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RESUMEN GENERAL

VARIABILIDAD INTERESPECIFICA ENTRE ESPECIES MEXICANAS DE
Phytophthora DEL CLADO 1C

A nivel mundial Phytophthora infestans, agente causal del tizon tardio, es el
patobgeno mas destructivo en el cultivo de papa. Esta relacionado
genéticamente con: P. phaseoli, P. ipomoeae, P. mirabilis y P. andina (clado
1c). La presencia de P. infestans, P. mirabilis y P. ipomoeae en el altiplano
central mexicano obedece a una evolucién simpatrica, la especiacion pudo
haberse originado por el salto de hospedero, seguido de una especializacién a
través de mutaciones de los genes efectores del patégeno. La resistencia del
patogeno al metalaxil se ha asociado con una mutacion en la subunidad larga
de la ARN poll. Considerando los impactos continuos y negativos de P.
infestans, entender su biologia y la de las especies P. mirabilis y P. ipomoeae,
es imperativo para establecer nuevas estrategias de manejo. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la variabilidad fenotipica y genotipica de la
resistencia a metalaxil de P. infestans 'y P. mirabilis en diferentes localidades del
altiplano mexicano. Para lo anterior se caracterizaron poblaciones del patégeno
de los estados de Tlaxcala, Michoacan, Puebla y Estado de Meéxico. La
diversidad fenotipica se evaludé con la resistencia in vitro al metalaxil y la
diversidad genética con los polimorfismos del gen que codifica para la
subunidad RPA 190 de la ARN poll. En Toluca (propuesto como el centro de
origen del clado 1c) existi6 menor frecuencia de aislamientos resistentes al
metalaxil. Un polimorfismo de un solo nucleétido, SNP 602 GT, tuvo 62 % de
asociacion con aislamientos resistentes. La distancia genética entre las
especies P. infestans y P. mirabilis fue 0.006144 (p-distance). Se encontro salto
de hospedero de P. ipomoeae ocasionando tizon tardio en papa (Solanum
tuberosum) en Chapingo y Villarreal. Se concluye que la variabilidad que existe
en las localidades cercanas a Toluca, definen mayor amplitud del centro de
origen.

Palabras clave: Clado 1C de Phytophthora; P. infestans; P. mirabilis; P.
ipomoeae, salto de hospedero; RPA 190; resistencia al metalaxil.
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GENERAL ABSTRACT

INTERSPECIFIC VARIABILITY IN MEXICAN Phytophthora CLADE 1C
SPECIES

Phytophthora infestans, the causal agent of potato late blight, is one of the most
destructive plant pathogens of potato globally. Genetically, the pathogen is
closely related to four other Phytophthora species (clade 1c): P. phaseoli, P.
ipomoeae, P. mirabilis, and P. andina. Sympatric evolution of three of the
species (P. infestans, P. mirabilis and P. ipomoeae) found in the highlands of
central Mexico has occurred. Host jumps followed by host specialization through
mutations of effector genes may be driving speciation in the clade. A mutation in
the large subunit of RNA poll contributed to the resistance of P. infestans to
metalaxyl. To effectively manage the disease, it is very important to know the
biology of the clade 1c. The objective of the present study was to determine the
phenotypic and genotypic variability in the resistance of P. infestans and P.
mirabilis to metalaxil in the highlands of central Mexico. A characterization study
was conducted with the isolates from Tlaxcala, Michoacan, Puebla and the State
of México. Metalaxyl resistance determined phenotypic diversity, while genotypic
variability was assessed using polymorphisms in the RPA190 gene encoding the
large subunit of RNA poll. The frequency of resistant isolates in the Toluca
Valley (it has been proposed as the center of origin of the entire 1c clade) was
the lowest. A single nucleotide polymorphism (SNP 602 GT) was present in 62
% of the resistant isolates. The genetic distance between P. infestans and P.
mirabilis was 0.006144 (p-distance). Host jump in P. ipomoeae causing late
blight in potato foliage in Chapingo and Villarreal was found. These results
conclude that the center of origin is larger than previously established.

Keywords: Phytophthora 1c clade; P. infestans; P. mirabilis; P. ipomoeae; host
jump; RPA 190; metalaxyl resistance.

Ph. D. Thesis in Horticultural Sciences, Instituto de Horticultura, Departamento de Fitotecnia,
Universidad Autonoma Chapingo.

Author: Mercedes Maria Cuenca Condoy

Advisor: Dr. Héctor Lozoya Saldan
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INTRODUCCION GENERAL

El tizon tardio es la enfermedad mas devastadora de la papa (Solanum
tuberosum) presentando una distribucion mundial. Se estima que esta
enfermedad, genera pérdidas anuales en la produccion del cultivo de 4800
millones de euros (€) (Wang et al., 2017). Ninguna otra enfermedad de plantas
ha causado tan amplia dispersion humana e impacto social (Erwin y Ribeiro,
1996). Historicamente el dafio mas grave ocurrid, sin duda, en el afio de 1845
en Irlanda. La enfermedad destruyé en su totalidad los campos de papa,
ocasionando hambruna, muerte a miles de personas y la migracion de muchos
sobrevivientes a otros lugares de Europa y América del Norte (Agrios, 2005). El
patogeno, Phytopthora infestans (Mont.) De Bary, ingres6 a Europa en 1840, en
materiales de papa importados de América del Norte y América del Sur; como
respuesta a la degeneracion del material de propagacion existente en Europa
en aquella época (Wang et al., 2017).

P. infestans se relaciona genéticamente con otras cuatro especies de
Phytophthora: P. phaseoli, P. ipomoeae, P. mirabilis y P. andina (Kroon,
Brouwer, de Cock y Govers, 2012), patégenos importantes en otros plantas
cultivadas y silvestres (Forbes et al., 2013). Se han realizado estudios para
aclarar la relacion evolutiva de las especies dentro del clado, con genealogias
que involucran desde un gen y varios genes hasta la secuenciacion de todo el
genoma nuclear y el genoma mitocondrial (Hass et al., 2009; Blair, Coffey y
Marin, 2012; Gomez-Alpizar, Hu, Oliva, Forbes y Ristaino, 2017, Lassiter et al.,
2015).

P. infestans y sus cuatro especies hermanas se encuentra en el clado 1c (Kroon
et al., 2012). P. phaseoli se reporto por primera vez en Estados Unidos (Lassiter
et al., 2015), su centro de origen es desconocido (Farr y Rossman, 2014), se ha



reportado en México, América Central y América del Sur, atacando a Phaseolus
limensis, P. lunatus, y P. vulgaris (Lassiter et al., 2015). P. mirabilis, ocasiona
tizon en Mirabilis jalapa (Galindo y Hohl, 1985) y P. ipomoeae en Ipomoea
orizabensis e I. purpurea (Badillo-Ponce et al., 2004). P. mirabilis y P. ipomoeae
han sido reportadas solo en México (Flier et al., 2002). Por otro lado, P. andina
se ha reportado, unicamente, en Ecuador, Colombia y Peru, no en México
(Forbes et al., 2013), esta especie es un hibrido entre P. infestans y una
especie desconocida de Phytophthora (Lassiter et al., 2015). P. infestans y P.
andina son especies simpatricas en los Andes y tienen hospederos comunes
(Forbes et al., 2013).

La presencia de P. infestans, P. mirabilis y P. ipomoeae en el altiplano central
mexicano obedece a una evolucion simpatrica, estas especies comparten
caracteristicas morfolégicas (Grunwald y Flier, 2005). La especiacion del clado
pudo originarse por el salto de hospedero seguido de una especializacion a
través de mutaciones de los genes efectores del patogeno (Dong et al., 2014,
Lassiter et al., 2015). Se ha propuesto al Valle de Toluca, como centro de
origen las especies del clado 1c (Lassiter et al., 2015, Flier et al., 2002).

Considerando, que la fuerza evolutiva incrementa el fitness (incremento de
agresividad, resistencia a fungicidas y alelos de virulencia) y el cambio de nicho
de los patdgenos (colonizacion de otros hospederos host jump); es necesario
caracterizar las poblaciones del patégeno. La caracterizacion que se realiza en
poblaciones del género Phytophthora puede ser fenotipica (tipo de
apareamiento, virulencia/agresividad de razas y sensibilidad al metalaxil),
bioquimica (isoenzimas: Glucosa-6-fosfato isomerasa y Peptidasa) y/o
molecular (RFLPs nuclear y mitocondrial, PCR, secuenciacion y microsatélites)
(Martin, Abad, Balci e Ivors, 2012). Bajo este contexto introductorio, se enfatiza
la importancia de caracterizar las poblaciones del clado 1c, del género
Phytophthora de la parte central de México, con el propdsito principal que las
conclusiones de este estudio aporten al conocimiento de los fitopatdgenos de
este clado para contribuir en el desarrollo de estrategias efectivas de control.



OBJETIVOS

GENERAL

Contribuir al conocimiento de la variabilidad existente en las especies
mexicanas del clado 1c del género Phytophthora, de manera que se aporte al
entendimiento de las estrategias utilizadas por el patégeno: cambio de nicho de
hospederos (host jump) y desarrollo de resistencia a metalaxil.

ESPECIFICOS

Describir los aspectos relevantes conocidos, no conocidos y los controvertidos
sobre el clado 1c del género Phytophthora, en base a las recomendaciones
obtenidas en otros estudios de investigacion (Capitulo 1).

Analizar la variacién fenotipica in vitro de la resistencia al metalaxil y el gen que
codifica para la subunidad RPA 190 de la ARN poll de individuos de las
especies P. infestans y P. mirabilis del clado 1c en diferentes localidades del
altiplano mexicano (Capitulo 2).

Detectar cambio de hospederos de las especies mexicanas del clado 1c en las
localidades del altiplano mexicano (Capitulo 3).

HIPOTESIS

La variabilidad de las especies mexicanas P. infestans, P. mirabilis y P.
ipomoeae podria no estar restringida al Valle de Toluca, centro de origen del
clado 1c. Geograficamente, la variabilidad puede ser mas amplia, evidencias
como la resistencia a metalaxil y el polimorfismo de la secuencia de ADN que
codifica para la subunidad RPA 190 lo sugieren.



ORGANIZACION DEL ESTUDIO

El presente estudio esta integrado por tres tipos de informacion de las especies
mexicanas P. infestans, P. mirabilis y P. ipomoeae (fenotipo de la resistencia in
vitro, polimorfismos de la secuencia de ADN que codifica para la subunidad
RPA 190, y el salto de hospederos).

El capitulo 1 corresponde a la revision de literatura, integrada por tres aspectos
relevantes del clado 1c: biolégicos, evolutivos y poblacionales.

El capitulo 2 presenta la asociacidon entre la variacion fenotipica in vitro de la
resistencia al metalaxil y el gen que codifica para la subunidad RPA 190 de la
ARN poll de los individuos de las especies P. infestans y P. mirabilis del clado
1c. Se realizaron un analisis de concentracion efectiva media (CEsp) y las
categorias de resistencia, para determinar el fenotipo de la resistencia.
Adicionalmente, se describe la variacion molecular, a través de dendrogramas
utilizando secuencias de nucledtidos y aminoacidos de los individuos

evaluados.

El capitulo 3, constituye el primer reporte de P. ipomoeae ocasionando tizon
tardio en papa (Solanum tuberosum), en dos localidades del altiplano mexicano.
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CAPITULO I. SINOPSIS DEL CLADO 1C DEL GENERO
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RESUMEN

El género Phytophthora incluye aproximadamente 120 especies. P. infestans, P.
mirabilis, P. ipomoea, P. phaseoli y P. andina se encuentran en el clado 1c de
los 10 clados en los que actualmente se distribuyen las especies del género.
Estas especies estan relacionadas genéticamente (distancias genéticas
cercanas), la especie mas estudiada es P. infestans, por ser el agente causal
del tizon tardio de la papa. La presencia de P. infestans, P. mirabilis y P.
ipomoeae en el altiplano central mexicano obedece a una evolucién simpatrica,
la especiacion pudo haberse originado por el salto de hospedero, seguido de
una especializacion a través de mutaciones de los genes efectores del
patégeno. Considerando los impactos continuos y negativos de P. infestans,
entender su biologia es imperativo para establecer nuevas estrategias de
manejo. En esta revision se puntualiza los aspectos biolégicos, las estrategias
evolutivas (aspectos evolutivos) y el método para caracterizar las poblaciones
(aspectos poblacionales) del clado 1c.
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Centro de origen, coevolucion del parasitismo, tamafo del genoma, marcadores
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ABSTRACT

The genus Phytophthora includes 120 species. P. infestans, P. mirabilis, P.
ipomoea, P. phaseoli and P. andina, are into clade 1c of the10 clades that are
currently distinguished within the genus. Genetically, the pathogens are closely
related, the most studied species is P. infestans, because it is the causal agent
of potato late blight, Sympatric evolution of P. infestans, P. mirabilis and P.
ipomoeae, in the highlands of central Mexico has occurred, host jumps followed
by host specialization through mutations of effector genes may be driving
speciation in the clade. To effectively manage the disease, it is very important to
know the biology of the clade 1c. In this review are pointed the biological
aspects, the evolutionary strategies (evolutionary aspects) and the
characterization of populations (populations aspects) in the clade 1c.
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INTRODUCCION

El género Phytophthora incluye aproximadamente 120 especies cuyos
hospederos son mas de 1000 especies de plantas, causando pérdidas
economicas cada afo en cultivos y plantas ornamentales (Martin et al., 2012).
Tradicionalmente las especies del género Phytophthora se organizaron en seis
grupos debido a las caracteristicas morfologicas y fisiologicas, se utilizaba la
clave de identificacion de Waterhouse (1963); sin embargo, con analisis
filogenéticos de secuencias nucleares y mitocondriales se han redistribuido en

10 clados (Martin et al., 2012; www.phytophthoradb.org).

En la filogenia de Phytophthora, en el clado 1c se encuentran: P. infestans, P.
mirabilis, P. ipomoea, P. phaseoli y P. andina. Estas especies estan
relacionadas entre ellas, teniendo un ancestro comun, y su distancia genética
es muy cercana (Kroon et al., 2012). La especie mas estudiada, del clado 1c, es
P. infestans, por ser el agente causal del tizon tardio, la enfermedad mas
devastadora del cultivo de papa (Solanum tuberosum)(Wang et al., 2017).

Esta revision tiene como objetivo resumir los aspectos biologicos, las
estrategias evolutivas (aspectos evolutivos) y el método para caracterizar las
poblaciones (aspectos poblacionales) del clado 1c, con especial detalle en P.
infestans; estas particularidades biologicas se deben considerar al desarrollar
estrategias de control efectivas del patdégeno.

1.4. ASPECTOS BIOLOGICOS

1.4.1. Centro de origen de las especies del clado 1c del género

Phytopthora.

Existe controversia sobre el centro de origen de las especies que pertenecen al
clado 1c, del género Phytophthora. Por un lado, se ha propuesto al Valle de
Toluca, como el centro de origen de todas las especies del clado 1c (Lassiter et
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al., 2015, Flier et al., 2002); la otra corriente es que P. infestans se origind en

los Andes en Sudamérica (Lassier et al., 2015).

Entre las razones para considerar a México como centro de origen de P.
infestans se encuentran: la diversidad genética de las poblaciones originadas
por la reproduccion sexual, evidente en poblaciones aisladas del Valle de
Toluca; la presencia de genes de resistencia a P. infestans de especies
endémicas de papas (Solanum demissum); especies cercanas relacionadas
como P. ipomoeae y P. mirabilis endémicas de México y la presencia de tipos
de compatibilidad de P. infestans que estan relacionados en la reproduccion
sexual (Martin et al. 2015).

Los argumentos para considerar a los Andes como centro de origen de P.
infestans, se basan en la presencia de hospederos alternos endémicos de la
familia de las solanaceas; y en evidencias moleculares, como el analisis de
secuencias gendmicas mitocondriales de P. infestans que muestra la presencia
de uno de los dos grupos de haplotipo mitocondrial (tipo Il) mayoritariamente
dentro de los aislamientos de Sudamérica, analisis coalescentes que sustentan
que las mutaciones mas antiguas de los /oci nucleares y mitocondriales
ocurrieron exclusivamente en los aislamientos sudamericanos; y la diversidad
alélica elevada de las lineas clonales US-1 en Ecuador sugiere que esta linea
es endémica del pais (Martin et al. 2015).

1.4.2. Phytophthora infestans (Mont.) De Bary: Tizén tardio de la
papa

La enfermedad

El tizon tardio es la enfermedad mas devastadora de papa (Solanum
tuberosum) y tiene distribucion mundial. Se estima que ésta enfermedad,
genera pérdidas anuales en la produccion del cultivo de 4800 millones de euros
(€) (Wang et al., 2017). Ninguna otra enfermedad de plantas ha causado tan
amplia dispersion humana e impacto social (Erwin y Ribeiro, 1996).
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Histéricamente el daio mas grave ocurrid, sin duda, en el afio de 1845 en
Irlanda. La enfermedad destruyé en su totalidad los campos de papa,
ocasionando hambruna, muerte a miles de personas y la migracion de muchos
sobrevivientes a otros lugares de Europa y América del Norte (Agrios, 2005). El
patogeno, P. infestans (Mont.) De Bary, ingres6 a Europa en 1840, en
materiales de papa importados de América del Norte y América del Sur; como
respuesta a la degeneracion del material de propagacion existente en Europa
en aquella época (Wang et al., 2017).

Agente causal

P. infestans, es un oomicete, agente causal del tizén tardio de la papa.
Morfologicamente P. infestans tiene micelio cenocitico, sin septas que separen
el micelio, los esporangios (unidad de reproduccion asexual) de forma
alimonada, ahusados en la base, caducos semipapilados y con un pedicelo
menor de 3 mm. Su tamafio varia de 36 x 22 ym a 29 x 19 ym. Los
esporangioforos son de crecimiento continuo, con un pequefio hinchamiento

justo debajo del esporangio (Pérez y Forbes, 2008).

Las oosporas producto de la reproduccién sexual, tienen un diametro promedio
de 30 ym (24-35 ym) las que se forman en las hojas, mientras que las
formadas en medio de cultivo, entre 24 a 56 um de diametro. La reproduccion
sexual favorece la supervivencia del patégeno y genera nuevas combinaciones

de genes (Pérez y Forbes, 2008).
Nomenclatura y Clasificaciéon taxonémica

P. infestans (Mont.) De Bary, se deriva de las palabras griegas Phyto planta,
phthora destructor. Matius de Prusia en 1842 lo llamé Gangraena tuberum
solani, primera descripcion del hongo que causo la enfermedad en casi toda
Europa. En 1845, Morren de Bélgica escribio varias cartas en las que sostuvo
que un hongo era la causa del tizon tardio, Montagne acepté la teoria de
Morren y describio Boftrytis infestans (1845), fue confirmado por Antony de Bary
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en 1876 como Phytophthora infestans (Erwin y Ribeiro, 1996). P. infestans
pertenece al reino Chromista, clase Oomycetes (Figura 1). Los oomicetes son
distintos a los patogenos del reino Fungi, aunque comparten caracteristicas

morfologicas, también poseen caracteristicas que los hacen unicos.

Los oomicetos, estan mas cercanamente relacionados con las algas, dado que
presentan meiosis en los gametangios, por lo tanto sus nucleos vegetativos son
de naturaleza diploide, mientras las células vegetativas de las especies del
reino Fungi son haploides (Raffaele y Kamoun, 2012). Las septas (paredes
celulares) en las hifas son raras, resultando en una condicion multinucleada
(lamada cenocitica) (Fry y Grunwald, 2010). La pared celular contiene
principalmente celulosa y 3-1,3 y B-1,6 glucanos y no quitina (el polimero de N-
acetil glucosamina, que se encuentra en las paredes de los hongos verdaderos)
(Pérez y Forbes , 2008; Raffaele y Kamoun, 2012), ademas la pared celular no
tiene capacidad de sintetizar los esteroles (Erwin y Ribeiro, 1996). Muchas
especies de oomicetos, producen esporas acuaticas (zoosporas) carentes de
pared celular, biflageladas contenidas en estructuras llamadas esporangios (Fry
y Grinwald, 2010).

Basidiomycotina

Ascomycotina
FUNGI

Plants ! Zygomycotina

/ Chytridiomycetes
/ J— (animales) } ANIMALIA
Animal>"‘ﬂlkaryotes . - (plantas superiores) } PLANTAE
—— (algas pardas)

{ Diatomeas

\~ . l—————— Hypochytriomycetes

PROTOZOA

Myxomycota }

L (protozoos)

Figura 1. Relaciones filogenéticas entre los cinco reinos de eucariotas. A)
relacion entre los dos grupos de fitopatdogenos filamentosos y B) diagrama
esquematico de las relaciones entre los cinco reinos de eucariotas (tomado de
Raffael y Kamoun, 2012; Pérez y Forbes, 2008)
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Sintomatologia

Los sintomas inicialmente se desarrollan en los bordes de las hojas inferiores
de la planta, se presentan manchas de apariencia humeda, de color verde
oscuro, de forma irregular, no delimitadas por las nervaduras de las hojas
(Figura 2A) (Pérez y Forbes , 2008).

Figura 2. Sintoma de tizén tardio en papa en el Valle de Toluca. A) necrosis en
el envés de hoja. B) lesion en tallo

En condiciones de alta humedad, en el envés de las hojas se desarrolla el
micelio de color blanco. La enfermedad es policiclica, es decir puede presentar
varios ciclos durante una temporada, comienzan rapidamente a desarrollarse
nuevas lesiones en el resto de las plantas, en menos de una semana puede
afectar y colapsar completamente un cultivo (Pérez y Forbes, 2008). Las

lesiones se expanden rapidamente y se tornan de color café oscuro,
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posteriormente se necrosa el tejido, pudiendo avanzar la infeccion hasta los

tallos (Figura 2B).

En los tallos, los sintomas se observan en la parte superior de la planta, a partir
del tercio medio, son lesiones necroticas de color café oscuro a negro y pueden
variar desde unos pocos centimetros hasta 10 cm de longitud (Figura 2B).
Cuando la lesién ha atacado el diametro completo del tallo, este se vuelve
quebradizo, sobre todo al paso de personas o maquinarias de trabajo; también
se puede observar esporulacion del patégeno bajo condiciones de alta
humedad (Pérez y Forbes, 2008). En los tubérculos, los sintomas se presentan
como lesiones necroticas, secas y de color café, que penetran el tejido,
extendiéndose desde unos pocos milimetros hasta 3 cm. El tejido bajo la lesion
es firme, con una apariencia granulosa de color marron (Agrios, 2005).

Epidemiologia y ciclo

Las epifitias de Tizon tardio aparecen de acuerdo a las condiciones ambientales
predominantes durante el desarrollo del cultivo de papa. El patdogeno crece y
esporula mejor en humedades relativas sobre el 80 % y temperaturas de entre
15 y 25 °C (Agrios 2005); condiciones, que en el Valle de Toluca coinciden con
la época de desarrollo vegetativo del cultivo de papa. Las zoosporas necesitan
agua libre para su germinacion y penetracion. Una vez que la infeccién se
produce, la enfermedad se desarrolla mas rapidamente a temperaturas de 21°C
(Figura 3) (Pérez y Forbes, 2008).

El patdgeno hiberna como micelio en tubérculos infectados (Figura 3), ya sea
en la bodega o en el campo. Desde el tubérculo, el micelio crece alcanzando los
brotes y produciendo colapso celular. Cuando el micelio alcanza la parte aérea
de la planta, produce zoosporangios. Estos son dispersados por el agua de
lluvia y el viento, depositandose en hojas y tallos humedos, donde inician una
nueva infeccién. Bajo condiciones frias nocturnas, los zoosporangios pueden
formar zoosporas en su interior, las cuales también son infectivas (Agrios,
2005).
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Si las condiciones de humedad prevalecen, nuevos zoosporangios y zoosporas
son formados, por tanto, gran cantidad de nuevas infecciones pueden ser
producidas en una estacion de crecimiento (Erwin y Ribeiro, 1996). La infeccion
de los tubérculos comienza cuando las zoosporas son lavadas por la lluvia
desde las hojas y caen al suelo, donde infectan los tubérculos por las lenticelas
o heridas. Los tubérculos también pueden infectarse al momento de la cosecha
al tomar contacto con follaje enfermo o con tubérculos enfermos durante la

manipulacion y seleccion de semilla (Agrios, 2005).
Fase asexual

En presencia del agua libre y temperaturas bajas, los esporangios germinan
indirectamente (8-12 zoosporas uninucleadas y biflageladas), las zoosporas se
enquistan sobre superficies sdlidas, luego en presencia de alta humedad
pueden desarrollar un tubo germinativo y penetran a la hoja por los estomas, o
forman un apresorio; de manera que la hifa ingresa a través de la cuticula de la
hoja, una vez dentro de la planta el micelio se desarrolla intercelularmente
formando haustorios dentro de las células (Smart, Mayton, Mizubutim Willmann
y Fry, 2000). Cuando la temperatura es mayor a 15 °C, los esporangios pueden

germinar directamente (Figura 3) (Pérez y Forbes, 2008).
Fase sexual

La formacién de oosporas es relevante en el ciclo de vida de P. infestans, son
necesarios los dos tipos de apareamiento (A1 y A2) para la reproduccion
sexual. Las esporas se forman a medida que cada tipo de apareamiento
responde a la hormona inducida por el tipo de apareamiento contrario,
produciendo un oogonio y un anteridio (Fry y Grunwald, 2010).

La meiosis ocurre inmediatamente antes del desarrollo de los gametangios,
representando el unico estado haploide del ciclo de vida del organismo; la
cariogamia se da entre los dos nucleos haploides, formando una oospora
diploide uninucleada de paredes gruesas, con la capacidad de constituirse
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como una estructura de supervivencia para el invierno en las zonas templadas,
capaz de sobrevivir en ausencia del hospedero (Peters, Platt, Hall y Medina,
2014; Smart et al., 2000). Las oosporas forman un tubo germinativo sobre el
cual se forma un zoosporangio similar a los de la reproduccién asexual, el cual
germina y las zoosporas resultantes son capaces de iniciar un nuevo ciclo de
vida (Agrios, 2005).

1.5. ASPECTOS EVOLUTIVOS

1.5.1. Genoma de P. infestans (Mont.) de Bary

El genoma de P. infestans tiene 240 megabases (Mb), 74 % son secuencias
repetitivas de ADN, la mayoria de las repeticiones son similares a las
secuencias consenso, indicando un alto grado de actividad de transposones
(Figura 4) (Raffaele y Kamoun, 2012). El genoma posee 17797 genes
codificadores de proteinas, existen proteinas efectoras, implicadas en el
proceso de patogenicidad que afectan la fisiologia del hospedero y le facilitan la
colonizacion (Hass et al., 2009).

Las proteinas efectoras pueden ser apoplasticas y citoplasmicas. Los efectores
apoplasticos se acumulan en el espacio intercelular (apoplasto), como enzimas
hidroliticas (proteasas, lipasas y glicosilasas), inhibidores enzimaticos que
protegen al patdgeno de las enzimas de defensa del hospedero y toxinas de
necrosamiento como Nep1-like Proteins (NLPs) y PCF-like pequerios cystein-
rich (SCRs). Los efectores citoplasmicos, que son translocados directamente al
interior de la célula de la planta por estructuras especiales de infeccién,
llamadas haustorios (Hass et al., 2009).

NUmero cromosémico y ploidias

El tamafio del genoma monoploide de P. infestans es de 2 a 4 veces mas
grande que otras especies de Phytophthora (Raffaele y Kamoun, 2012). Se ha
determinado que los aislamientos mexicanos son diplofasicos 'y

generativamente diploide (2n) con un numero basico de cromosomas de x=9 y
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un numero de cromosoma haplofasico n=9, 9+1 y 9-1; por tanto el numero de
cromosomas diplofasicos varia entre 16 y 20 (Brasier y Sansome 1975 citado
por Catal et al., 2010).

Tooley y Therrien (1987) reportaron que la poblacién sexual de los aislamientos
mexicanos son diploides, tienen menor cantidad de ADN comparado con los
aislamientos de otros paises, por ejemplo las cepas britanicas tienen
aproximadamente dos veces el numero de cromosomas comparado con los
aislamientos de Toluca, México; esta condicion tetraploide podria estar
relacionada con la adaptacion del patégeno a condiciones mas frias (Sansome
1977).

En 2010 usando citometria de flujo por laser, se confirmo6 que la heterocariosis y
la poliploidia son condiciones de P. infestans, las evidencias mostraron que
contenido de ADN por nucleo varia considerablemente entre los aislamientos
esto es favorecido porque el patégeno tiene células cenociticas multinucleadas
y presumiblemente gana flexibilidad genética con las condiciones del nucleo
heterocaridtico, particularmente cuando la poblacion nuclear en una célula
difiere en el contenido de ADN (Catal et al., 2010).

1.5.2. ¢Por qué es tan grande el genoma de las especies del
clado 1c?

Los genomas de los oomicetes fitopatdgenos son mas grandes, comparados
con su pariente mas cercano no patogénico, Phaeodactylum tricornotum,
diatomea con un genoma del tamafio de 27 Mb (Bowler et al., 2008); debido a la
proliferacion de ADN repetitivo, especialmente elementos transponibles
(secuencias de ADN que poseen la capacidad intrinseca de cambiar de
posicion dentro del genoma). En P. infestans, el 74 % del genoma son
elementos transponibles (Figura 4) (Raffaele y Kamoun, 2012).
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Figura 4. Caracteristicas principales de los genomas secuenciados de los
fitopatogenos filamentosos. Junto al dendrograma se muestran: hospederos
principales, tamafo del genoma, comparaciones entre los genomas, numero de
genes codificadores de proteinas y contenido de ADN repetitivo (Tomado de
Raffaele y Kamoun, 2012).

La domesticacion de los hospederos favorece la formacion de linajes
especificos de patdgenos, pudiendo evolucionar y expandirse el genoma de los
fitopatdgenos que interactuan con el hospedero (Raffaele y Kamoun, 2012). Sin
embargo, un caso diferente es el que presentan los genomas de las
Phytophthoras del clado 1 c, cuyas dimensiones se encuentran entre 220-280
Mb (Figura 5); genomas grandes aun cuando los hospederos de P. mirabilis y
P. ipomoeae son plantas silvestres, Mirabilis jalapa e Ipomoeae orizabensis
(Badillo-Ponce et al., 2004), respectivamente. La expansion del genoma, en
este clado 1c, debid darse antes de la domesticacion (Raffaele y Kamoun,
2012).
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En conclusion, el tamafio mayor del genoma de los oomicetos fitopatégenos, le
confiere plasticidad debido a los elementos transponibles cuyos efectos pueden
ser: delecion y pseudogenizacion, silenciameinto genético, remplazo de
aminoacidos, presencia de proteinas quimeras, y nuevos genes con nuevas

funciones (Raffaele y Kamoun, 2012).

1.5.3. Coevolucion del parasitismo de P. infestans con el género

Solanum

Existe una continua evolucién de la habilidad de las plantas hospederos para
reconocer las razas de patdgenos que anteriormente no eran reconocidas,
mientras que el patégeno evoluciona para evitar el reconocimiento por un

hospedero previamente resistente (Benezer-Benezer et al., 2008).
Mecanismos de las plantas

El sistema inmune de la planta estd compuesto por una red compleja de
mecanismos activos y pasivos que dificultan la colonizacion del patdégeno en el
hospedero (Figura 5) (Martinez-Pacheco, 2017). Entre los mecanismos se
encuentran: la sintesis de enzimas hidroliticas que actuan sobre el patégeno, la
sintesis de fitoalexinas, cambios en las proteinas estructurales de la pared
celular, activacién de la transcripcion de genes especificos ‘genes R” en
respuesta a los elicitores del patdgeno, el incremento de la concentracion de las
especies reactivas del oxigeno (ERO), entre otros (Afzal, Khurshid, Ashraf y
Kasi, 2014).

La primera linea de defensa es el reconocimiento de moléculas conservadas
que se secretan o estan en la superficie del patégeno, patrones moleculares
asociados a patogenos PAMPs (del inglés: Pathogen-associated molecular
patterns), que incluyen elicitores y efectores; este reconocimiento ocurre a
través de receptores transmembranas en las células vegetales, receptores de
reconocimiento de patrones PRRs (del inglés: Pattern Recognition Receptor) y
provocan el desarrollo de una respuesta inmune inducida por PAMs (PTI, del
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inglés: PAMP-triggered inmunity) que los patdogenos deben vencer para la
colonizacion. La PTI involucra la transmision de sefales en el interior de la

célula a través de cascadas de fosforilacion (Figura 5) (Lehmann et al., 2015).

Pathogen

By
o
PAMPs, = e.g. ELR
effectors -
e.g. Avr2 T S protein class1/2

e.g. Cf-2

e.g. GLOSSY11,
MLO

e.g. SOBIR 1 o . ..
S protein class1/2 o
e.g. CESA3 &e_g. AvrPto ®
-Host
\ S protein class2/3
i PTL ETI

{ Host immunity

Host
compatibility

Figura 5. Inmunidad innata de la planta: PTl y ETIl. Los PAMPs, los efectores
intracelulares son percibidos por los receptores en la membrana plasmatica o
por las proteinas de resistencia R en el citoplasma, resultando la activacion del
PTly ETI (Tomado de Sun et al., 2016)

La segunda linea de defensa consiste en la presencia de los genes R y de sus
productos, que codifican a proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs),
son proteinas ricas en Leucina (Afzal et al., 2014). La activacion de estos
genes, responde a moléculas llamadas efectores, que al ser reconocidas
reciben el nombre de factores de avirulencia o proteinas de avirulencia (Sun et
al., 2016). Debido a que la relacion es gen por gen, es decir, un gen de
resistencia en la planta y un gen avirulento en el patégeno; el evento se
denomina inmunidad inducida por efectores (ETI). La PTl y ETI son las dos

ramas principales de la inmunidad de las plantas (Sun et al., 2016).
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Resistencia Sistémica Adquirida (SAR, del inglés: Systemic Acquired

Resistance)

La resistencia se da en la planta varios dias después de sobrevivir a la
infeccidn, como resultado del aumento en los niveles de compuestos de
defensa como quinasas y otras enzimas hidroliticas. El acido salicilico se utiliza

como sefal enddgena de la planta (Taiz y Zeiger, 2003).

Para que una planta sea resistente a la infecciéon de un patdégeno se requiere:
que la planta sea capaz de identificar al patogeno, la activacion de las rutas del
complejo metabdlico en las células infectadas y la propagacion de la resistencia
dentro de los tejidos de la planta. La respuesta basal es la hipersensibilidad,
que conduce a la muerte celular programada (Afzal et al., 2014).

Mecanismos del patégeno
Genotipos mas agresivos

La virulencia se refiere a la habilidad genética de una raza de P. infestans para
vencer la resistencia del hospedero causando una reaccion de compatibilidad,
es decir se produce la enfermedad. Los genes de resistencia (genes R de la
planta) codifican productos que identifican en forma especifica a los productos
codificados por genes de avirulencia del patégeno. La pérdida o cambio del gen
de avirulencia permite la compatibilidad (Pérez y Forbes, 2008).

Presencia de proteinas efectores del patégeno

Los oomicetes pueden suprimir la respuesta inmune activada por sus propios
elicitores secretando proteinas efectoras que puedan actuar en diferentes
compartimentos celulares; alterando al estado fisiologico de la planta para

beneficiar la colonizacion.

El efector AVR3A suprime la percepcion del elicitor PAMP INF1; el efector se
origina en el citosol del patégeno y es secretado a través de la pared celular del

patogeno al apoplasto donde puede estar en contacto con las células de la
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planta o con la matriz extrahaustorio; donde modifica ese ambiente en que el
patdogeno se esta desarrollando, secretando moléculas para estabilizar las
proteinas efectoras que inhiben la sintesis de enzimas hidroliticas por parte de
la planta, algunas moléculas de la membrana de la planta actuan como
translocadores de los efectores al interior de las células de las plantas. De tal
manera que la respuesta de defensa de la planta queda inhabilitada por la
presencia de los efectores (Fawke, Doumane y Schornack, 2015).

1.5.4. La hibridacion interespecifica

La hibridacion interespecifica es comun en el género Phytophthora,
acontecimiento que contribuye a la evolucion, permite el cambio de hospedero
de las especies (host jump), la disminucion de la reproduccién sexual, y la
subsecuente especializacion (Martin et al.,, 2015). La fuerza evolutiva
incrementa el fitness (incremento de agresividad, resistencia a fungicidas vy
alelos de virulencia) y el cambio de nicho de los patdégenos (colonizacion de
otros hospederos).

En el género Phytophthora se han identificado hibridos naturales y se han
obtenido hibridos artificiales en el laboratorio: P. infestans x P. mirabilis, P.
nicotianae x P. capsici, P. sojae x P. vignae y P. capsici x P. tropicalis (Kroon et
al., 2012).

La capacidad del género Phytophthora para producir hibridos puede ser la
causa de la generacion de nuevos patdgenos con tanta rapidez, para
ejemplificar, se cita el caso ocurrido en los Paises Bajos donde un hibrido entre
P. hedraiandra y P. cactorum mostr6 mayor virulencia en Rhododendron que
sus progenitores (Man in 't Veld, de Cock y Summerbell, 2007).

La hibridacion es favorecida por tres puntos: el incremento en el comercio de
plantas (introduccién de los patdégenos asociados a nuevas regiones con
condiciones climaticas diferentes), el manejo de los cultivos en sistemas

hidroponicos y la intervencion humana (la contaminacion, el cambio climatico y
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el cambio en el uso del suelo). Lo anterior favorece la adaptacion de los nuevos

hibridos con atributos patogénicos (Ersek y Nagy, 2008).

La epidemiologia de los hibridos es semejante a la de un nuevo patégeno en un
ambiente determinado sin embargo, la diferencia es que el patdégeno representa
un solo genoma de una sola poblacién, mientras que el hibrido incrementa la

plasticidad genética (Kroon et al., 2012).
1.5.5. Resistencia al metalaxil

El metalaxil fue el primer fungicida de la familia de las fenilamidas, fue
introducido en los afios 70 como un fungicida sistémico para combatir
oomicetes y ha sido ampliamente utilizado contra Phytophthora, Pythium y
algunos otros mildius (Matson, Small, Fry y Judelson, 2015).

A nivel mundial, uno de los primeros registros sobre la resistencia a metalaxil se
reportd en Paises Bajos en 1980 (Davidse et al., 1981). Numerosos estudios
posteriores de caracterizacion de poblaciones del oomiceto han registrado el
incremento de la frecuencia de aislamientos resistentes en diferentes paises
(Dagget, Gotz y Therrien, 1993; Matuszak et al., 1994, Granwald y Flier, 2005).
Los aislamientos resistentes han mostrado ser igualmente o mas agresivos que
los individuos sensibles, convirtiéndose asi la resistencia al metalaxil, en una
caracteristica agronomica importante en el manejo integrado de esta
enfermedad y se usa como un marcador fenotipico para caracterizar

poblaciones de P. infestans (Pérez y Forbes. 1998, Sliwka et al. 2006).

Actualmente, el ingrediente activo que se comercializa en México, es el R-
enantiomero del metalaxil, Mefenoxam, tiene una mejor efectividad bioldgica
contra oomicetes (Randall et al., 2014). Su actividad antifungica se basa en la
inhibicion de la sintesis del ARN ribosomal, debido a que su objetivo es
directamente sobre la ARN poll, encargada de transcribir a ARNr (Randall et al.,
2014).
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1.6. ASPECTOS POBLACIONALES
(CARACTERIZACION)

La genética poblacional describe y cuantifica la variacion genética en
determinadas poblaciones del patdégeno (Klug et al., 2013). Esta variacién se
utiliza para inferencias acerca de los procesos de evolucidn del patégeno
(Pérez y Forbes, 2008).

La caracterizacidon que se realiza en poblaciones del género Phytophthora
puede ser fenotipica (tipo de apareamiento, virulencia/agresividad de razas vy
sensibilidad al metalaxil), bioquimica (isoenzimas Gpi y Pep) y/o molecular
(RFLPs nuclear y mitocondrial, PCR, secuenciacion y microsatélites) (Martin et
al., 2012).

1.6.1. Caracterizacion fenotipica

Virulencia y agresividad: |a virulencia se refiere a la habilidad genética de una
raza para vencer la resistencia del hospedero, causando una reaccion de
compatibilidad, es decir se produce la enfermedad; mientras que la agresividad
se refiere al grado de dafio que causa el patégeno (Pérez y Forbes, 2008).

Tipo de apareamiento: es un tipo de compatibilidad necesario para iniciar la
reproduccion sexual en especies heterotalicas, es un factor importante en la
variacion de poblaciones, aunque no presenta una segregacion mendeliana
(Pérez y Forbes, 2008).

La determinacion del tipo de apareamiento de un aislamiento se puede realizar
mediante cruzamiento in vitro del aislamiento a identificar, junto con una cepa
de referencia de apareamiento conocido (A1 o A2). Existen ademas métodos
moleculares mediante la aplicaciéon de la técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction), se emplean primers capaces de amplificar segmentos especificos de
1.35 Kb, correspondiente al locus S1 presente en el tipo A1 y ausente en el tipo
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A2; en el caso del A2 el fragmento amplificado corresponde a 347 pb, ausente
en el tipo A1 (Judelson et al., 1996).

1.6.2. Marcadores Bioquimicos de proteinas: Glucosa fosfato
isomerasa (GPIl) y Peptidasa (PEP)

La isoenzima es una variante de una enzima que comparte la misma funcion
catalitica en el metabolismo celular. Las aloenzimas, son enzimas cuyas
variantes son codificadas en el mismo locus, son alélicas, por tanto se utilizan
para investigar poblaciones. Los patrones de las bandas son menos complejos
que los de proteinas totales y se pueden diferenciar e interpretar mas
rapidamente, son estables, codominantes y generalmente estan bajo control
simple (Pérez y Forbes, 2008). En P. infestans, existe buena resolucion para las
isoenzimas glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y peptidasa (Pep), las cuales
tienen control genético simple, con alelos mendelianos (Erwin y Ribeiro, 1996).

1.6.3. Marcadores moleculares

La replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN) es un proceso bioldgico
eficiente gracias a la capacidad de las ADN polimerasas y a los sistemas de
correccion celulares para mantener la integridad de la molécula del ADN. Sin
embargo, el ADN es susceptible a cambios que pueden modificar la secuencia
de los nucleodtidos de cualquier regidn del ADN y causar la variacion genética
entre especies y organismos. Estos cambios pueden ser, principalmente,
sustituciones, deleciones e inserciones y producir variantes genéticas que
provocan las modificaciones estructurales en proteinas (Moreno-Medina et al.,
2009). Los marcadores moleculares posibilitan la deteccion de variantes en los
genomas de los organismos de interés (Smart et al., 2000).

RFLPs: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion: utilizando
la técnica se han determinado cuatro haplotipos del ADN mitocondrial de P.

infestans (la Ib, lla y lIb), se han disefiado cuatro pares de primers para la
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amplificacion de PCR, de regiones polimérficas conocidas del genoma
mitocondrial de P. infestans (Griffith y Shaw, 1998).

Microsatélites: Los marcadores microsatélites fueron desarrollados para P.
infestans usando una libreria gendmica para este patdogeno, enriquecida con

una secuencia simple de repeticion (TC)n (Knapova y Gisi, 2002).
1.6.4. Secuenciacion

Para especies cercanas genéticamente, una herramienta para determinar la
variabilidad es la secuenciacién de genes constitutivos o también llamados
housekeeping que se expresan de manera constitutiva en todos los tejidos,
ubicados en mitocondrias e inclusive en el nucleo que codifican para proteinas

encargadas del metabolismo basico de la célula (Kroon et al., 2012).
Regién Espaciadora Interna Transcrita (ITS Internal Transcribed Spacer)

De las primeras regiones de ADN que se han usado para el analisis filogenético
en el género Phytophthora son la 5.8S, ITS1 e ITS2, regiones genéticas que
pertenecen al ADN ribosomal (ADNr), pudiéndose utilizar los mismos primers
iniciadores para la amplificacion de ADN en la mayoria de las especies del
género, la desventaja es la baja e inclusive la falta de variabilidad en las
secuencias genéticas del ITS en especies que estan muy cercanas, tal es el
caso de las especies pertenecientes al mismo clado (Cooke, Drenth, Duncan,
Wagels y Brasier, 2000).

El ADNr es la secuencia de ADN contenida en los cromosomas del nucléolo
que codifican ARN ribosémico (ARNr) o genes ribosomales. Los genes
ribosomales (subunidad pequena, subunidad larga y la 5.8s) estan organizadas
en un cluster pero separadas por dos espacios internos transcritos (ITS1 e
ITS2), estos son mas susceptibles de acumular mutaciones. En un genoma de
un organismo eucariota, los genes ribosomales se repiten en arreglos en
tandem miles de veces, los espacios internos también son transcritos pero no

traducidos, por tanto son mas variables que los genes ribosémicos, los primers
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ITS 4 e ITS 6 son los mas usados para la secuenciacion de Phytophthora
(Grunwald et al 2011).

1.6.5. Analisis Filogenético

La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas entre especies,
agrupandolas por las similitudes de la informacion contenida en la secuencia de
ADN y/o proteinas de los organismos a analizar, representandolo a través de
arboles jerarquicos (Klug et al, 2013). Los arboles filogenéticos se pueden
construir a partir de alineamientos multiples de secuencias de ADN o
aminoacidos, se asume que cada posicidon en el alineamiento es homadloga
(Moreno-Medina et al., 2009).

Un analisis filogenético indica las relaciones evolutivas entre las secuencias o
especies, la descendencia de ancestros comunes y las distancias entre ellas.
Los métodos de reconstruccion filogenética mas habituales asumen que todas
las secuencias o especies provienen a partir de un ancestro comun mediante
bifurcaciones. El analisis filogenético tiene dos componentes: el arbol
filogenético y la descripcion de las probabilidades (Hall, 2013).

La acumulacién de mutaciones en el ADN a lo largo del tiempo es la causa de
que las secuencias de un mismo gen en dos especies distintas no sean
idénticas. Cuanto mas tiempo pase desde el ultimo antecesor comun habra
mayor diferencia entre las secuencias. En las secuencias, ademas de
sustituciones de un residuo por otro pueden darse inserciones o0 deleciones.
Una sustituciéon es un cambio de un residuo por otro. Cuando falta una base,
hay un gap. Un gap puede corresponder tanto a una delecion como a una
insercion (Moreno-Medina et al., 2009).

Un clado es una rama (del griego: klados) en el arbol filogenético, la cual esta
separada del resto del arbol por un simple corte, cada una de las ramas, sean
largas o cortas, es monofilética o de un mismo origen, es decir que comparten
un antepasado en comun (Kroon et al., 2004). P. infestans y sus cuatro
especies hermanas se encuentra en el clado 1c (Figura 6) (Kroon et al., 2012).
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método de maxima parsimonia con la secuencia de genes: cox2, nad9, rps10 y
secY (Martin et al., 2012)
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P. phaseoli se reporto por primera vez en Estados Unidos (Lassiter et al., 2015),
su centro de origen es desconocido (Farr y Rossman, 2014), se ha reportado en
México, América Central y América del Sur (Lassiter et al., 2015). P. mirabilis,
ocasiona tizon en Mirabilis jalapa (Galindo y Hohl, 1985) y P. ipomoeae en
Ipomoea orizabensis e I. purpurea (Badillo-Ponce et al., 2004; Flier et al., 2002).
P. andina se ha reportado en Ecuador, Colombia y Peru (Forbes et al., 2013),
esta especie es un hibrido entre P. infestans y una especie desconocida de
Phytophthora (Lassiter et al., 2015).
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Abstract

The study of Phytophthora infestans in areas near to the Toluca valley (it has been proposed as the center
of origin of the pathogen) helps to understand the physical amplitude in which the variability occurs. A
mutation in the large subunit of RNA poll contributed to the resistance of P. infestans to metalaxyl. The
objective of the present study was to determine the phenotypic and genotypic variability in the resistance
of P. infestans and P. mirabilis to metalaxil in the highlands of central Mexico. Metalaxyl resistance
determined phenotypic diversity, while genotypic variability was assessed using polymorphisms in the
RPA190 gene encoding the large subunit of RNA poll. The frequency of resistant isolates in the Toluca
Valley was the lowest. A single nucleotide polymorphism SNP602GT was present in 62 % of the resistant
isolates. These results conclude that the center of origin is larger than the Toluca valley area.

Resumen

El estudio de Phytophthora infestans en areas cercanas al valle de Toluca, considerado centro de origen
del patogeno, aporta al entendimiento de la amplitud del area fisica en la que se presenta variabilidad. La
resistencia del patdgeno al metalaxil se ha asociado con una mutacion en la ARN poll. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la variabilidad fenotipica y genotipica de la resistencia a metalaxil de P.
infestans 'y P. mirabilis en diferentes localidades del altiplano mexicano. La diversidad fenotipica se
evaluo con la resistencia in vitro al metalaxil y la genotipica con los polimorfismos del gen que codifica
para la subunidad RPA 190 de la ARN poll. En Toluca existi6 menor frecuencia de aislamientos
resistentes. Un polimorfismo de un solo nucledtido, SNP602GT, presentd 62 % de asociacién con
aislamientos resistentes. Se concluye que la variabilidad existente en las localidades cercanas a Toluca,
definen mayor amplitud del centro de origen.

Keywords: Phytophthora infestans; Phytopthora mirabilis; RPA 190; Half maximal effective
concentration (ECsp)

Introduccion

Los datos mas recientes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAOSTAT 2013), sefialan que a nivel mundial el cultivo de papa es el tercer producto de mayor consumo
(34.17 kg/persona/afio), después del trigo y del arroz. Phytophthora infestans, es un patogeno de gran
importancia en el cultivo, es el agente causal del tizéon tardio (Agrios 2005). El manejo de las
enfermedades incluye desde practicas agrondémicas, resistencia de plantas, la aplicacion de quimicos que
inhiban el desarrollo del patdgeno, entre otros. Para el control del tizon tardio, los agricultores dependen
en gran medida de agroquimicos, la aparicion de cepas de P. infestans insensibles es posiblemente el
resultado de altas tasas de mutacion en el patdogeno (Randall et al. 2014).

El metalaxil fue uno de los primeros quimicos con especificidad a los oomicetos, poco después de su
introduccion y uso generalizado, surgieron cepas resistentes; uno de los primeros registros se reportd en
Paises Bajos en 1980 (Davidse et al. 1981). Después de esa fecha, se han realizado numerosos estudios de
caracterizacion de poblaciones del oomiceto, siendo la resistencia un aspecto a evaluar. En México, la
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resistencia del patdogeno al metalaxil se ha reportado desde 1983, en diferentes regiones agricolas de los
estados de Chiapas, Coahuila, Estado de México, Michoacén Puebla, Veracruz y Sinaloa (Matuszak et al.
1994), particularmente en el Valle de Toluca, Edo. de México (Griinwald y Flier 2005), no solamente
aislados del cultivo de papa, se han encontrado cepas resistentes en plantas silvestres en los sitios de
Chapingo (1984) y Toluca (1983) (Matuszak et al. 1994). Por mas de tres décadas se han buscado las
proteinas especificas que condicionan la insensibilidad a metalaxil; estudios recientes, la asocian con las
variaciones en la subunidad larga de la ARN polimerasa I (ARN poll) (Randall et al. 2014).

Considerando los impactos continuos y negativos de P. infestans, entender su biologia y la de las especies
mexicanas P. mirabilis y P. ipomoeae del clado lc, es imperativo para establecer nuevas estrategias de
manejo. Con base en la hipotesis que la variabilidad de las especies mexicanas P. infestans, P. mirabilis y
P. ipomoeae podria no estar restringida al Valle de Toluca, geograficamente la variabilidad puede ser mas
amplia, este estudio se realizo para: 1) determinar la variacion fenotipica in vitro de la resistencia al
metalaxil en diferentes localidades del altiplano mexicano, 2) analizar la relacion entre el polimorfismo
del gen que codifica para la subunidad RPA 190 de la ARN poll y la respuesta fenotipica in vitro de la
resistencia a metalaxil, y 3) proponer un supuesto que explique el pasado evolutivo de las dos especies P.
infestans 'y P. mirabilis, a través de un analisis filogenético de la subunidad RPA4 190 de la ARN poll.

Materiales y métodos

Muestreo
Durante el verano del 2015 se colectaron 131 aislamientos en 9 localidades, de los estados de Estado de

Mgéxico, Michoacan, Puebla y Tlaxcala; el rango del nimero de muestras colectadas por sitio fue de 1 a 45
(Figura 1, cuadro 1).

Latitud
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Figura 1. Sitios de muestreo. Los circulos de colores representan los lugares donde se colectaron los

individuos de las especies P. infestans y P. mirabilis (Adaptado de Shankar et al., 2018).
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Cuadro 1. Detalle de los aislamientos caracterizados fenotipicamente en el estudio.

Localidad (Municipio, Estado) Cédigo Hospedante: érgano afectado Total de

(variedad o cultivar) aislamientos
T Papa: hoja (Gigant)
Toluca (Metepec, Edo. Mex) Tt Papa: tallo (Gigant) 9
ChCl Papa: hoja (clon)
ChG Papa: hoja (Gigant) 45
. Cho Papa: hoja (Gigant-organico)
Chapingo (Texcoco, Edo. Mex) Jch Jitomate: hoja (Cherry)
JB Jitomate: hoja (Bola) 3
JC Jitomate: hoja (Clon)
Nexticapan (Zacapoaxtla, Puebla) "TI':; IF;ZEZ:' -I:EZIJ!: ((E;:::)) 3
TG Papa: hoja (Gigant)
Villarreal (Terrenate, Tlaxcala) TL Papa: hoja (Lady Rosettat) 34
TF Papa: hoja (Fiana)
Juchitepec (Juchitepec, Edo. Mex) j';? Ezgz:_ ?aOIJI?J gg;:::; 11
- SGFt Papa: tallo (Fiana)
San Jerénimo (Texcoco, Edo. Mex) SGF Papa: hoja (Fiana) 10
Cerro de Metepec(Metepec, Edo. Mex)* MC 2
Boyeros (Texcoco, Edo. Mex)* MB Mirabilis jalapa: hoja 13
Michoacan (Michoacan)* Pmir(mich) 1
TOTAL AISLAMIENTOS 131

*Aislamientos de P. mirabilis

Obtencion de los aislamientos

P. infestans: Se colectaron hojas (Figura 2A) y tallos con sintomas de tizon tardio. Cada aislamiento se
obtuvo de seleccionar al azar una lesion simple de un foliolo de una hoja de papa, se desinfesto el material
vegetal con cloro comercial (2 % de hipoclorito de sodio) por 3 min, y se enjuagd con agua destilada. Las
muestras se colocaron sobre papel aluminio en camara himeda de 24 a 36 h (Figura 2B). En condiciones
de asepsia se colocd sobre la lesion simple del foliolo (Figura 2¢) una rodaja (grosor de ~0.5 cm) de
tubérculo de papa cv Alpha sano y desinfestado con cloro comercial (2 % de hipoclorito de sodio) por 15
min. El micelio se desarrolld sobre la rodaja entre 36 a 48 h en camara humeda a 18 °C, en oscuridad
(Figura 2D) y se transfirio a medio selectivo de agar-centeno (Figura 3) (Griinwald et al. 2001).

P. mirabilis: Se colectaron hojas con necrosis inicial en Mirabilis jalapa (4A), con esporulacion en el
envés (Figura 4B). Cada aislamiento se obtuvo de seleccionar al azar una lesion simple en la hoja, se
desinfestaron las hojas colectadas en 0.5 % de hipoclorito de sodio por 3 min, se enjuagd dos veces con
agua destilada. En condiciones de asepsia, se colocaron las hojas en camara humeda por 48 h, tiempo en el
que se desarrolld micelio sobre el envés de las hojas. Se sembraron pedazos de tejido foliar, con
esporulacion, en medio de cultivo Agar-centeno (Griinwald et al. 2001).

Resistencia in vitro al metalaxil

En condiciones in vitro se evaluaron 131 aislamientos (115 P. infestans, 16 P. mirabilis) expuestos a 4
concentraciones diferentes de metalaxil (0, 10, 50 y 100 pg.L™"). De cada uno de los aislamientos, se tomé
un fragmento de 5 mm de didmetro de los bordes del micelio de 15 dias (crecidos en medio de agar-
centeno) y se transfirio a caja Petri de 60 mm de diametro con medio de agar-centeno, las cajas se
incubaron por 10 dias, a 18 °C. De cada caja, se realizaron dos mediciones perpendiculares del diametro
de crecimiento del micelio. La media del crecimiento radial de dos cajas Petri (cuatro mediciones) se
calculd para cada concentracion. Para determinar la categoria de sensibilidad del patégeno a metalaxil, se
utilizé el porcentaje de crecimiento en la dosis de 100 pug. L™ (Daayf et al. 2001), se consideraron como
aislamientos sensibles al metalaxil (SM) cuando el porcentaje de crecimiento fue menor del 10 %,
intermedios al metalaxil (IM) cuando el crecimiento estuvo en el rango de 10 %-60 % y resistentes al
metalaxil (RM) cuando el porcentaje de crecimiento fue mayor al 60 %.

(i del diametro de crecimiento dosis 100 pg ml'l)-Smm

Porcentaje de crecimiento=100 — — - - =
(x del crecimiento en el testigo dosis 0 pg ml )-Smm
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Y-

Figura 2. Aislamiento de P. infestans. A y B esporulacion en camara hiimeda, C) inoculacion en rodaja de
papa. D) crecimiento sobre rodaja de papa (Anexo 1).

Figura 3. Crecimiento de P, infestans en medio selectivo de agar-centeno. A: 14 dias posterior a la
transferencia, B: 21 dias, C: 21 dias, medio agar-centeno con antibiéticos (Griinwald et al 2001).
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Anadlisis de concentracion efectiva media (CEsy)

La concentracion efectiva media (CEsp) se define como la concentracion de metalaxil necesaria para
inhibir el 50 % del crecimiento de micelio in vitro de cada aislamiento. La CEs,se estimd mediante un
modelo de regresion lineal entre el logaritmo de las cuatro concentraciones de metalaxil (0, 10, 50 y 100
ng L) y porcentaje de inhibicion transformado a unidades Probit, utilizando analisis Probit de SAS con
un limite de confianza de 95 % (Statistical Analysis System, v. 9.0).

Extraccion de ADN

Se seleccionaron 56 aislamientos (49 de P. infestans 'y 7 de P. mirabilis) para el analisis molecular. El
ADN se extrajo de micelio de 21 dias, crecido en medio de cultivo agar-centeno, se utilizo el kit DNAeasy
(Quiagen” kit), de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante. La calidad del ADN, se verifico
por electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) (Ultrapure, Invitrogen™) y se cuantifico empleando técnicas
espectrofotométricas (NanoDrop2000), mediante medida de la absorbancia a 260 nm.

Amplificacion y secuenciacion de la region que codifica la subunidad RPA 190

Mediante PCR se amplifico la region que codifica para la subunidad RPA4 190, 708 pb, se utilizaron los
primers G1 (5’-GCAAATTCTTCCTGAACGTGATCC forward, 5’-ACACCACATCACCAGTCTTCAG
reverse). El programa de PCR fue: predesnaturalizacion a 94 °C por 1 min, desnaturalizacion a 94 °C por
30 s, alineacion de 40 ciclos de 10 s a 95 °C, 30 s a 55 °C, y 30 s a 72 °C y el periodo de terminacion 72 °C
por 10 min (Matson et al., 2015). Los productos de PCR se secuenciaron en el laboratorio MacroGen®,
Corea del Sur. Las secuencias obtenidas en este estudio se compararon con secuencias de organismos de
referencia, a través de la base de datos BLAST del National Center for Biotechnology Information (NCBI,
Estados Unidos), se encontrdo 99 % de similitud con una region de las accesiones XP_002906895.1 y
XM _002906849.1, que corresponden al gen que codifica para ARN polimerasa I, subunidad RPA190
(5540 pb) de P. infestans.

Alineamiento de secuencias

ADN: se alinearon 651 posiciones de nucledtidos de las 57 secuencias (56 secuencias de este estudio y
una secuencia tipo obtenida del GenBank, accesion XM 002906849.1 que codifica para ARN polimerasa
I, subunidad RPA190 de P. infestans). El alineamiento multiple se generd con Muscle (Edgar 2004),
usando el software MEGA 7 (Kumar et al. 2016), se ajustaron manualmente para permitir la maxima
similitud de secuencias.

Aminoacidos: las secuencias de aminoacidos (217 posiciones) se obtuvieron de traducir las secuencias de
nucleétido utilizando el programa MEGA 7 (Kumar et al. 2016). Se realizé la alineacion utilizando
Muscle (Edgar 2004). El alineamiento multiple se generd con Muscle (Edgar 2004), usando el software
anterior.

Anadlisis Filogenéticos

La historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método UPGMA (del inglés: Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), método de agrupamiento de pares para elaborar un dendrograma a partir de una
matriz de distancia, empleando un algoritmo de agrupacion secuencial en el cual los promedios se
ponderan por el nimero de taxones en cada cluster en cada paso, por tanto cada distancia contribuye
equitativamente en el resultado final (Sneath y Sokal 1973). La diferencia con el método WPGMA (del
inglés: Weighted Pair Group Method with Averaging) consiste en que en el algoritmo utilizado en este
ultimo, la distancia entre los clusters se calcula con un promedio simple. Para generar el arbol consenso en
el andlisis bootstrap se utilizaron 100 repeticiones (Felsenstein 1985). Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud con el coeficiente p-distance (Tamura et al.
2004) en el caso de las secuencias de nucleodtidos y el método de correccion de Poisson (Zuckerkandl y
Pauling 1965) para las secuencias de aminoéacidos. El analisis involucrd 57 secuencias de nucledtidos y 50
secuencias de aminoacidos. Los analisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA 7 (Kumar et al. 2016).
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Resultados y discusion

Porcentaje de crecimiento en diferentes concentraciones

Se expresd como porcentaje de crecimiento (PC) al desarrollo radial del micelio crecido en medio de agar-
centeno en las tres concentraciones de metalaxil (10, 50 y 100 ug.ml™), con respecto al control (0 pg.ml™)
(Figura SA). Las barras del histograma representan 0-14 %, 15-28 %, 29-42 %, 43-56 %, 57-70 %, 71-84
%, 85-100 % de los valores del control. A la dosis de 10 pg.ml™, el 54.2 % de los aislamientos tuvieron un
PC de mas de 71 % (Figura 5B). A la dosis de 50 pg.ml™, el pico fue en el PC de 71-84 %, (Figura 5C) y
en la dosis de 100 pg.ml™, el pico se recorri6 al PC 57-70 % (Figura 5D).

Categorias de resistencia de P. infestans a metalaxil

Algunos autores consideran a los aislamientos sensibles, si el porcentaje de crecimiento del aislamiento
expuesto a la concentracion 100 pg.ml” de metalaxil comparado con el testigo (Opug.ml™) es menor o igual
al 10 %; y resistentes si el porcentaje de crecimiento es mayor al 10 % (Peters et al. 1999). En otros
estudios, si el porcentaje de crecimiento del aislamiento expuesto a la concentraciéon 5 pg.ml” de metalaxil
comparado con el testigo (0 pg.ml™) es mayor de 40 % se categorizan como resistentes y los que crecen
menos de 40 % como sensibles (Peters et al. 2014).
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Figura 5. Histogramas del porcentaje de crecimiento en las diferentes dosis de metalaxil. A) PC
comparativo de las tres dosis, B) PC en la dosis 10 pg.ml", C) PC en la dosis 10 pg.ml", y D) PC en la
dosis 10 pg.ml™.

A nivel mundial, la frecuencia relativa (en porcentaje) de los aislamientos resistentes a metalaxil en la
poblacion, varia ampliamente; por ejemplo en Polonia 14.5 % (Sliwka et al., 2006), en China 23.53 % en
aislamientos de tomate (Zhu et al. 2008), 23.9 % en Finlandia (Sliwka et al. 2006), Costa Rica 64 % (Péaez
et al. 2001), 71.8 % en Noruega (Hermansen et al. 2000), 84 % en Peru (Perez et al. 2001) a 100 % en
Chile (Riveros et al. 2003). En México, en las zonas paperas de este estudio (Figura 6) el 100 % de los
aislamientos de Nexticapan, PUE., mostraron resistencia al metalaxil, en Juchitepec, MEX. el 64 %; y en
el Valle de Toluca el 11 % de los individuos. En Chapingo el 49 % de los aislamientos mostraron
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resistencia, ain cuando no se produce extensamente el cultivo de papa, sin embargo las condiciones
climaticas son ideales para el tubérculo y para el desarrollo de tizon tardio en el verano (Diaz-de la Cruz et
al. 2014).

P. mirabilis se reportd por primera vez en Chapingo (Galindo y Hohl 1985). En este estudio no se
encontraron aislamientos resistentes al metalaxil de esta especie, sin embargo en la localidad de Boyeros,
Texcoco (2 Km de distancia de Chapingo) el 31 % presentaron sensibilidad intermedia al metalaxil (IM)
(Figura 6). En las otras dos localidades, Michoacan y Cerro de Metepec, todos los aislamientos de P.
mirabilis fueron sensibles al metalaxil.

Categorias de resistencia a metalaxil*

LOCALIDAD "S" Susceptible  "I" Intermedio "R" Resistente Total individuos

Chapingo Jitomate 0 ( 0.00) 2(0.67) 1(0.33) 3(1.00)
Chapingo 7 (0.16) 16 ( 0.36) 22 (0.49) 45 ( 1.00)

San Jer6nimo 3(0.30) 4 (0.40) 3(0.30) 10 ( 1.00)
Juchitepec 0 ( 0.00) 4(0.36) 7 (0.64) 11 (1.00)
Nexticapan 0 ( 0.00) 0 ( 0.00) 3 (1.00) 3(1.00)
Toluca 3(0.33) 5(0.56) 1(0.11) 9 (1.00)

Villa Real, Tlaxcala 4(0.12) 22 (0.65) 8(0.24) 34 ( 1.00)
Boyeros (P. mirabilis) 9 (0.69) 4(0.31) 0 ( 0.00) 13 (1.00)
Michoacan (P. mirabilis) 1(1.00) 0(0.00) 0 ( 0.00) 1(1.00)
Cerro de Metepec (P. mirabilis) 2(1.00) 0(0.00) 0 ( 0.00) 2(1.00)

TOTAL 29 (0.22) 57 (0.44) 45 ( 0.34) 131 (1.00)
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Figura 6. Categorias de resistencia al metalaxil por localidades. El 34 % de la poblacion total evaluada
presento resistencia al metalaxil, en Nexticapan la frecuencia fue mayor y en Toluca la menor, de los
aislamientos de P. infestans. Los aislamientos de P. mirabilis presentaron sensibilidad al metalaxil en el
Cerro de Metepec y en Michoacan, el 31 % resistencia intermedia (RI) en Boyeros.

Concentracion efectiva media (CE5;)

A nivel mundial, en P. infestans los valores reportados de CEsy de metalaxil son variables, inclusive en la
misma localidad. En Serbia aislamientos con sensibilidad intermedia presentaron valores de 0.3 a 3.9
pg.ml” (Rekanovié et al. 2012), en China aislados resistentes de tomate sobre los 500 pg.ml” (Zhu et al.
2008), en Costa Rica, aislados resistentes, 370 a 1527 pg /ml (Péaez et al. 2001); en Chile el valor entre 243
y 687 pg.ml”, 200 veces superior a la CEs, estimada en aislamientos sensibles (Riveros et al. 2003). Se
pudo calcular la CEsy para 107 aislamientos. Dentro de cada localidad existié amplia variabilidad en los
valores. En el Valle de Toluca, Griinwald et al., (2006) refirieron variacion de logCEsy de 102 a 10°
pg.ml” (Figura 7) estos valores estan relacionados con los encontrados en el presente estudio que fueron
de logCE5, de 10" a 10'3, no se realizaron analisis para cada localidad.
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Anadlisis filogenético

Dendrograma basado en la secuencia de nucledtidos RPA 190

En el dendrograma, en el corte B (Figura 8), a la distancia de 0.0034 (p-distance), se obtienen dos grupos
que comparten un ancestro en comun: el grupo de P. infestans (49 individuos mas el de control) y el de las
7 P. mirabilis. En el grupo de los 49 aislamientos de P. infestans existio ademas un Evento 1 (Figura 8)
donde se forman dos grupos monofiléticos grandes (1a — 6a resistentes) y (1c - Sc sensibles), en el primer
grupo estan 27; los aislamientos con resistencia (18) e intermedios (9), en el segundo grupo 22
aislamientos (1b-5b), intermedios (14), sensibles (8) (Figura 9). En la linea de corte A (Figura 8), a una
distancia genética de 0.0006 se forman 14 grupos. En el grupo de los resistentes se forman 6 grupos (1a-
6a), 3 grupos con un solo individuo, 2a(RM), 3a(RM), y 4a (aislamiento control); el grupo la con 19
individuos RM y 7 IM, el grupo 5a, dos individuos RM, y el 6a con dos RM y dos IM. En el grupo de los
sensibles, 5 grupos, 4 de ellos con un so6lo individuo,1b (IM), 2b (IM), 3b (IM) y 4b (SM). El grupo 5b 7
SM, 11 IM. En la especie P. infestans, no se encontraron grupos con respecto a la localidad, en P.
mirabilis, se formaron 3 grupos, uno es el de Cerro de Metepec, otro el de Michoacén y el tercer grupo lo
constituyen los 5 individuos que pertenecen a Boyeros.

30
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Frecuencia
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0 [I— [I— | - - - [ I—
-1.35 -0.52 0.31 1.13 1.96 2.79 3.62
log CE; (ug.L™")

Figura 7. Histograma del logaritmo de CEsy de metalaxil en los aislamientos evaluados. El rango de
variacion es de 10 a 10° pg.ml™ teniendo una frecuencia alta en 1.13 a 1.96 pg.ml™.

Dendrograma basado en la secuencia de aminoacidos RPA4 190

En el dendrograma, en el corte B (Figura 10) a la distancia de 0.0027 (p-distance), se obtienen dos grupos
monofiléticos, que comparten un ancestro en comun. El primer grupo 1b, 18 aislamientos RM, y 10 IM.
En el grupo 2b , 13 aislamientos IM, y 8 SM. En la linea de corte A (Figura 10) a una distancia genética
de 0.0022 se forman grupos 7 grupos. Existen 4 grupos con un solo individuo, 2a (control), 3a,5ay 6 a.
En el grupo 1a (Figura 11), se formo con 21 individuos: 13 RM y 8 IM. El grupo 4a, 6 individuos de
localidades Nixticapan, Juchitepec y San Gerénimo que se aislaron de muestras de tallo, 4 aislamientos
son RM y dos IM, 4 grupos con un solo individuo, 2a (aislamiento control), 3a (RM), 5a (IM) y 6a (IM);
el grupo 7a (Figura 11) con 19 individuos RM y 7 IM.

Polimorfismos de un solo nucléotido (SNPs)

Se alinearon 50 secuencias de nucleotidos (49 P. infestans de este estudio y 1 aislamiento control). Se
detectaron 12 polimorfismos (SNPs) en las 651 posiciones o pares de bases, que originaron 60
mutaciones de punto. Las mutaciones de punto fueron 26 transiciones, 31 transversiones y 3 GAPs
(Cuadro 2). En 5 SNPs (posiciones 15, 270, 303, 417, 594), se produjo una mutacion silenciosa en la
secuencia de aminoacidos (Aa), no existié6 cambio al momento de la traduccién a aminoacido. En 4 SNPs
(posiciones: 2, 21, 77 y 251) existi6 cambio de Aa. En 2 SNPs (posiciones: 7 y 28) no fue posible la
traduccion a Aa. Un SNP, posicion 201, produjo 21 transversiones, se sustituyé Guanina (G) por Timina
(T), esta sustitucion origind el cambio de Serina por Isoleucina en 21 individuos que corresponden al
grupo la, en donde se encuentran los individuos que mostraron resistencia al metalaxil (62 %) e
intermedia (38 %) (Figura 11).
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Figura 9. Analisis filogenético basado en la secuencia de nucleotidos RPA 190 (SM verde, IM amarillo,
RM rojo), estilo radial método UPGMA

Cuadro 2. Polimorfismos en el fragmento que codifica para la subunidad RPA4190

Polimorfismos de nucleétido simple (SNPs)

Cambios en la traduccion de Aminoacidos

651 nucledtidos alineados

217 Aminoacidos alineados

Poss:‘::lién Nuc'lé_otido Nucle_()tido Trans Posici'én de la Aa original Aa sustituto
original sustituto sustitucion
2 48T 1G, 1C 1 1 1 48 Fenilalanina 1 Cisteina, 1 Serina
7 48C 2 GAPS 2 GAP 3 49 Prolina 1?
15 48A 2C Sin cambio en traduccién, mutacioén silenciosa
@ 21 44G 6T 7 45 Metionina 5 Isoleucina
g 28 49A 1 GAP 1 GAP 10 49 Lisina 1?
§ 77 49T 1A 1 26 49 Fenilalanina 1 Tirosina
é 251 49C 1T 1 0 84 49 Treonina 1 Isoleucina
270 29C 21T 21 0 Sin cambio en traduccién, mutacion silenciosa
303 49T 1C 1 0 Sin cambio en traduccién, mutacion silenciosa
417 49C 1T 1 0 Sin cambio en traduccién, mutacioén silenciosa
594 49T 1C 1 0 Sin cambio en traduccién, mutacioén silenciosa
602 29G 21T 0 21 201 29 Serina 21 Isoleucina
26 31

12 polimorfismos de nucléotido simple (SNPs)

7 posiciones de aminoacidos sustituidos
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El SNP 602 GT (posicion 602, cambio de Guanina por Timina) (Cuadro 2) forma dos grupos (la y 7a), en
el 7a 62 % de los aislamientos presentan fenotipo de resistencia a metalaxil y el 38 % son intermedios al
metalaxil. Randall et al., (2014), al analizar todos los SNPs del segmento completo RPA4 190 (1812 pb)
encontraron que un SNP 1145 AT (posicion 1145, cambio de Adenina por Timina) estuvo 86 % asociado
con los aislamientos resistentes. No se puede asegurar que los polimorfismos (SNPs) afecten directamente
en la sintesis de la ARN poll, debido a que la enzima es un complejo multiple, en el caso de P. infestans
son 12 subunidades, ademas la topoisomerasa y los factores de transcripcion pueden influir en su
actividad; esto complica la identificacion precisa de la subunidad que es afectada por el metalaxil (Matson
et al. 2015).

Conclusiones

Variacion fenotipica in vitro de la resistencia al metalaxil, existe mayor frecuencia de aislamientos de
P. infestans resistentes al metalaxil en las otras localidades, a diferencia de la que existe en Toluca, centro
de origen del patogeno.

Polimorfismos del gen que codifica para la subunidad RPA, presentamos un SNP 602 GT, con 62 % de
asociacion con aislamientos resistentes. La ausencia de formacion de grupos con respecto a las
localidades, manifiesta la amplia variabilidad genética dentro de cada sitio de muestreo; se puede explicar
por la presencia de los dos tipos de compatibilidad que potencian la reproduccion sexual y recombinacion
genética en los patdgenos.

Analisis filogenético, en base a la secuencias de nucleotidos del fragmento que codifica para RPA190, se
pudo observar las dos especies P. infestans y P. mirabilis en dos grupos diferentes. La distancia genética
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entre ellas fue 0.006144 (p-distance), atin cuando no se incluyeron las otras especies faltantes del clado Ic,
este fragmento puede ser de utilidad para la identificacion. Actualmente es complejo distinguir las
especies del clado se han utilizado diversas regiones entre ellas la region cox/ o la region orf 79 del
genoma mitocondrial.

Las inconsistencias del patdogeno con respecto a la resistencia/sensibilidad al metalaxil en condiciones in
vitro, determinadas por la amplitud de los valores de CEsp, no explican la predictibilidad del
comportamiento en las diferentes concentraciones utilizadas, sugiriendo gran plasticidad genética.
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CAPITULO lil. PRIMER REPORTE DE Phytophthora ipomoeae
OCASIONANDO TIZON TARDIO EN HOJAS DE PAPA EN EL
CENTRO DE MEXICO

CHAPTER lll. FIRST REPORT OF Phytophthora ipomoeae
CAUSING LATE BLIGHT IN POTATO FOLIAGE IN CENTRAL
MEXICO
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Disease note

Historically, the oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary has been the
only species associated with potato late blight (Pérez and Forbes, 2008). P.
ipomoeae is a specie closely related to P. infestans (Flier et al. 2002) and
causes blight in Ipomoea longipedunculata. We report here for the first time that
P. ipomoeae, in a mixed infection with P. infestans, was found attacking potato
(Solanum tuberosum L.). P. ipomoeae was identified in the summer of 2015 in
two potato fields; one field where 40 % of cv. Lady Rosetta plants showed late
blight symptoms (Villarreal, State of Tlaxcala, 19°28’37"N 97°55°07” W, 3104 m
above sea level (masl)), and in another field where 30 % late blight affected P.
infestans-resistant clone 94-03-08 plants were present (Chapingo, Texcoco,
State of México, 19°29°23” N 98°53'37” W, 2240 masl). Foliar symptoms in the
two fields were typical of late blight (Pérez and Forbes, 2008). Fifteen and 27
single lesion potato leaves were randomly collected from the Villarreal and
Chapingo fields respectively. The leaves were placed into moist chambers,
followed by the placement of a surface-sterilized potato slice over each lesion.
After 36-48 hr, mycelia emerging from the slice was plated on a selective rye-
agar medium (Grunwald et al. 2001). In vitro morphological studies were carried
out using 50 measurement on each of the 2 isolates, one isolate per leaf. The
morphology of only two of the isolates, one from each region, was consistent
with that of P. ipomoeae (Flier et al., 2002). Sporangiophores were of
continuous growth and sympodial ramification, sporangia semipapillate,
ellipsoid-ovoid shaped, expired with a short pedicel, length of sporangia varied
from 19.4 to 51.4 um (mean 37.3 1 m), sporangial width was from 11.4 u m to
24.5 um (mean 19.0 u m), mean length of the papillae of sporangia was 3.1 u
m, length/width ratio of sporangia was 1.9 um to 1.6 u m. The morphology of
the remaining 40 isolates was consistent with that of P. infestans (Pérez and
Forbes, 2008). DNA from the two P. ipomoeae isolates, along with 16 P.

infestans isolates representing both locations was extracted (DNA easy
Quiagen® kit). The internal transcribed spacer rDNA regions were amplified
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using the universal primers ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) and ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), and were sequenced by MacroGen®, Korea.
The sequences were BLAST analyzed in the database of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI, USA). The sequences (899 bp) of the two
isolates morphologically identified as P. ipomoeae had 99 % similarity with
accessions KF777191.1, AY770742.1 and FJ801323. The sequences were
submitted to GenBank with accession number MF196916.1 (Chapingo), and
MF196917.1 (Villarreal). The sequences of the 16 putative P. infestans cultures
along with the morphological data, confirmed their identity as this species. The
two P. ipomoeae isolates were cultured on rye-agar for 10 to14 days. Sporangial
suspensions (2.4 x 104 sporangia.ml'1) were prepared from the plates and
exposed to 4 °C for 2 hours to release zoospores. The zoospore suspensions
were spray inoculated onto the leaves of 28 day old potato plants, cv. Fianna.
The plants were incubated at 18-22 °C and 65-75 % relative humidity, and 12 hr
day length. Blight symptoms were evident 48-72 hr after inoculation. The
oomycete was successfully re-isolated and morphologically identified as P.
ipomoeae. Our study showed that it is likely that late blight lesions in potato
fields can be caused by a mixture of several Phytophthora species, not only by
P. infestans. This would make disease management and the identification of

resistance cultivars challenging.
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ANEXO 1. PROTOCOLO PARA EL AISLAMIENTO DE Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary, DE SINTOMAS DE TIZON TARDIO EN PAPA

(Solanum tuberosum)
ACTIVIDADES EN CAMPO

Coleccion de sintomas: colectar los sintomas preferentemente en las primeras
horas de la mafana, cuando la humedad relativa es alta (alrededor del 70 %).
Las hojas inicialmente, desarrollan en los bordes manchas de apariencia
hameda, de color verde oscuro, de forma irregular, no delimitadas por las
nervaduras de las hojas (Figura 1A). En condiciones de alta humedad se
presenta esporulacion y micelio del patégeno en el envés de los foliolos,
aspecto que facilita el diagnéstico. Las lesiones se expanden rapidamente y se
tornan de color café oscuro, posteriormente se necrosa el tejido, pudiendo

avanzar la infeccion hasta los tallos (Figura 1B).

Figura 1. Sintoma de tizén tardio en papa en el Valle de Toluca. A) necrosis en
el envés de hoja. B) lesion en tallo
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Las lesiones que se deben colectar son las iniciales (presencia de menos de 30
% de necrosis en el area foliar), hojas con areas necréticas mayor a 50 %
dificultan el aislamiento del patéogeno en el laboratorio por la incidencia de
bacterias y otros organismos saprofitos. Se debe colectar las hojas que
exclusivamente tengan sintomas de tizén tardio. Las hojas y/o tallos colectados
deben llegar al laboratorio lo mas pronto posible (no mas de 3 dias), las
muestras deben estar libres de humedad externa al tejido vegetal y dentro de
una bolsa plastica hermética. Las bolsas se transportan dentro de una hielera,
la temperatura en el interior debe ser menor de 10 °C, para inhibir el desarrollo

de patdégenos u organismos saprofitos durante el transporte.
ACTIVIDADES EN EL LABORATORIO

Desinfestar el material vegetal: es conveniente procesar las muestras lo mas
pronto posible, en caso de no poder hacerlo se deben conservar en
refrigeracion en la misma bolsa donde se colectaron (no mas de 2 dias).
Cuando las muestras vengan con tierra se lavan en agua de la llave, después
en un lugar aséptico se desinfesta el material vegetal con cloro comercial (2 %
de hipoclorito de sodio) por 3 min, se enjuaga con agua destilada dos veces, se
asperja una solucién de etanol al 80 % y se seca el exceso de humedad
colocando las muestras sobre papel absorbente (10 min aproximadamente).

Esporulacién en camara humeda: En un espacio de trabajo con condiciones
asépticas (no necesariamente en camara de flujo laminar), se colocan las
muestras en camara humeda, de forma individual para cada foliolo y/o tallo o de
manera conjunta dentro de una caja de mayor tamafio (Figura 3B). Para la caja
grande, se utiliza papel aluminio para elaborar un contenedor rectangular que
permite aislar fisicamente del agua a los foliolos que se ubican con el envés
hacia arriba, se coloca en la caja agua; se tapa bien, de manera que la
humedad relativa se mantenga alta (mas del 70 %) dentro de la caja (Figura 2).
Pasadas las 24-36 horas de exposicion en camara humeda, sobre el envés de
los foliolos se desarrollara el micelio y las estructuras de reproduccion asexual,

los esporangios (Figura 3).
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Figura 3. Esporulacion en camara humeda entre 24 a 36 horas. A: esporulacion
en el envés de los folios y B: Varios foliolos en la camara humeda

Inoculacién de rodaja de papa: Las rodajas de papa, actuan como filtro
selectivo natural para P. infestan. Los tubérculos de preferencia debe ser de
alguna variedad que no contenga demasiado almidon (var. Alpha). En un
espacio de trabajo con condiciones asépticas (no necesariamente en camara de
flujo laminar), los tubérculos previamente se lavan con agua y jabon, se
desinfestan con cloro comercial (2 % de hipoclorito de sodio) por 15 min, se
enjuagan dos veces con agua destilada, se rocian con etanol al 80 % y se
secan al aire libre (10 min aproximadamente). Sobre cada lesion con
esporulacion se coloca una rodaja de papa, de aproximadamente 5 mm de
espesor (Figura 4B), la que se corta con un cuchillo o navaja flameada retirando
el exceso de humedad con papel absorbente esterilizado. Las rodajas se
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mantienen sobre los foliolos de papa de 24 a 36 horas (Figura 4A), pasado este
tiempo se retira el tejido foliar dejando unicamente las rodajas (Figura 4B) para
evitar que las bacterias del tejido foliar necrosado las contaminen. Las rodajas
contindan en la misma camara humeda de 24-36 horas, o hasta que se vea
sobre la superficie desarrollo de micelio (Figura 4C).

Figura 4. Inoculacién de rodaja e papa. A: Rodaja de papa sobre foliolos con
sintomas de tizén, B: Rodaja de papa sin el foliolo y C: crecimiento sobre rodaja
de papa.
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Transferencia a medio de cultivo selectivo de agar-centeno

En la camara de flujo laminar, en condiciones asépticas se transfiere el micelio
que crece sobre la rodaja de papa a medio de agar-centeno selectivo (Anexo 2).
Con la ayuda de una aguja de diseccion recta o curva, se flamea al rojo vivo en
el mechero de alcohol y se deja enfriar, se toma la parte aérea del micelio, sin
tocar la superficie de papa y se transfiere a la caja de Petri que contiene medio
de agar-centeno selectivo y/o no selectivo (Anexo 2), la diferencia radica en que
en el medio selectivo el patégeno tardara en colonizar la caja de 20 a 30 dias,
mientras que en medio no selectivo se demorara aproximadamente 7-10 dias.
Una vez realizada la transferencia, se sellan las cajas con cinta Parafim M ® y
se incuba a temperaturas entre 16-20 °C.
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ANEXO 2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO AGAR-CENTENO
(RYE-A) (Basado en Grunwald et al., 2001)

Preparacién de 1 L de concentrado de centeno: se pesan 600 g de centeno,
se desinfestan con una solucién de cloro comercial (2 % de hipoclorito de sodio)
durante 10 minutos, las semillas se enjuagan con agua de la llave o destilada,
se deja en reposo de 36 a 48 horas en 500 ml de agua destilada a temperatura
ambiente en oscuridad. Pasado el tiempo de reposo, se retira el exceso de
agua, se licua el centeno hidratado con un litro de agua destilada, separando
por porciones, no es necesario dejar completamente desintegrado el grano. La
mezcla, se coloca en vasos de precipitado y se meten a la estufa a 55°C
durante 2.5 horas 0 a 50 C por 3 h. Después, la mezcla de centeno se cuela a
través de una manta y se afora el contenido a 1 L con agua destilada, el
concentrado se deposita en botellas o frascos ambar (este producto se debe
utilizar antes de 3 dias para evitar la pérdida de las propiedades, o se puede

conservar en congelacion en porciones de 100 ml durante 3 meses).

Preparaciéon de 1 L de medio de cultivo agar-centeno (no selectivo): En una
matraz se colocan 200 ml de agua destilada, se adiciona 23 g de glucosa, 15 g
de agar bacteriolégico y 100 ml del concentrado de centeno, mezclando
después de adicionar cada elemento, se afora a 1 L con agua destilada y se
esteriliza durante 15 minutos a 121 °C.

Preparaciéon de medio selectivo de agar-centeno: A un litro de medio de
agar-centeno, temperatura cercana a los 45 °C, se adiciona los siguientes
antibidticos: 0.02 g Rifampicina, 0,05 g Polymixin B y 0.01 g Oxitetraciclina; y
los fungicidas: 0.1 g Benomilo y 0.067 g PCNB (Pentacloro Nitrobenceno). Los
antibidticos y fungicidas, deben agregarse en forma liquida, previamente se
disuelven en DMSO (Dimetil Sulfoxido) o agua destilada estéril, es
recomendable utilizar una solucion stock. Por ejemplo, para la solucidn stock
(10x) de antibidticos: 10 ml del solvente (DMSO o agua destilada estéril), 0.2 g
Rifampicina, 0.5 g Polymixin B y 0.1 g Oxitetraciclina; y para la soluciéon stock
(10x) de fungicidas: 10 ml del solvente (DMSO o agua destiladad estéril), 1 g
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Benomilo y 0.670 g PCNB (Pentacloro Nitrobenceno). Una vez
homogeneizadas la soluciones stock, se distribuyen por separado en tubos
eppendorf (®) de 2ml, en cada tubo se coloca 1ml. Los tubos se pueden
conservar a temperatura de -20 °C por 6 meses.

El vaciado o dispensacion del medio de agar-centeno, debe realizarse en la
camara de flujo laminar; cuando el medio de cultivo, previamente esterilizado,
disminuya la temperatura a aproximadamente 45 °C, se adicionan un tubo de
antibioticos y uno de fungicidas en forma liquida (si estan a -20 °C,
aproximadamente de 30 a 40 min a temperatura ambiente estaran en forma
liquida), con movimientos horizontales del contenedor del medio de cultivo se
procura integrar y homogeneizar las soluciones al medio de cultivo. Para evitar
la formacion de gotas de agua por condensacién en la tapa de las cajas de
Petri, debe verterse en ellas 20-25 ml del medio de cultivo estéril y enfriado a

una temperatura de 45°C al resguardo del mechero.

Almacenaje de las cajas con medio de agar-centeno: a temperatura
ambiente 1- 2 semanas protegidos de la luz y hasta 3 meses a temperatura de
4 °C, guardando las cajas dentro de bolsas plasticas para evitar que se

desequen.
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