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La gota o tizon tardio causado por Phytophthora infestans es una de las
enfermedades mas limitantes en diversos cultivos de solanaceas en el mundo.
Este patégeno es especialmente problematico en las zonas andinas altas,
donde dichos cultivos se desarrollan bajo condiciones de alta humedad y
siembra continua durante todo el afo. El objetivo de este trabajo fue aumentar
la informacién disponible sobre la biologia de P. infestans, especialmente con
respecto a su variabilidad genética en el suroeste de Colombia, region donde
confluyen cultivos de diferentes solanaceas susceptibles a este patégeno.

La evaluacion se realizé6 mediante la utilizacion de marcadores moleculares
AFLP con las enzimas de restriccion EcoRl y Msel y diferentes combinaciones
de cebadores. Los resultados obtenidos indicaron un bajo nivel de variaciéon
genética entre los 26 aislamientos evaluados, presentandose sélo 18 bandas
polimorficas de los 135 amplicones obtenidos (13,43%), un indice de
diversidad de Nei de 0,04 y un indice de Shannon de 0,06. A pesar del alto
grado de similitud encontrado en la poblacién, el dendrograma generado por
el método UPGMA permitié dividir la poblacion en dos grandes grupos.

El primero de ellos presentaba aislamientos procedentes de papa (Solanum
tuberosum y Solanum phureja), mientras que el segundo incluy6 solo
aislamientos obtenidos de tomate de arbol (Solanum betaceum). Uno de los
aislamientos evaluados (C8) no se agrupd con ninguno de los anteriores
grupos, aunque compartié un alto nivel de similitud con éstos (0,86).

Los resultados apoyan la hipétesis de la estructuracion poblacional de

P. infestans en funcién del hospedante; sin embargo, esta situacién requiere
ser verificada con evaluaciones de patogenicidad cruzada.

AFLP, Marcadores moleculares, Phytophthora infestans, Solanaceae,
Tizén tardio

Genetic variability of Phytophthora infestans isolates
from south-western Colombia

Late blight caused by Phytophthora infestans is one of the most limiting
diseases in solanaceous crops in the world. This pathogen is a main
constraint in the highland Andes, where these plants are grown under high
humidity conditions and continuous cropping. The aim of this research was to
increase the available information on the biology of P. infestans, specifically on
its level of genetic variation in south-western Colombia, an area where various
solanaceous crops susceptible to this pathogen converge. The study was
carried out by using AFLP molecular markers with the restriction enzymes
EcoRI and Msel and different primer combinations. Results indicated a low
level of genetic variation among the 26 isolates evaluated, with only 18
polymorphic bands out of 135 amplicons obtained (13.43%), a Nei's genetic
diversity index of 0.04, and a Shannon’s information index of 0.06.
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The UPGMA dendrogram allowed dividing the population in two main groups,
the first of them having the isolates collected from potato (Solanum tuberosum
and Solanum phureja), while the second one included isolates obtained from
tree tomato (Solanum betaceum). One of the isolates (C8) was located outside
of these groups, although it shared a high level of similarity with them (0.86).
The results support the hypothesis of population structure of P. infestans
based on host; however, this situation needs to be verified with cross
pathogenicity assays.
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La gota o tizén tardio es la enfermedad mas limi-
tante de los cultivos de papa, tomate y otras solaniceas en
el mundo. Su agente causal, Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, es un oomycete heterotdlico que presenta
dos tipos de apareamiento (Al y A2), situacién que define
en buena parte la estructura poblacional del patégeno en
las diferentes regiones del mundo [11]. Hasta principios de
la década de 1980, sélo se habian detectado ambos tipos
de apareamiento en el Valle de Toluca (México), razén por
la cual se consideraba esta zona como el origen de P. infes-
tans. En otras latitudes, s6lo se habia descrito el tipo Al
como el causante de la enfermedad [12]. A partir de 1981
se documentd la distribucion del tipo de apareamiento A2
en varios paises de Europa, Oriente Medio, Asia y Suda-
mérica [9], lo que condujo a que la poblacién Al fuera
desplazada por una nueva variante A1/A2. Dicha pobla-
cion es el resultado de la reproduccion sexual entre ambos
tipos y se caracteriza por ser altamente virulenta y varia-
ble, lo cual le ha permitido adaptarse a nuevos hospedan-
tes y a diferentes condiciones medioambientales [9,10].
Alternativamente, existe una teoria que indica que el paté-
geno es originario de los Andes suramericanos, regién de
donde proceden sus principales hospedantes, cultivados y
silvestres [1,21]. Sin embargo, la ausencia de reproduccién
sexual del patégeno en los Andes contradice dicha hipdte-
sis, aunque los hallazgos recientes de ambos tipos de apa-
reamiento sobre un mismo hospedante (Solanum murica-
tum) en Ecuador y la presencia de genotipos exéticos del
patégeno sobre hospedantes silvestres como Solanum och-
ranthum, Solanum hispidum y Brugmansia sanguinea han
dado un nuevo auge a esta teoria [3].

El estudio de la estructura metapoblacional de P. in-
festans en los Andes Sudamericanos ha aportado interesan-
tes resultados sobre el nivel de diversidad del patdgeno.
Actualmente, los linajes de P. infestans que han sido des-
critos en Sudamérica afectando cultivos de papa son aque-
llos derivados del linaje EC1, cuyos aislamientos se carac-
terizan por presentar el tipo de apareamiento Al, perfiles
isoenzimaticos Gpi 90/100 — Pep 96/100 y haplotipo mito-
condrial IIa. Por contra, en cultivos de tomate de mesa
(Solanum lycopersicum), el linaje asociado corresponde al
US-1 (Al, Gpi 86/100, Pep 92/100 y Ib) y en tomate de
arbol (S. betaceum) al EC-3 (A1, Gpi 86/100, Pep 76/100
y Ta) [3].

En Ecuador se han descrito dos linajes, EC-2.1 y
EC-2.2, sobre solanaceas silvestres de la seccion Anarrhi-
chomenum, que comparten el mismo patrén isoenzimético
(Gpi 100/100 — Pep 76/100) pero que divergen en sus
haplotipos mitocondriales y tipo de apareamiento (Ia, Al,
e Ic, A2, respectivamente) [3,20]. Ademads, se ha demos-
trado que la hipétesis de especificidad linaje clonal-hospe-
dante 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 [3].

A pesar de la condicion predominantemente clonal
de las poblaciones de P. infestans, determinada mediante
las evaluaciones fenotipicas y genotipicas descritas ante-
riormente, estudios recientes, que utilizan marcadores mo-
leculares neutrales, como RAPD y AFLP, han demostrado
que existe un grado apreciable de variabilidad genética de
los linajes de P. infestans, variacién que incluso se ha
manifestado en el estudio de poblaciones asexuales en las
que solo se presenta un tipo de apareamiento [2,18,22].

En los estudios de caracterizacion de P. infestans en
Colombia, se ha encontrado que todos los aislamientos
analizados pertenecen al tipo de apareamiento Al, lo cual
posiblemente indica la ausencia de reproduccién sexual
del patégeno en el pais [15]. Ademds, se ha determinado
que, en su gran mayoria, dichos aislamientos representan
los haplotipos mitocondriales Ila y Ib, que corresponden a
los linajes clonales EC-1 y US-1, respectivamente [15].
Recientemente, en un estudio de variabilidad genética uti-
lizando la técnica RAPD, que incluyé una poblacién de 35
aislamientos de P. infestans obtenidos en diferentes hospe-
dantes y regiones geogrificas de Colombia, se encontré la
existencia de una variacién genética apreciable dentro de
cada linaje, situacién no explicable por la condicién clonal
de P. infestans en Colombia [4].

Ya que entre los resultados de ese trabajo los aisla-
mientos no se agruparon en funcién del hospedante, situa-
cién frecuentemente encontrada en otras regiones del
mundo [3], se planted la presente investigacién a partir
del estudio de una poblacion de P. infestans procedente del
suroeste de Colombia, una regién altoandina donde conflu-
yen cultivos de papa y tomate de drbol, dos hospedantes
del patégeno que por corresponder a diferentes linajes
genéticos son ideales para la evaluacién de la hipétesis de
especificidad patogénica de este organismo.

Materiales y métodos

Aislamientos de P. infestans. Se evaluaron 26 aisla-
mientos de P. infestans procedentes de cultivos de papa y
tomate de drbol de diferentes municipios del departamento
de Narifio, Colombia, recogidos entre los afios 2005 y
2006 (Tabla 1). Los aislamientos fueron obtenidos a partir
de lesiones individuales de foliolos con sintomas de gota o
tizon tardio. La purificacién incluy6 la siembra sobre roda-
jas de papa, variedad Tuquerreia (sin genes mayores de
resistencia). La transferencia, una vez desarrollado el
micelio, se realiz6 en medio agar-centeno (para un litro
de medio: 25 g de harina de centeno, 18 g de agar, 20 g de



Tabla 1. Aislamientos de Phytophthora infestans recogidos de papa
(Solanum tuberosum y Solanum phureja) y tomate de arbol (Solanum
betaceum) en el suroeste de Colombia.

Aislamiento Codlgg'd? Hospedante Localidad
coleccién

C1 N135 S. tuberosum Pasto/Narifio
c2 N150F S. tuberosum Pasto/Narifio
C3 N146C S. tuberosum Pasto/Narifio
C4 N75 S. tuberosum Pasto/Narifio
C5 N146F S. phureja Pasto/Narifio
Cc6 N149B S. tuberosum Pasto/Narifio
Cc7 N149A S. tuberosum Pasto/Narifio
C8 N77 S. tuberosum Pasto/Narifio
Cc9 N13 S. tuberosum Pasto/Narifio
C10 N144A S. tuberosum Pasto/Narifio
C11 N27 S. tuberosum Pasto/Narifio
C12 N144B S. tuberosum Pasto/Narifio
C13 N146E S. phureja Pasto/Narifio
C14 N132 S. tuberosum Pasto/Narifio
C15 N112 S. tuberosum Pasto/Narifio
C16 NSb13703 S. betaceum San Juan/Narifio
Cc17 NSb13503 S. betaceum Genoy/Narifio
c18 Nsb13903 S. betaceum Obonuco/Narifio
C19 NSb14304 S. betaceum La Vega/Narifio
C20 NSb14903 S. betaceum Consaca/Narifio
c21 NSb13804 S. betaceum Ipiales/Narifio
Cc22 NSb14003 S. betaceum Catambuco/Narifio
C23 NSb14103 S. betaceum Buesaco/Narifio
C24 NSb14404 S. betaceum San Bernardo/Narifio
C25 5B IX13 S. betaceum Narifio
C26 127 S. tuberosum Cabrera/Narifio

* Codigo de los aislamientos en la coleccion general de P. infestans de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin.

sacarosa). Los aislamientos fueron mantenidos bajo condi-
ciones controladas a 20 °C, con fotoperiodo de 12 h de luz /
12 h de oscuridad y una humedad relativa entre el 85 y
el 90%.

Caracterizacion con marcadores AFLP. La metodo-
logia empleada para el andlisis de variabilidad genética de
la poblacién de P. infestans mediante AFLP fue una ver-
sién modificada del método descrito por Vos et al. [23].

Extraccion del ADN. Se tomaron bloques de agar
de 1 cm’ de los aislamientos purificados en medio sélido
para proceder a su siembra en medio liquido de arveja (un
litro de medio: 25 g de arveja, 20 g de sacarosa). Tras 15
dias de incubacion a 18 °C se procedio a la filtracién del
micelio en condiciones de vacio para dar inicio a la extrac-
cion de ADN. Para ello, el micelio obtenido fue macerado
con nitrogeno liquido, llevandose 200 pl a un tubo eppen-
dorf. Se afiadieron 300-400 pl de tampén CTAB 2X
(CTAB 2% (p/v); 100 mM Tris HCI, pH 8.0; 1,4 M de
NaCl; 20 mM EDTA, pH 8,0), incubandose las muestras a
65 °C durante 30 min. Se afiadi posteriormente un volu-
men de fenol:cloroformo, centrifugando a 13.000 rpm
durante 15 min. Se extrajo el sobrenadante y se le afiadi6
un volumen de cloroformo, centrifugando a 13.000 rpm
durante 10 min. Posteriormente, los acidos nucleicos fue-
ron precipitados mediante la adicién de 2 volimenes de
etanol absoluto y 0,1 volimenes de acetato de sodio. Se
dejaron los tubos a -20 °C, y se centrifugaron después
durante 15 min a 13.000 rpm. El pellet generado se lavé
con etanol al 70% y se resuspendié en 200 ul de agua des-
tilada estéril, para finalmente eliminar el ARN mediante la
adicion de 5 ul de ARNasa (10 mg/ml). La integridad y
cantidad del ADN obtenido fue medida mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 0,8%, suplementado con 3 pl
de bromuro de etidio (10 mg/ml).

Variabilidad genética de P. infestans en el suroeste de Colombia
Mesa Salgado VM, et al.

Digestion del ADN. Las reacciones de digestion se
llevaron a cabo con 5 ul de ADN (100 ng/ul); 2X de tam-
pén Tango Y+; 1,25 U de las enzimas de restriccion EcoRI
y Msel; ImM de DTT y un volumen total de 12,5 ul. La
mezcla fue incubada a 37 °C durante 2 h y las reacciones
detenidas a 70 °C durante 15 min, visualizdndose los
patrones electroforéticos en geles de agarosa al 1%, suple-
mentados con bromuro de etidio (10 mg/ml).

Ligacion de adaptadores. Los fragmentos de
restriccion fueron ligados a los adaptadores EcoRI
(5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’, 5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3")
y Msel (§-GACGATGAGTCCTGAG-3’, 5’-TACTCAGGACTCAT-3’)
mediante el empleo de 5 pmol/ul del adaptador EcoRI;
50 pmol/ul del adaptador Msel; 1X tampén de enzima;
0,5 mM de DTT; 0,4 mM de ATP y 1U de la enzima
T4 ADN ligasa (Fermentas, Vilnius, Lithuania). El vo-
lumen de reaccién fue de 25 pl, incluyendo los 12,5 pl de
solucién de digestion. La mezcla se incubd a 20 °C durante
2 h y se almacen6 a -20 °C hasta su utilizacién. Para la
visualizacién de la digestién-ligacion, se tomaron 5 pl de
la solucién y se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 1,5%.

Preamplificacion. Se utilizaron los cebadores
+0 EcoRl (5’-GACTGCGTACCAATT-3’), +0 Msel
(5’-GATGAGTCCTGAGTA-3’), +1 (EA — MG, EA — MC
y EA — MA). Las reacciones incluian 5 ul de ADN dige-
rido y ligado; 1,25 ul de cada cebador (10 pmol/ul);
0,8 mM de dNTPs; 2,5 mM de MgClz; 1X de tampén de
enzima (100 mM Tris-HCI (pH 8,8); 500 mM KCl; 0,8%
Nonidet P40); 2 U de Taq ADN polimerasa recombinante
(Fermentas) en un volumen final de 25 pl. Las reacciones
se efectuaron en un termociclador Biometra T3 con el
siguiente programa: 2 min a 94 °C, seguido de 20 ciclos de
94 °C durante 30 s, 55 °C durante 1 min y 72 °C durante
1 min, con una extensién final a 72 °C durante 5 min.
Finalmente, los productos fueron visualizados en gel de
agarosa al 1,5%.

Amplificacion selectiva. Se tomaron 5 ul de los pro-
ductos de preamplificacién para realizar la PCR, utilizando
cinco pares de cebadores con dos nucledtidos selectivos:
EAA — MCT, EAA — MCC, EAA — MAC, EAT - MAC y
EAA - MCG. La solucién de amplificacion consistié en un
volumen final de 20 pl con 1 pmol/ul del cebador derivado
de EcoRI; 5 pmol/ul del cebador derivado de Msel;
0,8 mM de dNTPs; 2,5 mM de MgClL; 1X de tampoén
de enzima y 2U de Taq ADN polimerasa recombinante
(Fermentas). El programa de amplificacién consistié en
un ciclo inicial de 94 °C durante 30 s, 65 °C durante 30 s
y 72 °C durante 1 min, seguido de 12 ciclos con las mis-
mas condiciones de desnaturalizacién y extensién, pero
con una disminucién de 0,7 °C/ciclo en la temperatura de
unién de los cebadores y 26 ciclos de 94 °C durante 30 s,
56 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min. El programa
finalizé con una extensién de 72 °C durante 5 min. Los
productos de la amplificacion fueron visualizados por elec-
troforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Determinacion del perfil de bandas. Se efectud una
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(6%) en una camara de electroforesis Biorad con geles de
25 cm. Se realizé una electroforesis inicial a 1500 V y
55 °C para cargar después 7 ul de la muestra (previamente
desnaturalizada a 95 °C durante 6 min), 2 pl de tampén de
carga (cantidades para 100 ml: 0,05 g azul de bromofenol;
0,05 g xilene cianol, 10ml10 mL TBE 10X) y realizar la
electroforesis a 1900 V durante 2,5 h.

Tincion con nitrato de plata. Se coloco el gel en

una solucién fijadora de etanol al 10% durante 8 min,
transfiriéndose luego a acido nitrico al 1% durante 3 min y
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lavando con agua desionizada durante 2-3min. Posterior-
mente, se adiciond la solucién de tincion (cantidades para
un litro: 1g nitrato de plata, 1500 pl formaldehido), dejan-
do el gel durante 20 min, y la solucién de revelado (canti-
dades para 500 ml: 15g carbonato de sodio, 750 ul formal-
dehido, 100 pl tiosulfato de sodio). Finalmente, se afiadié
la solucién fijadora (dcido acético glacial al 10%), dejan-
dola actuar durante 5 min, y se lavo el gel con agua desti-
lada desionizada para proceder a la lectura de las bandas.

Andlisis de datos. Se realiz6 un Andlisis de Cluster
mediante la construccién de una matriz binaria basada en
la presencia (1) o ausencia (0) de cada banda en los 26 ais-
lamientos evaluados. Esta informacién se utilizé para
calcular una matriz de similitud utilizando el indice de
Jaccard mediante el programa SAS (SAS Institute, Cary,
NC), y a partir de ésta se construyé un dendrograma me-
diante el método UPGMA utilizando los procedimientos
Cluster y Tree. Posteriormente, se realizé un Anélisis de
Varianza Molecular (AMOVA) para subdividir la variacién
genética total entre y dentro de los grupos seleccionados
con base en el dendrograma. Se verificé la posible di-
ferencia estadistica entre éstos mediante el estadistico F«
con 1 x 10* permutaciones [24]. El nivel de diversidad
genética se calcul6 en base al nlimero de bandas polimér-
ficas, el indice de diversidad genética de Nei y el indice de
diversidad genotipica de Shannon mediante el software
POPGENE (University of Alberta, Canada).

Resultados

Diversidad genética. Con los cinco pares de ceba-
dores utilizados se obtuvo un total de 135 amplicones con
tamafos que oscilaron entre 80 y 970 pb. Se observaron
tan s6lo 18 bandas polimérficas (13,43%), lo que se reflejé
en el bajo indice de diversidad de Nei, h=0,04 (desviacién
estdndar=0,123) y de diversidad genotipica de Shannon,
1=0,06 (desviacion estindar=0,179). A pesar del alto grado
de similitud encontrado en la poblacién, el dendrograma
UPGMA generado dividié los aislamientos en dos grandes
grupos; el primero de ellos (grupo I) incluy6 los diez ais-
lamientos procedentes de cultivos de tomate de arbol
(Figura). El grado de variacién de este grupo fue muy
bajo, tal como se desprende del coeficiente de similitud
generado, que fue superior a 0,91. En el segundo grupo (II)
se ubicaron solamente los aislamientos obtenidos de papa,
que se dividieron en dos subgrupos relacionados con un

coeficiente de similitud de 0,90 (Figura). Finalmente, uno
de los aislamientos procedentes de papa (C8) se ubico por
fuera de ambos grupos, aunque compartié un alto nivel de
similitud con éstos (0,86) (Figura).

A pesar del bajo grado de diversidad genética
encontrada en la poblacion evaluada, el nimero de genoti-
pos detectados fue alto (24); veintidés de ellos fueron tni-
cos y dos presentaron frecuencias de dos aislamientos. Sin
embargo, el nimero de loci que diferian entre aislamientos
fue muy bajo entre los genotipos detectados.

Amova. El AMOVA (Tabla 2) demostré que la va-
riacién genética total de la poblacién bajo estudio se puede
explicar en un 87,7% debido a diferencias dentro de los
grupos, mientras que un 12,3% se debi6 a la varianza entre
los grupos. El andlisis de subestructuracion genética fue
significativo (Fst = 0,12292; p < 0,0001), indicando dife-
renciacidon genética entre las poblaciones de P. infestans
del suroeste colombiano procedentes de diferentes hospe-
dantes (Tabla 2).

Discusion

En este trabajo se evalu6 el nivel de variabilidad
genética de una poblacion de 26 aislamientos de P. infes-
tans obtenida de cultivos de papa y tomate de arbol de
diferentes municipios altoandinos del departamento de
Narino, utilizando la técnica molecular AFLP. Los resulta-
dos indicaron la diferenciacién de la poblacion en base a
su hospedante de origen y la presencia de un bajo nivel de
variacion en cada uno de los grupos generados.

Tradicionalmente, las poblaciones de P. infestans
han sido evaluadas mediante la utilizacién de un conjunto
de marcadores fenotipicos y genotipicos que incluyen la
evaluacién de patrones fisiolégicos, tipo de apareamiento,
resistencia a fungicidas fenilamidas, patrones isoenzimati-
cos (Gpi y Pep), perfil de RFLP (con la sonda RG57) y
definiciéon de haplotipos mitocondriales [10,11,13,14].
Dichas metodologias han conducido a la definicién de la
estructura poblacional de P. infestans a partir de linajes
genéticos. Asi, por ejemplo, el linaje US-1 se asocia con la
poblacién Al, derivada de las primeras migraciones globa-
les del patégeno desde la region central de México, que
actualmente estd siendo desplazada por nuevas variantes.
El linaje EC-1 es caracteristico de los aislamientos que
afectan a la papa en los Andes Suraméricanos [3,7,15].
Este esquema de andlisis de subestructuracién poblacional

Grupo |

Aislamiento
Q000
WNAO

Grupo I

|7

0,975 0,950 0,925 0,900 0,875 0,850

Coeficiente de Similaridad de Jaccard

Figura. Dendrograma (UPGMA) generado a partir del analisis de 26 aislamientos de Phytophthora
infestans del suroeste de Colombia con cinco pares de cebadores AFLP.



Tabla 2. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para el andlisis AFLP de
26 aislamientos de Phytophthora infestans recogidos de papa

(S. tuberosum y S. phureja) y tomate de arbol (S. betaceum) en el
suroeste de Colombia.

Fuente de Grados de Sumade  Componentes  Porcentaje
variacion libertad cuadrados varianza de variacion
Entre

poblaciones 2 1,718 0,06195 Va 12,29
Dentro de

poblaciones 23 10,167 0,44204 Vb 87,71
Total 25 11,885 0,50398

FST: 0,12292

ha venido siendo reevaluado, debido a que no permite infe-
rir diferencias dentro de cada linaje, por lo que se ha pro-
puesto la utilizacién de pruebas con marcadores molecula-
res neutros para el hallazgo de posibles diferencias [5]. En
P. infestans, estos estudios han empleado badsicamente
marcadores RAPD [2,22], microsatélites [16] y AFLP
[3,6,16], que recientemente se han incorporado en los estu-
dios realizados por nuestro grupo en Colombia, tal como
se desprende del presente trabajo y del desarrollado por
Amaya y Raigosa (2006) [4]. En este dltimo, se encontrd
que la poblacién del patégeno que afecta a los cultivos de
papa en Antioquia y Narifio era, fundamentalmente, clonal
y estaba asociada al linaje EC-1, mientras que aquellos ais-
lamientos que afectaban al tomate de arbol pertenecian al
linaje EC-3. Sin embargo, el andlisis de RAPD permiti6
detectar un cierto grado de variacién dentro de dichos lina-
jes, separando en dos grupos los aislamientos de papa y de
tomate de arbol. Se generd, también, un tercer grupo que
incluy6 aislamientos de ambos linajes. Esta situacion con-
dujo al planteamiento de esta investigacién, empleando,
Unicamente, la poblacion del departamento de Narifio y
marcadores AFLP, mds reproducibles y con mayor capaci-
dad de diferenciacion genética que los RAPD [23].
Inicialmente, los resultados encontrados con res-
pecto a los niveles de variacion de la poblacién de P. infes-
tans que afecta los cultivos de solandceas en el departamen-
to de Narifio confirmaron la condicién predominantemente
clonal de esta poblacién, aunque nuevamente se detectd
cierto grado de variacién entre los individuos. Esta situa-
cioén estd en concordancia con los estudios de la biologia
del patégeno en dicha zona, donde se ha encontrado tnica-
mente la presencia del tipo de apareamiento Al y una
fuerte presion de seleccion por el frecuente uso de fungici-
das sistémicos, que impiden el desarrollo de nuevas varian-
tes insensibles a éstas moléculas quimicas, a partir de
mecanismos genéticos como la parasexualidad [15,17].
Este escenario es contrario a lo encontrado en algunos pai-
ses de Europa, donde la presencia de ambos tipos de apa-
reamiento han posibilitado la reproduccién sexual y, por
ende, la generacién continua de nuevas variantes, algunas
de las cuales, al resultar insensibles a diferentes fungicidas
sistémicos y presentar mayores grados de agresividad
sobre sus hospedantes, han desplazado a las poblaciones
antiguas de dichas regiones [6,7,16]. Un ejemplo de tales
diferencias se evidencia en el estudio de diversidad geno-
tipica y fenotipica realizado con 500 aislamientos de P. in-
festans procedentes de 80 regiones cultivadoras de papa de
Escocia donde, entre otras variables, se estudid la diversi-
dad de los aislamientos mediante AFLP, encontrando un
alto nivel de variacién genética representado por los indi-
ces de Nei y Shannon, de 0,39 y 0,57, respectivamente [6].

Variabilidad genética de P. infestans en el suroeste de Colombia
Mesa Salgado VM, et al.

En la actualidad, una de las poblaciones de P. infes-
tans mejor estudiadas del mundo corresponde a aquella que
se presenta en la zona altoandina de Ecuador [1,3,8,19-21].
La proximidad geogréfica que presenta el departamento
de Narifio con Ecuador, necesariamente conduce a reali-
zar comparaciones con lo encontrado en dicho pais. All{
se ha registrado la presencia de cuatro linajes genéticos de
P. infestans: EC-1 (papa y especies silvestres tuberiferas de
Solanum), EC-2 (Solanum brevifolium y Solanum tetrape-
talum), US-1 (tomate, pepino de agua y Solanum cari-
pense) y EC-3 (tomate de drbol) y de aislamientos con tipo
de apareamiento Al y, minoritariamente, A2 [3,8,19-21].
Ademads, en un analisis con marcadores AFLP de las
poblaciones de diferentes hospedantes fue posible diferen-
ciar los aislamientos de acuerdo a su linaje genético, pre-
sentdndose dos grandes grupos: uno conformado por aisla-
mientos asociados a los linajes US-1 y EC-1 y el otro que
incluy6 aislamientos de tomate de arbol (EC-3) y del com-
plejo Anarrhichomenum (EC-2) [3]. Dentro de cada grupo
se detectd variacion genética entre los aislamientos, aun-
que dicho nivel fue mayor entre aquellos obtenidos en
papa que en los procedentes de tomate de arbol. Esta situa-
cién fue muy similar a la encontrada en el presente estu-
dio, pues el dendrograma UPGMA generado y el posterior
andlisis de varianza molecular permitié la separacién de
los aislamientos en funcidn de su hospedante, y el nivel de
similitud encontrado dentro de los grupos generados fue
muy alto (>0,90). De especial interés result6 la presencia
de un aislamiento obtenido en papa (C8) que presentd
patrones electroforéticos muy diferentes a los que definie-
ron los dos grupos principales encontrados en el estudio;
situacion que merece ser estudiada a fondo mediante ané-
lisis de secuencias de regiones ribosomales y andlisis de
haplotipos mitocondriales, para definir claramente su iden-
tidad taxonémica y/o posible linaje genético.

Se espera que la informacién derivada de esta
investigacioén sirva de base para el planteamiento de traba-
jos epidemioldgicos que permitan evaluar la aparente espe-
cificidad patégeno-hospedante que se presenta en la pobla-
cién de P. infestans del suroeste del pais. Esto puede ser
realizado a partir de estudios de patogenicidad cruzada en
laboratorio, invernadero y campo. Dichos resultados per-
mitirfan ajustar las estrategias de control de la enfermedad
en las regiones donde se traslapan los cultivos de soland-
ceas susceptibles a P. infestans.

Esta investigacion se realizo gracias a la colaboracion
del personal de los Laboratorios de Estudios
Moleculares y Biologia Celular y Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin.

La financiacion del estudio se realizo con recursos de
la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad
Nacional de Colombia (Proyecto Quipi 20101005571)
y de la Universidad de Narifio.
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