 resistentes al
metalaxil. S, bulbocastanum y S. andreanum podrian ser consideradas las mejores
fuentes de resistencia a P. infestans por los bajos % de severidad que presentaron y por

ser todos Al y susceptibles a metalaxil.
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Figura 3. Respuesta de S. caripense, S. bu!boca&tanum, S. andreanum y 8.

muricatum al ataque de P. infestans en el Valle de Toluea, México.
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4.2, Grupo de Compatibilidad (G.C.) y perfil isoenzimitico.

De los 58 aislamientos estudiados se encontraron 19 genotipos multitocus (Cuadro 2),
todos ellos reportados (Griinwald et al., 2001). Los genotipos dominantes fueron A2 con
100/100 para Gpi y 100/100 para Pep, con una frecuencia de 15.5 %; en tanto que el
grupo de compatibilidad Al presentd dos genotipos dominantes 86/100 y 100/100; y el
86/100, 92/100 con un 10.3 % cada uno. Los genotipos con menos frecuencia fueron
para A2 100/111/122, 100/100; y el 86/86, 100/100, ambos con 1.7 %,; los genolipos
menos frecuentes con grupo de compatibilidad A1l fueron 83/100, 100/100; 86/100,
96/100; y el 100/111/122, 92/100, ademés del homotélico 86/86, 100/100, cada uno de
ellos con una frecuencia de 1.7 %. Se detectaron dos genotipos norteamericanos, el US-1
con una frecuencia de 10.3 % y el US-8, considerado un genotipo muy agresivo en

Estados Unidos, con una frecuencia de 1.7 %.

La proporcion encontrada para los grupos de compatibilidad A1:A2 fue de 1:0.9, la cual
se aproxima a la 1:1 reportada por mdltiples autores. En esta poblacién también se

presentaron algunos aislamientos homotdlicos, 8.6 % de la poblacion estudiada.
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Cuadro 2. I'recuencias de genotipos de P. infestans aislados de 6 especies silvestres

de Solanum. Toluca, Méxice, 2000.

KIT3

B33

Genotipo G.C. Gpi Pep Nulimero Frecuencia (%)
1 A2 100/100 100/100 9 15.5
2 A2 86/100 92/100 4 6.8
3 A2 §6/122 92/100 4 6.8
4 A2 86/100 100/100 4 6.8
5 A2 86/122 96/100 2 3.4
6* A2 FOO/111/122 100/100 1 1.7
7 A2 86/86 100/100 1 1.7
8 Al 86/100 100/100 6 10.3

gr% Al 86/100  92/100 6 103
10 Al 100/100 100/100 4 6.8
11 Al 86/122 96/100 4 6.8
12 Al 86/122 100/100 3 5.1
13 Al 100/111/122  100/100 2 3.4
14 Al 83/100 100/100 1 1.7
15 Al 86/100 96/100 1 1.7
16 Al 100/111/122  92/100 1 1.7
17 Hom 86/122 100/100 2 34
i8 Hom 83/100 100/100 2 34
19 Hom - 86/86 1007100 1 1.7

(*). US-8. Cuadro 2 de apéndice. (**). US-1. Cuadio 2 de apéndice.
(***). Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto a aislamientos tipo.
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4.2.1. Grupo de Compatibilidad (G.C.) y perfil isoenzimatico por especie de

hospedante.

4.2.1.1. Solanum phureja.

De la especie S. phureja se obtuvieron 24 aislamientos, en los cuales se observaron 13
genotipos multilocus diferentes. Ll genotipo dominante en el grupo de compatibilidad
A2 fue 100/100 en Gpi y 100/100 en Pep con una frecuencia de 22 %; en tanto que en
Al no hubo ningin genotipo dominante, destacdndose entre ellos a 100/111/ 122,
100/100; 86/100, 100/100 y 86/122, 100/100 de Gpi y Pep respectivamente (Cuadro 3).
En esta poblacién se encontrd una relacién de 8:13 (A1:A2), que da una proporcién de
0.6:1 respectivamente. También se encontraron tres genotipos homotalicos. Aun cuando
la proporcién del tipo de compatibilidad no es 1:1, es importante resaltar la enorme
diversidad genética de P. infestans en el Valle de Toluca, aun con el ntimero reducido de
aislamientos, lo que confirma el origen sexual de la poblacién y la teoria de Goodwin

(1996) y Griinwald e/ al., (2001) sobre el origen del patégeno.
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Cuadro 3. Frecuencias de genotipos de P. infestans aislados de S. phureja. Toluca,

Meéxico, 2000.
Genotipo G.C. Gpi*s* Pephs* Namero  Frecuencia (%)

1 A2 100/100 100/100 5 22

2 A2 86/100 92/100 3 13

3 A2 86/122 92/100 2 8

4% A2 100/111/122 100/100 | 4

5 A2 86/122 96/100 1 4

6 A2 86/100 100/100 1 4

7 Al 100/111/122 100/100 2 8

8 | Al 86/100 100/100 2 8

9 Al 86/122 160/100 2 8
10%* Al 86/100 92/100 1 4
1 Al 83/100 100/100 1 4

12 Hom 86/122 100/100 2 8

13 Hom 86/86 100/100 1 4

(*). US-8. Cuadro 2 de apéndice.
(**). US-1. Cuadro 2 de apéndice.

(***). Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto a aislamientos tipo.
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4.2.1.2. Solanum acaule.

De esta especie se trabajé con 18 aislamientos, de la cual se enconiraron nueve
genotipos multilocus, encontrandose con mayor frecuencia el 100/100 para Gpi y
100/100 para Pep con grupo de compatibilidad A2 y 100/100 y 100/100 para Gpi y Pep
con grupo de compatibilidad Al respectivamente. La proporcién de los grupos de
compatibilidad observada de A1:A2 en esta poblacion fue de 1:1. También se detectaron
dos aislamientos homotalicos con genotipo 83/100 para Gpi y 100/100 para Pep

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Frecuencia de genotipos de P. infestans aislados de S. acaule. Toluca,

Meéxico, 2000.
Genotipo G.C. Gpi*** Pep* s Numero  Frecuencia (%)
1 A2 100/100 100/100 4 22
2 A2 86/100 100/100 2 11
3 A2 86/86 100/100 1 5.5
4 A2 86/122 96/100 1 5.5
5 Al 100/100 100/100 4 22
6 Al 86/122 96/100 2 11
7 Al 86/100 100/100 1 5.5
8 Al 86/122 100/100 1 5.5
9 Hom 83/100 100/100 2 11

(***), Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto a aislamientos tipo.

30



4.2.1.3. Solanum bulbocastanum.

A diferencia de las especies anteriores, en esta se trabajaron cuairo aislamientos, sin
embargo se encontraron tres genotipos multilocus diferentes, sobresaliendo el 86/122

para Gpi y el 96/100 para Pep con un 50 %, Los cuatro aisiamientos fueron del tipo de

compatibilidad A1 (Cuadro 3).

Cuadro 5. Frecuencia de genotipos de P. infestans aislados de S. bulbocastanum.

Toluca, México, 2000.

Genotipo G.C. Gpi*#* Pep ek Numero  Frecuencia (%)
1 Al 86/122 96/100 2 50
2 Al 86/100 100/100 1 25
3 Al 86/100 96/100 1 25

(***).Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto a aislamientos tipo.

4.2.1.4. Solanum caripense,

Los cinco aislamientos de esta especie presentaron cuatro genotipos multilocus
diferentes, lo que demuestra nuevamente la enorme variabilidad del patégeno en el Valle
de ;l"oltlca, de estos, el 80 % fue A2 y 20 % Al. El genotipo sobresaliente en esta
poblacion fue el A2 86/122 para Gpi y 92/100 para Pep; la proporcién A1:A2 de los

grupos de compatibilidad fue 0.25:1 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Frecuencias de genotipos de P. infestans aislados de S. caripense, Toluca,

Meéxico, 2000.
Genolipo G.C. Gpi*++* Pep* s Numero  Frecuencia (%)
1 A2 86/122 92/100 2 40
2 A2 86/100 92/100 1 20
3 A2 86/100 100/100 I 20
4 Al 160/111/122 92/100 1 20

(***). Desplazamiento relativo de lag bandas, con respecto a aislamientos tipo.

4.2.1.5. Solanum muricatum.

~ De cinco aislamientos oblenidos, todos fueron Al con 86/100 para Gpi y 92/100 para
Pep (Cuadro 7). Este genotipo ha sido reportado como el causante de la hambruna en
Itlanda y es muy comiin en los valles altos de México, de donde se cree fue Hevado a

Estados Unidos en 18405 y de ahi a Europa (Goodwin et al., 1994 a., Goodwin et al.,
1994 b),

Cuadre 7. Frecuencia de enotipos de P, infestans aistados de S. muricatum. Toluca
p )

México, 2000,
Genotipo G.C. Gpi*** Pepts* Nimero  Frecuencia (%)
¥ Al 86/100 92/100 5 100

(**). US-1. Cuadro 2 de apéndice.

(***). Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto 4 aistamientos tipo.

32



4.2.1.6. Solanum andreanum.

De S, andreanum se trabajo con dos aislamientos los cuales, al igual que la anterior

especie todos fueron Al, presentando como tinico genotipo al 86/100 para Gpi y

100/100 para Pep (Cuadro 8).

Cuadro 8. Frecuencias de genotipos de P. infestans aislados de S, andreanum.

Toluca, México, 2000,
Genotipo G.C. Gpi*** Pepr*+ Nimero  Frecuencia (%)
1 Al 86/100 100/100 2 100

(***). Desplazamiento relativo de las bandas, con respecto a aislamientos tipo.

4.3. Resistencia a metalaxil de Ia poblacién en estudio.

At pg mL' los aislamientos mostraron una tendencia hacia la resistencia conforme
aumentaban los rangos de crecimiento, asf el 33 % de estos crecieron mas del 90 %
respecto al testigo. A 10 pg mL™' los aislamicntos se distribuyen en los diferentes rangos
de crecimiento relativos al testigo, comprobando asi la variabilidad del patogeno, el 13
% de los aislamientos crecié mas del 90 % respecto al testigo. A 100 pg mL™! el 35 % de
los aislamientos crecié menos del 10 % respecto al testigo, decreciendo la frecuencia de
aislamientos conforme se incrementaban los rangos de crecimiento (Figura 4). Esta

respuesta fue similar a la reportada por Matuzak ef i, (1994) y Griinwald er al. (2001);
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sin embargo esta tendencia fue diferente a la encontrada por Guzmén-Galindo (2002),

quien a 100 pg mL™! presento rangos de crecimiento menores a 60 % respecto al tesligo,
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Rango de crecimiento relativo al testigo

Figura 4. Distribucién de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimientos

relativos de la poblacién de P. infestans obtenida de especies silvestres de Solanum.
4.3.1. Resistencia a metalaxil por especies silvestres de Solanum,

El andlisis de P. infestans obtenido de S. andreanum no se incluye en el texto por contar

s6lo con dos aislamientos, los cuales fueron resistentes a metalaxil. El resultado se

incluye en la Figura 1 del apéndice.
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4.3.1.1. Solanum phureja.

Los aislamientos de esta especie presentaron un comportamiento muy similar al de la
poblacién en general (Figura 4). En presencia de 1 pg mL™ el 38 % de los aislamientos
crecié mas del 90 % respecto al testigo. A 10 pg mL™! los aislamientos presentaron una
tendencia de moderadamente resistente a altamente resistente a metalaxil ya que el 24 %
creci6 al equivalente a 90 % del testigo. A 100 ug mL"' el 19 % de los aislamientos
creci6 menos del 10 %; en esta concentracion la mayoria de los aislamientos tendieron a

la resistencia, pues el 14 % de ellos crecié mas del 90 % respecto al testigo (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimiento

relativo procedentes de Solanum phureja,
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4.3.1.2, Solanum acaule.

En estos aislamientos se observé un comportamiento decreciente conforme aumentaba la
concentracion de metalaxil. A 1 ug mL™ el 24 % de los aislamientos crecid mas del 90
o respecto al testigo. Mientras que a 10 ug mL™ solo el 6 % de los aislamientos tuvo el
mismo crecimiento y el 12 % de ellos fue sensible a metalaxil al crecer menos del 10 %

respecto al testigo. A 100 ug mL™ el 60 % crecié menos del 10 % (Figura 6),
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Figura 6. Distribucién de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimiento

relativo procedentes de Solanum acaule.

4.3.1.3. Solanum bulbocastanum.

De esta especie se trabajé con cuatro aislamientos, los cuales presentaron un

comporfamienio con tendencia a la susceptibilidad a metalaxil en las tres

36



concentraciones. A 1 pg mL™" ¢l 100 % de los aislamientos crecié en un rango de 40-80
% con respecto al testigo. A 10 pug mL” el 100 % de los aislamientos crecié menos del

30 %, en tanto que a 100 pg mL"' todos los aislamientos crecieron menos del 20 %

respecto al testigo (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimiento

relativo procedentes de Solanum bulbocastanum.

4.3.1.4. Solanum caripense.

Los aislamientos de esta especie presentaron un comportamiento similar a S, phureja y
S. acaule al presentar diferentes grados de susceptibilidad a metalaxil en las tres
concenlraciones. A 1 pg mL™' el 40 % de los aislamientos crecié mas que el testigo. A
10 ug mL" los aislamientos presentaron una tendencia moderadamente resistente; a 100
ng mL” los aislamientos fueron de susceptibles a moderadamente - resistentes al

presentar  rangos de  crecimientos menores al 50 %  (Figura 8).
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Figura 8. Distribucién de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimiento

relativo procedentes de Solanum caripense,

4.3.1.5, Solanum muricatum.

El comportamiento de estos aislamientos presenta una tendencia hacia la resistencia a
metalaxil en las tres concentraciones. A 1 pg mL™' todos los aislamientos crecieron mas
del 80 % respecto al testigo. A 10 pg mL"™ ef 40 % de los aislamientos crecieron mas del

80 % y a 100 pg mL" el 20 % de ellos creci6 mas del 90 % respecto al testigo (Figura

9).
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Figura 9. Distribucién de la frecuencia de aislamientos en rangos de crecimiento

relativo procedentes de Solanum muricatum.

4.3.2. Respuesta a metalaxil a 10 pg mL™",

4.3.2.1. General.

De acuerdo al criterio de Shattock, (1998) sobre resistencia a metalaxil, el 4 % de los
aistamientos fueron sensibles al metalaxil a 10 ug mlL”, reflejando en eilo ¢l alto grado
de resistencia presente en la poblacion del patdgeno del Valle de Toluca. El 63 % de los
aislamientos son considerados moderadamente resistentes y el 33 % como altamente
resistente a metalaxil (Figura 10). Esto indica una evolucién hacia la resistencia si se

considera que hace 10 afios presentaba mayor sensibilidad (Matuszak et al., 1994),
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Figara 10 . Respuesta a metalaxil de la poblacién de P. infestans obtenida de
especies silvestres de Solanum a 10 pg mL™', MS (susceptible a metalaxil), MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MHR (altamente resistente a metalaxil),

4.3.2.2. Por especie.

Todas las especies evaluadas presentaron tendencias de resistencia a metalaxil,
sobresaliendo entre ellas S phureja de la cual 10 aislamientos fueron altamente
resistentes. S. acaule fue otra de las especies que presentaron aislamientos altamente

resistentes, al igual que S. caripense y S. muricatum. Sin embargo S. bulbocastanum y S.
andreanum presentaron solamente aislamientos moderadamente resistentes, por lo que

podrian ser especies candidatas en programas de mejoramienio genético (Figura 11).
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Figura 11. Distribucién de la respuesta a metalaxil de especies silvestres a 10 ng

mL’, MS (susceptible a metalaxil), MMR (moderadamente resistente a metalaxil),

MHR (altamente resistentes a metalaxii).

Los datos anteriores reflejan el alto grado de resistencia a metalaxil presente en la

poblacion del patégeno oblenida de las especies silvestres.

4.3.3. Relacién entre Grapo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metakaxil a 10

pg ml?,

La relacion encontrada entre el grupo de compatibilidad y la respuesta a metalaxil a 10

ug mL! permite determinar la distribucién de la resistencia. De la poblacion evaluada el
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41 % de los aislamientos del grupo de compatibilidad A1 fueron considerados como

modéradamente resistentes a metalaxil, mientras que el 7.5 % de estos aislamientos
fueron caracterizados como altamente resistentes. En el grupo de compatibilidad A2 el
niimero de aislamientos moderadamente resistentes y altamente resistentes a metalaxil
fueron practicamente los mismos ( 22 % y 20 % respectivamente), en tanto que todos los

aislamientos homotalicos fueron catalogados como altamente resistentes (Figura 12).

B

Frecuencia (%)

MHR

MMR Respuesta a
MS metalaxil

A...\I\)
owood o

A1 A2

Hom.
Grupo de compatibilidad

Figura 12. Relacién entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil

a 10 pg mL"'. MS (susceptible a metalaxil), MMR (moderadamente resistente a
n

metalaxil), MHR (altamente resistente a metalaxil),

La informacién anterior refleja que los aislamientos altamente resistenies a metalaxil se
encueniran con mayor frecuencia en la poblacidn de P. infestans del grupo de

compatibilidad A2 y homotélicos, consecuentemente considerados como altamente
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agresivos. Estos datos coinciden con los reportados por Deahl er al (1995) en los

aislamientos mexicanos.

4.3.3.1. Relacion entre ¢l Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil a

10 pg mL"! por especie silvestre,

4.3.3.1.1. Solanum phureja

La distribucién de la resistencia a metalaxit en esta especie guarda una similitud con el
comportamiento de la resistencia de la poblacion bajo estudio (Figura 12). El 29 % de
los aislamientos del grupo de compatibilidad Al fueron moderadamente resistentes y
Gnicamente el 9 % de estos aislamientos fueron altamente resistentes al metalaxil. En el
grupo de compatibilidad A2 el 34 % de los aislamientos fueron altamente resistentes a
metalaxil, al igual que un aislamiento homotdlico (Figura 13). De acuerdo a la

informacién anterior la poblacién de P. infestans de S, Phureja presenta un alto grado de

resistencia a metalaxil.
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Figura 13. Relacién entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil
a 10 pg mL' de Solanum phureja. MS (susceptible a metalaxil), MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MIR (altamente resistente a metalaxil)

4.3.3.1.2. Solanum acaule

La poblacion de S. acaule se caracteriza por presentar en el grupo de compatibilidad Al
mas del 34 % de los aislamientos moderadamente resistentes a metalaxil, ademds el 6 %
de los aislamientos de este mismo grupo de compatibilidad fueron susceptibles a
metalaxil. En tanto que en los aislamientos A2 el 23 % de estos fueron moderadamente
resistentes a metalaxil y el 18 % de ellos altamente resistentes, al igual que todos los
aislamientos homotdlicos (Figura 14). De acuerdo a los resultados anteriores P, infestans

presenta una mayor resistencia a metalaxil en aislamientos A2 y homotélicos.
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Figura 14. Relacion entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil
a 10 pg mL' de Solanum acanle. MS (susceptible a metalaxil), MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MHR (altamente resistente a metalaxil).

4.3.3.1.3. Solanum caripense

Bl 20 % de los aislamientos de esta especie en el grapo de compatibilidad Al fueron
moderadamente resistentes a metalaxil, en tanto que ¢l 60 % de los aislamientos del
grupo de compatibilidad A2 presentaron esta misma respuesta, ademds en el grupo de

compatibilidad A2 el 20 % de estos fueron altamente resistentes a metalaxil (Figura 15).
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Figura 15. Relacién entre Grupe de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil
a 10 pg mL' de Solanum caripense. MS (susceptible a metalaxil)) MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MHR (altamente resistente a metalaxil).

Las figuras de S. muricatum, S. bulbocastanum y S. andreanum fueron reportadas en el
apéndice. En S, muricatum el 100 % de los aislamientos fueron A1, de los cuales 60 %
fue moderadamente susceptible a metalaxil y el 40 % altamenfe resistente (Figura 2 de
apéndice). Los aislamientos de S. bulbocastanum fueron en su totalidad Al, donde el
100 % de ellos fue moderadamente resistente a metalaxil (Figura 3 de apéndice). En S.
andreanum cl comportamiento de los aislamientos fue similar a S. bulbocastanum, es

decir, el 100 % de los aislamientos fue moderadamente resistente a metalaxil y del grupo

de compatibilidad Al (Figura 4 de apéndice),
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4.4. Agrupamiento genético

De acuerdo a la informacién proporcionada por el analisis UPGMA la poblacion de P.
infestans aislada de S, phureja (1) y de S. acaule (2), ambas especies de origen andino,
presentan un coeficiente de similitud de 0.0183 y un indice de identidad de 0.9819, por
lo que esta poblacién se encuentra muy relacionada, a tal grado que ambas presentaron
una proporcion muy cercana 1:i de Al y A2 y muy resistentes a metalaxil, muy
susceptibles al ataque del patégeno, ademds el genotipo multitocus dominante en ambas
poblaciones fue A2 con 100/100 tanto en Gpi como en Pep. S, bulbocastanum (3) de
origen mexicano, y S. andreanum (4) de origen sudamericano, presentan un coeficiente
de similitud de 0.0638 y un indice de identidad de 0.9382, los aislamientos de estas
especies [ueron todos Al y moderadamente resistentes a metalaxil, siendo estas especies
resistentes al ataque del patdgeno, por lo que serlan buenas fuentes de resistencia a P.
infestans; el punto de interseccién entre las poblaciones 1, 2, 3 y 4 presenta un

coeficiente de similitud de 0.0949 (Figura 16).

Bl coeficiente de similitud entre las poblaciones 1, 2, 3, 4 con la poblacién de S
muricatum (6), especie sudamericana, es de 0.1684, esto debido a que los aislamientos
de S. muricatum fueron el 100 % Al y con genotipo multilocus 86/100 en Gpi'y 92/100
en Pep, ademas de resistentes a metalaxil. En tanto que la poblacion de S, caripense (5),
también sudamericana, presenta un coeficiente de similitud de 0.1835 con el resto de las
poblaciones. La figura 16 indica que la poblacién de P. infestans en las especics
silvestres de papa (ienen un mismo origen a partir del coeficiente de similitud de 0,1835,

sin embargo estas se encuentran mas relacionadas entre S. phureja (1) v S, acaule D)y
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entre S. bulbocastanum (3), Unica especic mexicana y S. andreanum (4); siendo la
poblacién de S. caripense (5) la menos refacionada de todas, esto por la alta diversidad

de genotipos que presento y la proporcion 0.25:1 de A1:A2 y resistente a metalaxil

L 1 ] i | ; |
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Figura 16. Dendograma basado en el analisis de UPGMA. de las poblaciones de P.

infestans aisladas de S. phureja (1), S. acaule (2), S. bulbocastanum (3), S.

andreanum (4), S. caripense (5)y S. muricatum (6).

4.5. Discusién general,

Se tuvieron varios clones de S. phureja y S, acaule en el campo, que mostraron diversos
grados de severidad de infeccion entre individuos de un mismo clon, lo cual es tipico de

las especies silvesires independientementie de su nivel de resistencia al patdgeno

(Lozoya-Saldafia et al., 1997). El resio de las especies si mostrd su resistencia

48



caracteristica, con limitado numero de lesiones, pero suficientes para obtener los

alslamientos.

Aun cuando las proporciones de los grupos de compétibilidad fueron iguales al
contabilizar la totalidad de la poblacién, en los casos de S bulbocastanum y S
muricatum, solo fueron infectados por el grupo Al, lo que hace de estas especies
potcncialés progenitores para mejoramiento genético para resistencia a las variantes
agresivas A2 del oomiceto. Las diferencias de ploidia entre S, bulbocastanum (2X = 24)
y 8. tuberosum (4X = 48) han sido superadas mediante la fusion de protoplastos, con
resultados exitosos (Helgeson ef al., 1997). S. muricatum, por otro lado, es una especie
no tuberosa domesticada en Sudamérica, conocida como pepino dulce (Spire y Rouselle,
1999), que no es hospedero importanie de P. infestans, cuyo cultivo es por su fruto y no
s¢ le incluye en los programas de mejoramiento genético de papa. [l inconveniente de

esta especie para fitomejoramiento es que algunas cepas de P. infestans que la infectaron

resultaron resistentes a metalaxil.

Aunque S. phureja y S. acaule han sido reportadas como resistentes a P. infestans en
Sudamérica (Flawkes, 1994), en la regién del Valle de Toluca estas especies fueron muy
susceptibles al patégeno al ser sometidas de manera natural a una mayor presion del
oomiceto, y altamente resistentes a metalaxil, por lo que no setia recomendable usarlas

en los programas de mejoramiento genético.
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El genotipos multilocus A2 100/100 en Gpi y 100/100 en.Pep predomino en los
aislamientos de P. infestans obtenidos de S phureja y S. acaule, siendo también el
genotipo mas comin en la regién del Valle de Toluca (Griinwald er al., 2001). Un
aistamiento de S. phureja y todos los aislamientos de S muricarum (Cuadro 7)
corresponden al genotipo norteamericano US-1, considerado como el genotipo extraido
de México en 1840s y diseminado alrededor del mundo (Goodwin et al,, 1994 a.,
Goodwin er al., 1994 b). El genotipo A2 100/111/122 para Gpi y 100/100 en Pep
identificado como US-8, considerado como uno de los mas agresivos en Norteamérica y
muy comin en el norte de México (Goodwin et al., 1995 a) fue detectado en un
aislamiento de S, phureja. Los genotipos dominantes en la poblacién total del comiceto
para Gpi fue 86/100, coincidiendo con lo teportado por Tooley et al. (198 5), Griinwald
et al. (2001) y Guzmdan-Galindo (2002), en tanto que en Pep el mas comin fue el
100/100 concordando con Griinwald er af, (2001), Lozoya-Saldafia et al. (2002) y

Guzmén-Galindo (2002).

El numero elevado de genotipos encontrados en la poblacién total ¥ en los aislamientos

obtenidos de S. phureja, S. acaule, S, caripense revelan el origen sexual de la poblacion

del oomiceto en el Valle de Toluca.

La resistencia a metalaxil fue elevada en S phureja, S. acaule, S. caripense y S
muricatum, concentrandose esta en aislamientos homotalicos, A2 Yy en menor proporcion
Al, coincidiendo con lo reportado por Deahl ef ai. (1995), pero no con Hermansen ef al.
(2000) quienes encontraron una mayor resistencia a metalaxil en aislamientos Al, En

S.bulbocastanum y S. andreanum que fueron todos susceptibles a metalaxil y del grupo
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de compatibilidad Al. La resistencia a metalaxil de la poblacion en general a 100 ug

ml." coincide con Matuszak ef al. (1994), pero no con Guzman-Galindo (2002) quien a

esta misma concentracion no encontid crecimientos mayores a 60 % respecio al testigo.

Los clones de Solanum han sido agrupado en base a su similitud encontrada en los
aislamientos de P. infestans. S. phureja (2X = 24} y 8. acaule (4X = 48) fueron clones
muy similares al ser susceptibles al comiceto (Figura | y 2) con aislamientos resistentes
a metalaxil y de origen sexual; S bulbocastanum (2X = 24) de origen mexicano y S,
andreanum, de origen sudamericano, fueron dos especies similares entre si, resistentes a
P. infestans, con aislamientos susceptibles a metalaxil y del grupo de compatibilidad Al.
En tanio que S, caripense y S. muricatum, ambas sudamericanas, con resistencia a P.
infestans, presentaron aislamientos resistentes a metalaxil y fueron los clones con menor

grado de similitud con respecto al resto de las especies evaluadas.
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CONCLUSIONES

1.- La resisiencia contra P. infestans no se conserva en S, phureja y S. acaule, pero si en

S. andreanum, S. muricatum, S. caripense v S. bulbocastanum.
2.- Con excepcidn de S, muricatum, no se observo especificidad hospedero-patégeno.

3.- La poblaci6n estudiada fue en su mayoria de origen sexual, al enconirase una gran

diversidad genética e igual proporcion en los grupos de compatibitidad.

4.- Independientemente del hospedante de donde se obtuvieron las cepas, la mayor

resistencia a metalaxil se observé en las homotélicas, segnidas de las A2.

5.~ 8. bulbocastanum y S. andreanum serian buenas fuentes de resistencia genética
contra P. infestans, pues fueron resistentes al ataque del patdgeno y solo fueron atacadas

por cepas Al con susceptibilidad a metalaxil,
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Cuadro 1. Frecuencia de

VII. APENDICE

los alelos mas comunes de glucosa-fosfato-isomerasa (Gpi)

Yy peptidasa (Pep) por loealidad y

afio de coleccion (Fry ef al., 1992)

COLECCION ALELO Gpi ALELO Pep

83 8 90 100 122 139 83 92 (96)-100
Centro de México 1983-1989 | 0.01 023 002 055 017 001 0.01 015  0.84
(n=125) Al:A2=1:]
Europa antes de 1980 0 05 o 05 o 0 0 035  0.65
Holanda 1951-1978
(n=T7)ALLA2=1:0
Gales 1978 0 05 0 o5 o 0 0 0.5 0.5
(0=9) Al:A2=1:0
Europa después de 1980 0 0 026 074 o 0 0.08 0 0.92
Irlanda 1989
(1=25) A1:A2=§:2
Holanda 1989 0 0 041 059 0 0.21 0 0.79
(n=205) Al:A2= 91
Polonia 1989 0 0 036 064 ¢ 0 0.06 0 0.94
{n=4) A1:A2=5:5
Gales 1987 0 0 023 077 ¢ 0 0.22 0 0.78
(n=9) Al:A2=6:4
Japén 1958-1983 0 05 0 05 o 0 0 025 075
(n=4) Al:A2= 1.0
Japén 1987-1990 ¢ 017 0 083 o 0 0 0.18  0.82
(n=198) AL:A2= 46
Pert 1984-1986 0 05 0 05 ¢ 0 0 048 052
(n=25) A1:A2=1:0
USA/Canada 1979-1989 0 04 0 06 o 0 0 0.47 053
(0=70) A1:A2= |:0

Cuadro 2, Caracteristicas de los

referencias en la determinacion de los

(Goodwin et al., 1995),

genotipos  norteamericanos nsados como

alelos para las isoenzimas Pep y Gpi

Patrones isoenzimaticos

Genotipo l Gpo. compaltibilidad Gpi Pep Respuesta a metalaxyl
UiS-1 Al 86/100 92/100 Sensible

Us-6 Al 100/100 92/1G0 Resistente

Us-7 A2 100/111 100/100 Resistente

US-8 A2 100/111/122 1007100 Resistente




Cuadro 3. Reactivos utilizados en la tincién de Gpi.

Cantidad Reactivo

1.5 Ml Tris HCI 0.05M pH 8.0

5 gotas D-Fructuosa-6-fosfato

1 mL 2-Nicotianamide Adenina Dinuncléotidos {(NAD)

5 gotas 3~[4,5—Dimethylthiazoln2—y1]~2,5-diphenylﬁtetrazolium bromide (MTT)
5 gotas Phenazine Methosulfato {(PMS)

10 pl, Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa

2 mlL Agaral 1.6 %

Cuadro 4. Reactives utilizados en la tincién de Pep.

Cantidad Reactivo

2 mL Tris HC1 0.05M pH 8.0
10 gotas Glicil leucina

5 gotas Peroxidasa

8 potas O-Dianisidina

2 gotas MgCl,

5 gotas L-amino acido oxidasa
2 mL Agaral 1.6 %
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relativo de los aislamientos procedentes de Solanum andreanum.
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Figura 2. Relacién entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil a

10 pg mL?' de Solanum muricatum. MS (susceptible 2 metalaxil), MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MHR (altamente resistente a metalaxil),
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Figura 3. Relacion entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil a
10 pg mL' de Sofanum bulbocastanum. MS (susceptible a metakaxil), MMR

(moderadamente resistente a metalaxil), MHR (altamente resistente 2 metalaxil).
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Figura 4. Relacion entre Grupo de Compatibilidad (G.C.) y respuesta a metalaxil a
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(moderadamente resistente a metajaxil), MIIR (altamente resistente a metalaxil),
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Cuadro 5. Analisis UPGMA usando las distancias originales de Nei's (1972), de los

aislamientos de S. phureja, S. acaule, S, bulbocastanum, S. andreanum, §. caripense

Y S muricatum,

Punto Distancia genética (coeficiente de similitud)

1 0.0183 |Interseccion S. phureja-S. acaule

2 0.0638 |Interseccion S. bulbocastanum-S. andreanum

3 0.0949 | Interseccion S. phureja-S. acaule-S. bulbocastanum-S, andreanum

4 0.1684 |Interseccion 8. muricatum- S. phureja-S. acaule-S. bulbocastanum-S.
andreanum

5 0.1835 | Interseccién S. caripense con todas las anteriores

Cuadro 6. Distancia de identidad de los aistamientos obtenidos de . phureja, S.

acaule, S. bulbocastanum, S. andreanum, S. caripense y S. muricatum, en base a la

prueba de Nei's (1972/1978).

Comparacién Indice de identidad
S. phureja vs S. acaule 0.9819
S. phureja vs S. bulbocastanum 0.8795
S. phureja vs S. andreanum 0.9126
S. phurefa vs S. caripense 0.9366
S. phureja vs S. muricatum (1.8583
S. acaule vs S, bulbocastanum 0.9019
S. acaule vs S. andreanum 0.9452
S. acaule vs S. caripense 0.8595
S. acaule vs S. muricatum 0.8232
S. bulbocastanum vs S. andreanum 1.9382
S. bulbocastanum vs S. caripense 0.7947
S. bulbocastanum vs S. muricatum 0.8333
S. andreanum vs S. caripense 0.7682
S. andreanum vs S. muricatum 0.8660
S. caripense vs S. muricatum 0.8131
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