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Resumen. Se estudio el nivel de variabilidad genética de una
poblacion de 35 aislamientos de Phytophthora infestans
obtenidos en diferentes hospedantes y regiones geograficas de
Colombia, mediante las técnicas de haplotipos mitocondriales y
RAPD. Los resultados encontrados sugieren la existencia en el pais
de los haplotipos mitocondriales Ia en los aislamientos que afectan
tomate de arbol (Solanum betaceum) y Ila en cultivos de papa;
dichos haplotipos estan asociados a los linajes genéticos EC-3 y
EC-1, respectivamente. Sin embargo, tres aislamientos obtenidos
en tomate de mesa (S. lycopersicum), pimenton (Capsicum
sp.) y pepino de agua (S. muricatum) requieren de un analisis
posterior, debido a la falta de correlacion entre los perfiles de
restriccion generados con los cuatro pares de cebadores utilizados
en esta prueba y los haplotipos mitocondriales mencionados en
la literatura. De otra parte, mediante cuatro cebadores RAPD,
fue posible encontrar variabilidad al interior de los dos linajes
genéticos, siendo interesante el hecho que los aislamientos
obtenidos en tomate de arbol (EC-'3) fueron divididos en dos
grupos, relacionados con una distancia genética de 0,17. Estos
hallazgos indican que es importante contemplar las fuentes de
variacion asexual en el andlisis de la estructura poblacional de
este oomycete y por tanto en el disefio de las estrategias de
control de las enfermedades que causa P. infestans en cultivos
de solandceas de importancia economica.
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Abstract. The level of genetic variability of 35 isolates of
Phytophthora infestans obtained from different hosts
and geographical regions of Colombia was studied through
mitochondrial haplotypes and RAPD techniques. Results suggested
the existence of mitochondrial haplotypes Ia affecting tree tomato
(Solanum betaceum) and Ila in potato, which are associated
with genetic lineages EC-3 and EC-1, respectively. However, three
isolates obtained from tomato (S. lycopersicum), capsicum
(Capsicum sp.) and pear melon (S. muricatum), require
an additional analysis, due to lack of correlation among the
restriction profiles generated and the mitochondrial haplotypes
reported in literature. RAPD analysis showed the occurrence of
variability within the two genetic lineages. Interestingly, isolates
obtained from tree tomato (EC-"3) were divided in two groups,
related with a genetic distance of 0.17. These findings indicate
that it is important to consider sources of asexual variation for
analysis of population structure of this oomycete and therefore for
designing control strategies of diseases caused by P. infestans in
solanaceous crops of economic importance.

Key words: Late blight, mitochondrial haplotypes, molecular
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La gota o tizdn tardio de la papa, el tomate y
otras solandceas es la enfermedad mas limitante
de estas especies en las regiones himedas de las
zonas templadas y tropicales (Jaramillo, 2003). La
enfermedad es causada por el oomycete Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary, que presenta como
caracteristicas morfoldgicas principales un micelio
cenocitico, produccion de esporangios limoniformes
desarrollados a partir de esporangidforos con
crecimiento indeterminado y la generacion de oosporas

a partir de un mecanismo de reproduccion sexual de
heterotalismo hormonal, en el que participan dos
tipos de apareamiento, frecuentemente denominados
Al y A2 (Erwin y Ribeiro, 1996). Diferentes estudios
recopilados por Grunwald y Flier (2005) han planteado
que el centro de origen de este patdgeno se ubica
en el Valle de Toluca en la region central de México.
Esta teoria es soportada por la presencia de los dos
tipos de apareamiento en condicion de equilibrio
Hardy-Weinberg, por la alta variabilidad genética
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del patdgeno en esta zona y por la presencia de
diferentes hospedantes silvestres del oomycete. Sin
embargo, existe una hipotesis alternativa que plantea
que el centro de origen del patégeno corresponde a
las montafias de los Andes suraméricanos, donde se
ubica el origen de Solanum tuberosum y de un alto
numero de solanaceas silvestres (Forbes et al., 1997).

La intensa investigacion que se ha desarrollado en
P. infestans, comenzd desde mediados del siglo XIX,
como resultado de las epidemias causadas por este
patégeno en los cultivos de papa en Europa, siendo
ampliamente conocida la denominada “Hambruna de
Irlanda”, en la cual murieron por inanicion al menos 1,5
millones de personas y se desplazaron masivamente
otro tanto hacia los EEUU (Fry et al, 1993). Un
componente fundamental de dichos estudios ha sido
la determinacion mediante analisis genéticos de las
poblaciones del patdgeno que migraron a través del
movimiento de semilla-tubérculo desde México y/o
los Andes suramericanos a diferentes regiones del
mundo. Sobre este aspecto, se ha determinado que
en el periodo anterior a 1980, solamente el tipo Al
se habia dispersado a otras regiones, de tal manera
que se consideraba que estas poblaciones tenian un
caracter netamente clonal. Sin embargo, en estudios
posteriores a dicha fecha, se comenzaron a detectar
en diferentes paises del mundo (Korea, Inglaterra,
EEUU, China, etc.) individuos del oomycete con el
tipo de apareamiento A2, interpretandose dicha
situacion como producto de un nuevo evento masivo
de migracion del patégeno a partir del aumento de la
globalizacién de la economia mundial (Hohl y Iselin,
1984; Turkensteen et al., 2000).

El grado de variacién genética de P infestans en
Suramérica asociado con la aparicion de linajes
no registrados en otras latitudes, ha demostrado
la necesidad de estudiar mas profundamente las
caracteristicas de la estructura poblacional del
patégeno en esta region, e incluso ha planteado la
posibilidad que P, infestans represente un complejo
criptico de especies con diferentes origenes
simpatricos (Adler et al., 2004).

Tradicionalmente las poblaciones de P infestans han
sido caracterizadas con base en diferentes marcadores
fenotipicos y genotipicos, destacandose el patron
electroforético generado a partir de la sonda RG57
mediante el empleo de la técnica de RFLP, el analisis
de las isoenzimas Gpi y Pep, el nivel de sensibilidad
al fungicida Metalaxyl, la presencia de genes de
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virulencia determinados a partir de hospedantes
diferenciales con genes R, la determinacion del tipo
de apareamiento y la evaluacién de los haplotipos
mitocondriales (Fry et al, 1991; Goodwin et al,
1994; Griffith y Shaw, 1998; Grunwald y Flier, 2005).
El empleo de estas metodologias ha conducido
a determinar que las poblaciones de P infestans
estan posiblemente subestructuradas a partir de
linajes clonales (Adler et al., 2004). Actualmente los
linajes de P infestans que han sido encontrados en
Suramérica afectando cultivos de papa, son aquellos
derivados del patron electroforético RG57 EC-1, cuyos
aislamientos se caracterizan por presentar tipo de
apareamiento Al, perfiles isoenzimaticos Gpi 90/100
— Pep 96/100, y haplotipo mitocondrial Ila; mientras
que en cultivos de tomate de mesa, el linaje del
oomycete corresponde al US-1 (tipo de apareamiento
A1, Gpi 86/100 — Pep 92/100, y haplotipo mitocondrial
Ib) (Adler et al., 2004).

El estudio de la estructura metapoblacional de P
infestans en los Andes Sudamericanos ha aportado
interesantes resultados sobre el nivel de diversidad
del patdégeno. En Ecuador se han descrito dos
linajes EC-2 y EC-2.1 sobre solanaceas silvestres del
complejo S. brevifolium (Seccion Amarrhichomenum)
caracterizados por compartir los mismos patrones
isoenzimaticos (Gpi 100/100 — Pep 76/100) pero que
divergen en sus haplotipos mitocondriales y tipo de
apareamiento: Ia - Al y Ic - A2, respectivamente
(Orddiiez et al., 2000). Ademas se ha demostrado que
la hipdtesis de especificidad linaje clonal-hospedante
no es absoluta, por cuanto sobre la especie cultivada
S. muricatum (Pepino de agua) se detectaron
aislamientos de P, infestans pertenecientes tanto al
linaje clonal US-1 como al EC-2.1. (Adler et al., 2004).

En Colombia, los trabajos realizados con aislamientos
de P infestans procedentes de cultivos de papa en
Antioquia, Cundinamarca, Boyacd y Narifio, han
encontrado que el linaje del hongo predominante
en el pais corresponde al EC-1, mientras que en los
cultivos de tomate, se presentan poblaciones del
patégeno con haplotipos mitocondriales Ib y tipo de
apareamiento A1, lo cual posiblemente corresponde al
linaje clonal US-1 (Gonzalez y Garcia, 1998; Gilchrist,
2001; Lagos 2002; Leodn, 2004).

A pesar de la condicion predominantemente clonal de
las poblaciones de P, infestans determinadas mediante
las evaluaciones fenotipicas y genotipicas descritas
anteriormente, estudios recientes que utilizan
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marcadores moleculares neutrales como RAPD y
AFLP, han demostrado que existe un grado apreciable
de variabilidad genética al interior de los linajes del
oomycete, variacion que incluso se ha manifestado
en evaluaciones derivadas de poblaciones asexuales
en las que solo se presenta un tipo de apareamiento
(Mahuku et al., 2000; Paez et al., 2005).

Con el fin de contribuir al conocimiento de las
poblaciones de P. infestans en Colombia, en el
presente estudio se evaluod el grado de variabilidad
genética de una poblacion de 35 aislamientos
procedentes de diferentes hospedantes y regiones
geograficas del pais, a partir de la determinacion de

sus haplotipos mitocondriales y de la utilizacién de
marcadores moleculares tipo RAPD.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Se utilizaron 35 aislamientos de
P. infestans, de los cuales 20 fueron obtenidos
a partir de plantas sintomaticas de diferentes
localidades de Antioquia y Narifio, mientras que los
15 restantes se tomaron de la colecciéon nacional
de P. infestans de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. Los hospedantes y
localidades de procedencia de los aislamientos se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Aislamientos de Phytophthora infestans (Mont) de Bary utilizados en el estudio de la variabilidad genética.

Aislamiento* Hospedante Variedad Localidad

1p-NS121 Solanum tuberosum Parda pastusa Chitaga/N. de Santander
2p-A148F S. tuberosum Diacol Capiro Santa Rosa/Antioquia
4p-4 S. lycopersicum Valle del Cauca
5p-A155E S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
6p-N146F S. phureja Criolla Pasto/Narifo

8p-A155B S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
9p-A155C S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
10p-NS6A S. tuberosum Parda pastusa Cacota/N. de Santander
11p-A155G S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
12p-A156 S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
13p-A155F S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
14p-A155A S. phureja Criolla Medellin/Antioquia
15p-N146E S. phureja Criolla Pasto/Narifio
21p-NSb13703 S. betaceum San Juan/Narifio
22p-NSb13503 S. betaceum Genoy/Narifio
23p-Nsb13903 S. betaceum Obonuco/Narifio
24p-NSb14304 S. betaceum La Vega/Narifo
26p-NSb14903 S. betaceum Consaca/Narifio
27p-NSb13804 S. betaceum Ipiales/Narifio
28p-NSb14003 S. betaceum Catambuco/Narifio
29p-NSb14103 S. betaceum Buesaco/Narifio
30p-NSb14404 S. betaceum San Bernardo/Narifio
31p-M.3 S. muricatum Belmira/Antioquia
32p-M.4 S. tuberosum Diacol Capiro Yarumal/Antioquia
33p-M.5 S. phureja Criolla Yarumal/Antioquia
34p-M.6 S. tuberosum Diacol Capiro Yarumal/Antioquia
35p-M.9 S. phureja Criolla Entrerrios/Antioquia
37p-M.14 S. tuberosum Diacol Capiro La Unién/Antioquia
38p-M.16 L. sculentum La Unién/Antioquia
42p-Al12 S. muricatum Rionegro/Antioqua
43p-A72 Capsicum spp. Marinilla/Antioquia
44p-A172 S. betaceum Guarne/Antioquia
45p-A177 L. sculentum Santo Domingo/Antioquia
46p-5B IX13 S. betaceum Pasto/Narino

48p-NS4A S. tuberosum Diacol Capiro Mutiscua/N. de Santander

*Cadigo del aislamiento-codigo de almacenamiento en Coleccion Nacional de Phytophthora infestans (Mont) de Bary.
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El proceso de aislamiento del oomycete a partir de
plantas de papa consistid6 en la ubicacion de los
tejidos vegetales con sintomas de gota sobre rodajas
de papa variedad Tuquerrefia (sin genes mayores de
resistencia a P, infestans)y en la siembra del micelio alli
desarrollado sobre medio Agar centeno (18 g de harina
de centeno, 18 g de agar, 18 g de azucar, 1 L agua
destilada), purificandose por transferencia a nuevas
cajas de Petri. Cuando el hospedante correspondia
a otra solanacea (S. betaceum, S. lycopersicum, S.
muricatum, Capsicum sp.), las muestras se localizaban
en camaras himedas para inducir la esporulacion del
patdgeno, transfiriéndose luego a medio agar-centeno
para continuar con su purificacion.

Extraccion de ADN. Los 35 aislamientos de P
infestans fueron transferidos a medio liquido de
arveja (25 g de arveja, 20 g de azucar, 1 L de agua
destilada) e incubados a 18-20 °C por 15 dias, para
proceder con la filtracién del micelio, a partir del cual
se extrajo su ADN siguiendo el protocolo del Centro
Internacional de la Papa (2000). Este procedimiento
consistié en la maceracion del micelio en nitrégeno
liguido hasta obtener alrededor de 100 mg por
cada aislamiento. Luego se adicionaron 400 uL de
solucion tampdn CTAB 2X (CTAB 2% (p/v), 100 mM
Tris HCl, pH 8, 1.4 M de NaCl, 20 mM EDTA pH 8) y
se incubaron los tubos Eppendorf a 65 °C durante
30 min. Posteriormente se agregd 1 volumen de
fenol: cloroformo (1:1) y se mezclaron los tubos por
inversion durante 10 min, para proceder a centrifugar
a 13,000 rpm por 15 min. Este procedimiento de
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separacion de proteinas, se repiti6 dependiendo
del grado de pureza del sobrenadante, el cual fue
precipitado con 2 volimenes de etanol absoluto
0,1 vol. de acetato de sodio 3 M y centrifugacion a
13,000 rpm por 30 min. El precipitado generado se
lavo con etanol al 70% vy finalmente se resuspendio
en 100 pL de agua destilada estéril, para digerir el
ARN mediante la adicion de 10 uL de ARNasa (10
mgemL) e incubaciéon a 37 °C durante 12 h. La
integridad del ADN extraido fue determinada por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%,
suplementado con 3 pL de bromuro de etidio [10
mgemL] y se visualizé utilizando un transiluminador
UV (Biometra, Gottingen, Alemania).

Determinacion de haplotipos mitocondriales.
Los haplotipos mitocondriales de cada aislamiento
fueron determinados por la técnica PCR-RFLP usando
los pares de cebadores F1-R1, F2-R2b, F3-R3y F4-R4
(Tabla 2) (Griffith y Shaw 1998). Las condiciones del
PCR fueron: 25 ulL de reaccion total, 0,5 uM de cada
cebador, 1X de buffer de PCR, 3 mM de MgCl,, 0,2
mM de dNTPs, 1 uL de Albumina de Suero Bovino
(BSA) (160 pgemL), 1 U de Tag ADN polimerasa
(Fermentas, Lituania) y una dilucion 1/10 de ADN.
Las amplificaciones se realizaron en el equipo PTC-
100 (M) Research, EEUU) y consistieron de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 1,5 min; 40
ciclos de 94 °C por 40 s, 57, 56, 58, 60 °C por 1 min,
para los cebadores F1-R1, F2-R2b, F3-R3 y F4-R4
respectivamente, 72 °C por 1,5 min, y una extension
final a 72 °C por 2 min.

Tabla 2. Secuencia, longitud y posicion de los cebadores empleados en la determinacion de haplotipos
mitocondriales en aislamientos de Phytophthora infestans (Mont) de Bary.

Longitud del cebador (pb) y

Cebador Secuencla posicion en genoma mitocondrial
F1 5'-GCAATGGGTAAATCGGCTCAA-3' 21, 23737-23757
R1 5’-AAACCATAAGGACCACACAT-3’ 20, 24835-24854
F2 5 -TTCCCTTTGTCCTCTACCGAT-3’ 21, 13619-13639
R2b 5"-TTACGGCGGTTTAGCACATACA-3’ 22, 14688-14667
F3 5'-ATGGTAGAGCGTGGGAATCAT -3’ 21, 2892-2912
R3 5'-AATACCGCCTTTGGGTCCATT -3’ 21, 4199-4179
F4 5-TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT-3' 22,9329-9350
R4 5'-CCGATACCGATACCAGCACCAA-3’ 22, 10292-10271

Fuente: Griffith y Shaw, 1998.
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Para las digestiones del ADN mitocondrial amplificado,
se tomaron 15 ulL de cada producto de PCR y se
adicion6 1 U de enzima de restriccion y 2 uL de
solucién tampdn de la enzima 1X, completando las
reacciones a 20 puL con agua destilada estéril. Las
enzimas de restriccion utilizadas correspondieron a
Cfol y Mspl para los amplicones generados con los
cebadores F1-R1 y F2-R2b respectivamente, mientras
que para aquellos obtenidos con los cebadores F3-R3
y F4-R4 se empled la enzima EcoRI. Las digestiones
se realizaron a 37 °C durante 12 horas.

Evaluacion de la variabilidad genética de
Phytophthora infestans mediante RAPD.
Para la determinacion de la variabilidad genética
de los aislamientos de PR infestans, se utilizd la
técnica RAPD (polimorfismo del ADN amplificado
al azar), evaluandose inicialmente 15 cebadores
seleccionados al azar de las series AN, BAy E de la

Tabla 3.
Phytophthora infestans (Mont) de Bary.

compania Operon (Operon Technologies, Alameda,
EEUU) en cinco aislamientos de P infestans
provenientes de diferentes regiones de recoleccion.
En la Tabla 3 se presentan las secuencias de los
cebadores evaluados. Las reacciones de PCR
para RAPD incluyeron 3 mM de MgCl, 0,2 mM
de dNTPs, 0,8 uM de cebador RAPD, 1 U de Tag
ADN polimerasa recombinante (Fermentas), 1X de
solucién tampén de la enzima (100 mM Tris-HCI (pH
8,8), 500 mM KCl, 0,8% Nonidet P40), 1 uL de una
diluciéon 1/10 de ADN y agua destilada estéril tipo
PCR, hasta completar un volumen de 25 pL. La
amplificacion de PCR incluyd una desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos a 94
°C por 1 min, 36 °C por 1 min, 72 °C por 2 min y
un periodo final de extension a 72 °C por 7 min. Los
productos amplificados fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% con 3 pL
de bromuro de etidio (10 mgemL).

Cebadores empleados en la prueba de RAPD para la evaluacion de la variabilidad genética de

Cebador Secuencia Resultado
OPBA 14* 5'-TCGCGAGTGG-3’ P
OPAN 16 5'-GTGTCGAGTC-3’ P
OPE 15%* 5’- ACGCACAACC-3’ P
OPBA 03* 5'-GTGCGAGAAC-3’ P
OPBA 20* 5'- GAGCGCTACC-3' P
OPBA 09 5'-GGAACTCCAC-3’ M
OPE 06 5-AAGACCCCTC-3' M
OPAN 10 5'- CTGTGTGCTC-3' M
OPAN 14 5’- AGCCGGGTAA-3’ M
OPE 11 5'-GAGTCTCAGG-3’ M
OPBA 17 5'-GATCTGACAC-3' M
OPAN 18 5'-TGTCCTGCGT-3' M
OPAN 01 5’-ACTCCACGTC-3’ N.A.
OPAN 09 5'-GGGGGAGATG-3’ M
OPAN 20 5'-GAGTCCTCAC-3' M

*Cebadores seleccionados para las pruebas con todos los aislamientos de Phytophthora infestans (Mont) de
Bary.
P: Polimdrfico; M: Monomdrfico; N.A.: no amplificacion.

Analisis de datos. Para la determinacion de los
haplotipos mitocondriales se evaluaron los patrones
electroforéticos obtenidos para cada enzima
de restricciébn y se compararon con los perfiles
encontrados en la literatura para los linajes genéticos
descritos previamente en la literatura (Griffith y Shaw
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1998; Orddiez et al, 2000; Jaramillo, 2003; Adler
et al., 2002). El andlisis de los RAPD se realizd a
partir de la construccién de una matriz binaria
basada de ausencia/presencia de amplicones, que se
utilizé para la elaboraciéon de la matriz de similitud
mediante el indice de Dice y el programa SimQual del
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paquete computacional NTSYS-pc Version 1-8 (Exeter
Software, Setauket, NY, EEUU). Posteriormente se
generd un dendrograma UPGMA con la ayuda del
programa SAHN del paquete mencionado. El nivel
de diversidad genética se calculé mediante el indice
de Nei y la diversidad genotipica se calculo mediante
el indice de Shannon (Hennink y Zeven, 1991),
utilizando el programa POPGENE (Universidad de
Alberta, Canada).

RESULTADOS

Determinacion de haplotipos mitocondriales.
Los productos amplificados para cada par de
cebadores correspondieron a los previamente
informados por Griffith y Shaw (1998), con tamafios
de bandas de 1118 pb para F1-R1, 1070 para F2-
R2b, 1308 pb para F3-R3 y 964 pb para F4-R4. En
la determinacion de los haplotipos mitocondriales se
analizaron los perfiles de restriccion de cada amplicén
con las enzimas correspondientes, encontrandose
que todos los aislamientos obtenidos en papa,
independientemente de la region y de la variedad,
correspondieron al haplotipo mitocondrial IIa (1118,
147-203-720, 1308, 361-603, para los amplicones
F1-R1, F2-R2b, F3-R3y F4-R4, respectivamente) y
que segun evaluaciones realizadas en Colombia, esta
asociado con el linaje clonal EC-1 (Jaramillo, 2003). De
otra parte, los aislamientos procedentes de Narifio y

1 D =3 ugnd G 7 8

LOOEEREN

9

Raigosa, N.; Amaya, M.C.; Jaramillo, S.; Lagos, L.E.; Marin, M.

obtenidos de plantas de tomate de arbol, presentaron
el haplotipo mitocondrial Ia, caracterizado por los
perfiles de restriccion 907-211, 350-720, 1078-230 y
361-394-209 para los amplicones F1-R1, F2-R2b, F3-
R3y F4-R4, respectivamente (Figura 1), previamente
asociado con el linaje clonal EC-3 por Ordofiez et al.
(2000) en Ecuador.

Con respecto a los aislamientos de los otros
hospedantes incluidos en este estudio, solamente
se presentaron dos resultados concluyentes con
el aislamiento 31 p de S. muricatum y 45 p de S.
lycopersicum, que correspondieron al haplotipo Ila;
los demas aislamientos presentaron resultados que
no permitieron determinar su haplotipo mitocondrial,
ya que no amplificaron o arrojaron mezclas de
perfiles de restriccidn entre los diferentes haplotipos.
Asi por ejemplo, el aislamiento 42 p obtenido en S.
muricatum presenta un perfil 1118, 1078-230, 361-
394-209 para los fragmentos F1-R1, F3-R3 y F4-R4,
respectivamente, mientras que el amplicon F2-R2b no
fue posible de obtener bajo ninguna modificacion del
procedimiento. Para el aislamiento 43 p obtenido en
Capsicum sp., ninguno de los cebadores amplifico las
regiones mitocondriales, mientras que el aislamiento
38 p de S. lycopersicum presentd los perfiles de
restriccion 907-211, 1308, 361-603 para las regiones
F1-R1, F3-R3y F4-R4, respectivamente; no lograndose
obtener el amplicon F2-R2b.

0 alel 12, 13, 14 16 16 17 18

Figura 1. Perfil de restriccion con la enzima Cfol de los productos amplificados con el par de cebadores R1-F1.
Lineas: 1: Marcador de peso molecular Gene Ruler 100 pb (Fermentas), 2 — 6: aislamientos de Phytophthora
infestans (Mont) de Bary con el haplotipo mitondrial Ia, 7-17: aislamientos de Phytophthora infestans (Mont)
de Bary con el haplotipo mitondrial IIa, 12 y 15: digestiones no observadas por baja concentracion de los
amplicones, 18: Control negativo. En la Tabla 1 se presentan los detalles de procedencia de los aislamientos.
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Evaluacion de Ila variabilidad genética de
Phytophthora infestans mediante RAPD. De los
15 cebadores usados, cuatro fueron seleccionados
debido a que detectaron polimorfismo entre los
cinco aislamientos inicialmente evaluados. Los
10 cebadores restantes se presentaron como
monomorficos o no amplificaron el ADN de alguno
de los aislamientos evaluados (Tabla 3). A partir de
los patrones electroforéticos generados con cada uno
de los cuatro cebadores RAPD evaluados, se obtuvo
un total de 57 marcadores que correspondieron a
amplicones con tamafios entre 300 y 2400 pb, siendo
los cebadores OPBA20 y OPBA14 los que presentaron
mayor numero de /oci (17 y 15), mientras que con

los cebadores OPE15 y OPBAQ3 se amplificaron 11 y
14 Joci, respectivamente. De los 57 /loci analizados,
el 44,8% resultaron polimdrficos (25 marcadores),
obteniéndose un indice de diversidad genética de
Nei de 0,16 y de diversidad genotipica de Shannon
de 0,24. El dendrograma generado presentd 17
genotipos diferentes, que variaron en la frecuencia
de sus aislamientos desde 1 (9 genotipos) hasta
5 (1 aislamiento). El dendrograma distribuy6 los
aislamientos en tres grupos (clados I, II y III) en
cuyo interior los genotipos compartieron valores de
similitud mayores a 0,91. Las distancias genéticas
entre grupos correspondieron a 0,12 entre el clado I
y IIy 0,17 entre éstos y el clado III (Figura 2).

15p

II

23p
1

35p

3p
2p
43p
48
45p

37
38
27p
III %

083 088

Coefficient

Figura 2. Dendrograma generado a partir del analisis con cuatro cebadores RAPD en una poblacién de 35
aislamientos de Phytophthora infestans (Mont) de Bary de Colombia. Grupo I : aislamientos de tres variedades
de Solanum tuberosum; 11 : aislamientos de Solanum tuberosum, Capsicum sp., Solanum muricatum y
Solanum lycopersicum; Grupo III : aislamientos procedentes de Solanum betaceum. En la Tabla 1 se presentan

los detalles de procedencia de los aislamientos.
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El grupo III presentd sdlo aislamientos obtenidos
en tomate de arbol en el Departamento de Narifio,
mientras que el grupo I incluyé predominantemente
aislamientos de tres variedades de papa y de diferentes
regiones geograficas. El grupo II presento aislamientos
de tomate de arbol, papa, tomate de mesa, pepino de
agua y pimentdn, asi como aislamientos procedentes
de diferentes regiones del pais.

DISCUSION

Tradicionalmente la estructura poblacional de P
infestans se ha considerado que esta conformada
por linajes clonales, es decir por subpoblaciones
originadas por mecanismos de reproduccion asexual y
que por tanto presentan gran similitud genética entre
sus individuos (Goodwin, 1997). Esta concepcion se
ha derivado de la aplicacion de diferentes marcadores
fenotipicos y genotipicos entre los que se destaca el
patron electroforético generado a partir del uso de
la sonda RG57 mediante la técnica RFLP (Goodwin
et al., 1992). Sin embargo, la continua observacion
de diferencias en los niveles de patogenicidad,
resistencia a fungicidas y capacidad de sobrepasar
la resistencia de materiales vegetales mejorados, ha
conducido recientemente a pensar que dichos linajes
no representan la realidad del patégeno en el campo, y
que por lo tanto, se requiere de estudios que permitan
predecir en forma mas precisa el comportamiento de
las poblaciones de este oomycete, de manera que
permitan disefar estrategias de control mas acordes
con la realidad de la enfermedad (Cooke y Lees, 2004).

Esta situacion es especialmente cierta para
regiones geograficas como Colombia, en donde las
investigaciones han demostrado que el patdgeno
s6lo presenta el tipo de apareamiento Al vy
mayoritariamente el linaje clonal EC-1 (Gilchrist, 2001;
Lagos 2002; Leodn, 2004), pero contradictoriamente
registra altos niveles de razas fisioldgicas y niveles
de virulencia (Mazo y Patifio, 1995; Botero y Gilchrist
1997; Marin y Mira, 1998); asi como diferencias en
los grados de sensibilidad a fungicidas sistémicos
como metalaxyl (Cortés y Madrid, 1999; Gonzalez y
Garcia, 1998; Argel, 2002) y Fenamidone (Argel et al.,
2004). Los resultados del presente estudio confirman
la presencia de un solo haplotipo mitocondrial para
los aislamientos obtenidos en papa, el cual estd
asociado al linaje EC-1 y muestran por primera vez
en Colombia la presencia del linaje EC-3 previamente
encontrado en Ecuador (Ordofiez et al, 2000) para
los aislamientos de tomate de arbol.
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De otra parte, la prueba de RAPD detectd la
ocurrencia de 17 genotipos diferentes entre los 35
aislamientos evaluados, lo cual reafirma la existencia
de niveles bajos de variacion en las poblaciones del
oomycete presentes en Colombia. Dicha variacion
puede ser interpretada a la luz de la investigacion
desarrollada por Abu-EI Samen et al, (2003)
quienes evaluaron la importancia de mecanismos
parasexuales en la generacion de variacion genética
en P infestans a partir de aislamientos obtenidos de
parentales monozoospdricos, mediante el empleo de
marcadores AFLP y RAPD, encontrando la presencia
de un nivel apreciable de variacién derivado de la
reproduccion asexual del patégeno, que dado el
corto periodo de tiempo en las evaluaciones, no solo
podia ser explicado por la ocurrencia de mutaciones
espontaneas, sino también por mecanismos activos
de recombinacién mitdtica, conversién génica y
elementos extracromosdmicos mdviles, pocas veces
considerados como fuentes de variacién en P, infestans
(Newhouse et al., 1992; Goodwin, 1997).

El analisis de RAPD permitié ademas, discriminar la
poblacion de P infestans evaluada en tres grandes
grupos, de los cuales el clado I, incluyd aislamientos
de papa y un aislamiento de tomate (4p); el clado
IT presentd aislamientos de diferentes hospedantes
y el clado III contuvo aislamientos de tomate de
arbol; sin embargo, dichos grupos no correpondieron
a los haplotipos hallados en este estudio, resultado
que por lo demas ha sido registrado por diferentes
investigaciones que han empleado marcadores
neutros en poblaciones de P infestans de varios
paises (Mahuku et al, 2000; Cooke y Lees, 2004;
Paéz et al, 2005). Un resultado inesperado de la
evaluacion de RAPD, fue el hecho que los aislamientos
obtenidos en tomate de arbol, fueron separados en
dos grupos genéticos diferentes, uno de los cuales
estuvo relacionado con aislamientos de papa y otros
hospedantes en el denominado clado II, mientras
que el segundo grupo solo incluyd aislamientos de
este hospedero (clado III). Este resultado difiere
del hallado por Adler et al. (2004), quienes al
evaluar la estructura poblacional de P. infestans en
Ecuador mediante AFLP, determinaron que todos los
aislamientos de tomate de arbol hacian parte de un
mismo grupo genético, que ademas era diferencial
para el linaje EC-3. Esta aparente contradiccion,
condujo recientemente a nuestro grupo a realizar una
investigacién empleando marcadores AFLP con una
poblacion de aislamientos de P. infestans recolectados
en papa y tomate de arbol en el Sur de Colombia
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(Mesa et al., 2008). En dicho trabajo fue posible la
separacion genética de ambos grupos de aislamientos,
confirmandose la especificidad detectada por Adler et
al. (2004) y reafirmandose la necesidad de emplear
diferentes tipos de marcadores moleculares para la
caracterizacion de la estructura poblacional de los
organismos fitopatdgenos.

Este trabajo representa el primer estudio de variacion
intra-linaje genético desarrollado con aislamientos de
la coleccion colombiana de P, infestans. Los resultados
encontrados enfatizan en la necesidad de aumentar
la investigacion sobre las caracteristicas poblacionales
de este patdgeno en Colombia y muy especialmente
en el estudio de aquellos aislamientos que afectan
hospedantes diferentes a papa. Afortunadamente los
trabajos adelantos en Ecuador y Per( por Ordoiez et
al. (2000), Oliva et al. (2002), Adler et al. (2004) y
Garry et al. (2005), marcan un camino en este sentido
y ofrecen diferentes estrategias metodoldgicas y
analiticas que pueden ser aprovechadas en los futuros
trabajos planteados para el estudio de P, infestans en
Colombia.

CONCLUSIONES

La poblacional de P infestans en Colombia esta
representada por al menos dos grupos de aislamientos
genéticamente diferentes e identificables por sus
haplotipos mitocondriales: Ia en aislamientos que
afectan tomate de arbol (S. betaceum) y Ila en
cultivos de papa. Es importante definir los linajes
genéticos de aislamientos del patdgeno que afectan
otras solanaceas, especialmente especies silvestres.

La metodologia de RAPD permitié detectar la
existencia de variacién genética al interior de los
grupos genéticos encontrados en la poblacion
de P infestans estudiada. Esta situacion pone de
manifiesto la importancia de actualizar el concepto
de linajes clonales, empleado tradicionalmente en la
caracterizacion de las poblaciones de P infestans, de
manera que se incorpore la variacion intraespecifica
en su definicion.

La presencia de haplotipos mitocondriales
de P infestans diferenciales dependiendo del
hospedante, plantean la necesidad de realizar
estudios de patogenicidad cruzada que determinen
la especificidad patdgeno-hospedante de las
poblaciones de aislamientos de P, infestans presentes
en Colombia. Estos resultados permitiran ajustar
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las estrategias de control de la enfermedad en
las regiones en donde se traslapan los cultivos de
solanaceas susceptibles, a este patdgeno.
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