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Resumen

Introduccién. Phytophthora infestans sensu lato es el fitopatdgeno causante del tizon tardio en solanaceas, con
impactos ambientales, economicos y de seguridad alimentaria. Presenta alta incidencia de la enfermedad y cam-
bios genéticos acelerados. Objetivo. Evaluar la variabilidad genética de las poblaciones de P. infestans sensu lato
aisladas de solanaceas en municipios del sur de Colombia. Materiales y métodos. Se obtuvieron 40 aislamientos
de P, infestans sensu lato de cuatro hospederos de solanaceas provenientes de municipios de Narifio y Putuma-
yo. Se extrajo el ADN y se amplifico con cinco marcadores microsatélites. Las bandas se visualizaron en geles
de agarosa al 3% y se midieron con ImageJ. El analisis de datos se realiz6 con el paquete Poppr y el software
STRUCTURE. Resultados. Se obtuvo alto polimorfismo con la amplificacion de mas de cuatro alelos por locus,
presencia de triploidia y elevada diversidad genética con 40 genotipos multilocus inicos, en comparacion con
otras regiones del pais. Las poblaciones se estructuraron de acuerdo a su hospedero con una diferenciacion gené-
tica (Gst) entre 0.39 y 0.73, probablemente por la preferencia de hospedero y el uso de hospederos alternativos. El
analisis de desequilibrio de ligamiento sugiere posible reproduccion sexual en poblaciones P. infestans obtenidas
de papa y P. betacei de tomate de arbol. Conclusién. El analisis con cinco marcadores microsatélites permitio
identificar alto nivel de polimorfismo en las poblaciones de P. infestans sensu lato y alta variabilidad intrapobla-
cional para el sur de Colombia, asi como estructura de las poblaciones de acuerdo a su hospedero.
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Abstract

Introduction. Phytophthora infestans sensu lato is the phytopathogen causing late blight in solanaceae, with
environmental, economic and food safety impacts. It presents high disease incidence and accelerated genetic
changes. Objective. To evaluate the genetic variability of populations of P. infestans sensu lato isolated from
solanaceae in municipalities of southern Colombia. Materials and methods. Forty isolates of P. infestans sensu
lato were obtained from four solanaceous hosts from municipalities of Narifio and Putumayo. DNA was extracted
and amplified with five microsatellite markers. The bands were visualized on 3% agarose gels and measured with
ImagelJ. Data analysis was performed with the Poppr package and STRUCTURE software. Results. High po-
lymorphism was obtained with amplification of more than four alleles per locus, presence of triploidy and high ge-
netic diversity with 40 unique multilocus genotypes, compared to other regions of the country. Populations were
structured according to their host with a genetic differentiation (Gst) between 0.39 and 0.73, probably due to host
preference and the use of alternative hosts. Linkage disequilibrium analysis suggests possible sexual reproduction
in P. infestans populations obtained from potato and P. betacei from tree tomato. Conclusion. The analysis with
five microsatellite markers identified a high level of polymorphism in P, infestans sensu lato populations and high

intrapopulation variability for southern Colombia, as well as population structure according to host.

Keywords: Oomycetes, Multilocus genotypes, SSR, Genetic diversity, Solanaceae.

Introduccion

Phytophthora infestans es un oomiceto fitopatdogeno
heterotalico que provoca una de las enfermedades mas
importantes a nivel mundial conocida como gota o ti-
zon tardio, ya que representa la pérdida de 7200 mi-
llones de dodlares anuales aproximadamente (1). Este
patdgeno ataca a las especies de la familia solanacea
cultivadas como papa (Solanum tuberosum), tomate
(Solanum lycopersicum), pepino dulce (Solanum mu-
ricatum) y algunas especies silvestres (2). En cambio,
el tizén tardio en tomate de arbol (Solanum betaceum)
es provocado por P. betacei descrito en Colombia (3),
mientras en Ecuador y Perti se describe a Phytophthora
andina como la responsable de esta enfermedad en este
hospedero (4), sin embargo, es un tema que ain sigue
en discusion.

Especies dentro de P. infestans sensu lato (P. infestans
y P. betacei) presentan alta incidencia de la enferme-
dad y cambios genéticos acelerados en sus poblaciones,
dados principalmente por mecanismos como mutacion,
recombinacion, parasexualidad, recombinacién mitoti-
ca, seleccion y migracion de nuevos genotipos (5). La
aparicion de cepas resistentes a fungicidas y la presen-
cia de reproduccion sexual constituyen ejemplos claros
del cambio en dichas poblaciones, lo cual permite el
establecimiento de genotipos mas agresivos y con ma-
yor éxito reproductivo (6), por lo que se hace necesaria
la investigacion de los aspectos basicos de la biologia,
epidemiologia y genética del patogeno. Estos cambios
poblacionales se han estudiado con diferentes marcado-
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res tanto genotipicos como fenotipicos y a través de los
afios su enfoque se ha trasladado hacia la variabilidad
inter e intraespecifica y entre cepas individuales donde
se requieren marcadores moleculares completamente
caracterizados (7). Uno de los mas utilizados son los
marcadores de repeticion de secuencia simple o micro-
satélites (SSR) que han proporcionado informacion util
sobre los niveles de diversidad genética, estructura de la
poblacion, dinamica de la enfermedad, estudios evoluti-
vos y rastreo de la migracion del patogeno (7).

En los departamentos de Narifio y Putumayo, Cha-
ves et al. (8) por medio de analisis de SSR reportd un
alto porcentaje de variabilidad genética dentro de las
poblaciones de P. infestans y P. betacei entre 2008 y
2016. Ademas, en estos departamentos se reportan los
primeros aislamientos de P. betacei en tomate de arbol
(S. betaceum), a partir de lo cual Mideros et al. (3) su-
gieren una especiacion ecologica en alopatria debido a
los altos niveles de especializacion de hospederos. Esto
demuestra claramente que las poblaciones del patoge-
no presentan alta variabilidad genética a pesar de que
el tipo de apareamiento reportado en Colombia es Al,
sin embargo, se debe tener en cuenta los antecedentes
del tipo de apareamiento A2 reportados en Ecuador (9).
Debido a que puede existir un flujo natural sin control
de productos agricolas de solanaceas en la frontera co-
lombo-ecuatoriana que desemboque en la reproduccion
sexual del patogeno, produciendo mayor variabilidad
genética representada en genotipos mas agresivos y con
mayor tolerancia a fungicidas que pueden ocasionar
epidemias.
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Por lo tanto, es necesario el monitoreo continuo de las
poblaciones del patogeno en Narifio y Putumayo, para
la obtencion de nuevos enfoques que puedan ser utiles
para el desarrollo de estrategias eficientes en el manejo
del tizén tardio, por medio del conocimiento de la es-
tructura poblacional de los patogenos P. infestans y P.
betacei. Por lo cual, el objetivo de la investigacion fue
evaluar la variabilidad genética de las poblaciones de P
infestans sensu lato aisladas de solanaceas en munici-
pios del sur de Colombia.

Materiales y métodos
Aspectos éticos

Genetic variability of Phytophthora infestans sensu lato. Hernandez-Diaz et al.

pecies silvestres de la diversidad biologica con fines de
investigacion cientifica no comercial de acuerdo con el
Decreto 1376 del 2013 de la Reptiblica de Colombia.

Obtencion de aislamientos

Los aislamientos de P, infestans 'y P. betacei se obtuvie-
ron del cepario del grupo de investigacion de Genética
y evolucion de organismos tropicales (GENPAT) de la
Universidad de Narifio, colectados entre los afios 2019
y 2022 y con muestreos en los municipios de Imués,
San José de Alban, Pasto, Taminango, San Lorenzo y
Sibundoy (Figura 1), hasta completar 10 aislamientos
del patogeno por cada hospedero.

Los muestreos se realizaron bajo las condiciones del
permiso marco de recoleccion de especimenes de es-
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Figura 1. Mapa de municipios en Narifio y Putumayo de donéié prévienen los aislamientos de

P infestans sensu lato.
En cada zona de muestreo, se visitaron cultivos y huertas de papa, tomate de arbol, tomate y pepino dulce, donde
se colectaron hojas y tallos con lesiones individuales en los que se observaron los sintomas caracteristicos de la
enfermedad causada por estos patdgenos. El transporte de las muestras hasta el laboratorio de la Universidad de
Narifio se realizd en bolsas debidamente marcadas en una nevera de poliestireno expandido para mantener una
temperatura constante hasta el momento de ser procesadas. Cada muestreo se realizo en época de lluvia, eviden-
ciando la presencia del patogeno o enfermedad.

A partir de las muestras obtenidas en campo, se tomo de 0.5 a 1 cm? de cada lesion con tejido necrético y sano, los
trozos se desinfectaron con etanol al 70% durante 25 s, seguido de hipoclorito de sodio al 1.25% por 15 s y agua
destilada estéril; posteriormente, se secaron con papel toalla estéril (10), para sembrarse en diferentes medios de
cultivo de agar: tomate-arveja, arveja y centeno, suplementados con rifampicina para evitar el crecimiento de bac-
terias. Los indculos se mantuvieron a temperatura ambiente durante ocho dias y se confirmo su identificacion por
medio de la observacién microscopica y macroscopica (11). Finalmente, para mantener la homogeneidad genética
de cada aislamiento se obtuvieron cultivos monosporicos (3).
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Extraccion de ADN

Los aislamientos se sembraron en medio tomate arveja a temperatura ambiente en oscuridad por 20 dias, el micelio
fue macerado hasta obtener un polvo fino utilizando nitrégeno liquido. El ADN gendmico se extrajo siguiendo el
protocolo descrito por Griffith & Shaw (12).

Revision y seleccion de marcadores microsatélites

A partir de la revision bibliografica se eligio un conjunto de cinco marcadores microsatélites (Tabla 1) completa-
mente caracterizados en P. infestans (13), reportados como polimorficos e informativos en investigaciones ante-
riores y que permitan detectar la presencia de poliploidias en las muestras (8).

Tabla 1. Secuencia de marcadores microsatélites para Phytophthora infestans.

Nombre Tamaiio de producto (pb) Forward Reverse
Pi63 265 - 280 ATGACGAAGATGAAAGTGAGG CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC
Pi70 185 -205 ATGAAAATACGTCAATGCTCG CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG
PinfSSR4 280 - 305 TCTTGTTCGAGTATGCGACG  GTTTCACTTCGGGAGAAAGGCTTC
PinfSSR6 230 - 250 GTTTTGGTGGGGCTGAAGTTTT TCGCCACAAGATTTATTCCG
PinfSSR11 325-360 TTAAGCCACGACATGAGCTG GTTTAGACAATTGTTTTGTGGTCGC

Amplificacion de ADN de la region SSR

Se amplificaron las regiones SSR mediante PCR con las siguientes concentraciones finales recomendadas por el
fabricante (Promega): 1X Colorless GoTaq® Reaction Buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.25 U GoTaq® DNA Polymerase,
1 mM MgCl,, 0.5 uM de primers forward y reverse y 10 ng/uL de ADN molde. Usando las siguientes condiciones
de PCR: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 min, seguido de 30 ciclos a 95°C por 20 s, 58°C por 90 s, 72°C
por 60 s y una extension final a 72°C durante 20 minutos (13).

Para determinar el tamafio de los alelos en pares de bases (pb) se prepararon geles de agarosa al 3% a 85V y 400
mAh durante 4h 30min, con el marcador de peso molecular ExcelBand™ 50bp (SMOBIO). Se realizaron minimo
dos corridas en gel de agarosa a todas las muestras para confirmar el rango de amplificacion, la medicion de las
bandas se realizo por triplicado en el software Imagel.

Analisis estadistico

Para el analisis de datos de microsatélites, las poblaciones se definieron de acuerdo a su hospedero y en algunos
casos por su ubicacion geografica usando el paquete de R “Poppr” 1.0.5 (14), donde se estim6: frecuencias alélicas
de cada locus, genotipos multilocus (GML), diversidad genética de Nei, indices de diversidad: Shannon-Wiener,
Stoddart y Taylor y Simpson; diferenciacion genética (Gst) (15), porcentaje de loci polimorficos, alelos unicos,
analisis de varianza molecular (AMOVA) y desequilibrio de ligamiento. La estructura poblacional se evalu6 por
medio de un analisis discriminante de componentes principales (DAPC) y el software STRUCTURE 2.3.4 (16).

Resultados

Los loci Pi63 y Pi70 fueron diploides en P. infestans, al igual que todos los loci en P. betacei. Los marcadores
SSR6, SSR11 y SSR4, en cambio, mostraron evidencia de triploidia en aislamientos procedentes de S. muricatum
y S. tuberosum (P. infestans). Adicionalmente, las bandas obtenidas estuvieron dentro del rango de amplificacion
reportado para cada microsatélite y fueron polimorficos en su totalidad, presentando entre 12 y 24 alelos por locus.

Caracterizacion genética de poblaciones de Phytophthora infestans sensu lato

Para P. infestans, el locus SSR11 fue el mas polimorfico con 17 y 11 alelos en aislamientos obtenidos de S. tubero-
sum'y S. lycopersicum respectivamente, mientras que para S. muricatum fue el locus SSR4 con 10 alelos. Los loci
menos polimorficos de acuerdo con el hospedero del patégeno fueron SSR6 y Pi63 en S. tuberosum con 4 alelos,
Pi70 con 6 alelos en S. muricatum y SSR4 con 5 alelos en S. lycopersicum (Tabla 2).

Los aislamientos obtenidos de P. betacei correspondieron a un solo hospedero (S. betaceum). Los loci con mayor
polimorfismo fueron SSR6 y SSR4 en igual medida con 9 alelos, seguidos por SSR11 y Pi63 con 6 alelos y Pi70
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como el locus menos polimdrfico (4 alelos) en comparacion con los demas microsatélites evaluados (Tabla 2). En
muestras de P. betacei, se observo que algunos alelos se encontraron en esta poblacion y no son compartidos con
las poblaciones de P. infestans, especialmente en los loci SSR6, Pi63, SSR4 y Pi70. El locus SSR11, por su parte,
comparti6 todos sus alelos con P. infestans en al menos un hospedero. La mayoria de alelos de P. infestans sensu
lato presentaron frecuencias menores a 50%, indicando alta riqueza y diversidad alélica.

Tabla 2. Resumen de datos por locus en aislados de P. infestans y P. betacei de acuerdo a su hospedero.

P, infestans P. betacei
S. tuberosum S. muricatum S. lycopersicum S. betaceum
Locus Alelos 1-D Hexp Alelos 1-D Hexp  Alelos 1-D Hexp  Alelos 1-D Hexp
SSR6 4 0.70 0.74 8 0.83 0.87 7 0.79 0.83 9 0.86 0.91
SSR11 17 0.93 0.96 9 0.83 0.87 11 0.88 0.93 6 0.80 0.84
Pi63 4 0.48 0.51 7 0.82 0.86 8 0.84 0.89 6 0.80 0.84
SSR4 8 0.82 0.86 10 0.85 0.89 5 0.76 0.80 9 0.86 0.91
Pi70 6 0.70 0.74 6 0.80 0.84 7 0.82 0.86 4 0.64 0.67
mean 7.8 0.73 0.76 8 0.83 0.87 7.6 0.82 0.86 6.8 0.79 0.83

Nota. Alelos = nimero de alelos observados en cada locus, 1-D = indice de diversidad de Simpson, Hexp = indice de diver-
sidad de Nei.

Variabilidad genética intra e interpoblacional de P. infestans y P. betacei.

Se observo 30 genotipos multilocus (GML) en los 30 aislamientos de P. infestans con los cinco loci seleccionados,
los cuales se dividen en 10 GML correspondientes a cada hospedero. De la misma forma, los 10 aislamientos ob-
tenidos de P. betacei se agruparon en 10 GML aislados de S. betaceum. Los indices de Shannon-Wiener, Stoddart
y Taylor, Simpson, y la uniformidad presentaron los mismos valores en todos los casos (2.3, 10, 0.9 y 1 respec-
tivamente) y la diversidad genética de Nei estuvo entre 0.76 y 0.866, indicando alta diversidad genética para P
infestans y P. betacei de acuerdo a su hospedero.

La diferenciacion genética de P. infestans calculada por Gst de acuerdo con el hospedero presentd valores de 0.39
entre papa y pepino, 0.56 entre pepino y tomate y 0.73 entre papa y tomate. El analisis de acuerdo con la region
geografica indico que la diferenciacion entre aislamientos de Narifio y alto Putumayo en esta especie fue de 0.55,
mientras que en P. betacei fue de 0.24 entre estas dos regiones. El analisis de varianza molecular (AMOVA) indico
rechazo de la hipotesis nula, por lo tanto, los resultados sugieren la diferencia estadistica entre las poblaciones de
P. infestans determinadas por su hospedero (Tabla 3). De acuerdo a su origen geografico se evidencio 8.68% de
varianza entre las regiones de Narifio y alto Putumayo. Sin embargo, el mayor porcentaje de variacion genética se
presento entre aislamientos dentro de estos niveles (>89%, p<0.001). En el caso de P. betacei, se observo que las
poblaciones no se diferencian significativamente (p = 0.65) segln su origen geografico (0%) y la variacion gené-
tica se encontr6 entre las muestras aisladas de S. betaceum (100%).

Tabla 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de aislados de P. infestans entre y dentro de sus hospederos.

Df SSD MSD Sigma Total (%) Valor P

Entre hospederos 1 4.783 4.783 0.217 7.684 0.003

Pepino-Tomate  Dentro de hospederos 18 46.989 2.610 2.610 92.316 0.003
Total 19 51.772 2.725 2.828 100

Entre hospederos 1 3.650 3.650 0.198 10.602 0.001

Pepino-papa Dentro de hospederos 18 30.056 1.670 1.670 89.398 0.001
Total 19 33.706 1.774 1.868 100

Entre hospederos 1 6.236 6.236 0.362 12.164 0.001

Papa-Tomate Dentro de hospederos 18 47.067 2.615 2.615 87.836 0.001
Total 19 53.303 2.805 2977 100

Nota. Df = grados de libertad, SSD = suma de diferencias de cuadrados, MSD = desviacion cuadratica media.
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La estructura poblacional de los aislamientos fue descrita usando un analisis discriminante de componentes prin-
cipales (DAPC), que separa a los aislamientos en cuatro grupos completamente definidos segiin su hospedero.
Las poblaciones de papa, tomate y pepino se diferencian claramente entre si. Por otra parte, los aislamientos de P,
betacei y P. infestans aislados de pepino presentaron mayor cercania (Figura 2).

PCA eigenvalues

eigenvalues

@® S. betacenm — P. betacei
@ 8. muricatum

' S. tuberosum | P infestans
® S. Iycopersicum

Figura 2. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) detectado para el analisis de
microsatélites de P. betaceiy P. infestans de acuerdo a su hospedero. Cada aislamiento esta representado

por un punto y las poblaciones como elipses.

En la figura 3 se presenta la estructura genética de las poblaciones de acuerdo a la probabilidad de que un aisla-
miento pertenezca a cada poblacion definida por su hospedero. Se observo que en general todos los aislamientos
de P, infestans y P. betacei se agrupan correctamente, especialmente las cepas de S. tuberosum, donde su proba-
bilidad es mayor al 90%. Sin embargo, algunos aislamientos muestran relacion con otro hospedero (Figura 3A).
Se obtuvo resultados similares mediante el analisis en el software STRUCTURE (Figura 3B), el cual determind
que el numero de grupos 6ptimos en el que se ajustan los aislamientos es 4 (Figura 3C), correspondientes a los

hospederos analizados en este estudio.
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Figura 3. A. Estructura genética de P. betacei'y P. infestans de acuerdo a su hospedero en poppr. B. Agrupacion
de los aislamientos de P, infestans y P. betacei mediante el software STRUCTURE. C. Delta K para determinar
el nimero Optimo de agrupaciones de los aislamientos (K=4).

Se realizé un DAPC teniendo en cuenta el hospedero y el origen geografico de los aislamientos (Figura 4). Las
poblaciones de P. betacei aisladas de S. betaceum tanto de Narifio como de Putumayo se siguen agrupando en un
solo conglomerado, mientras que las poblaciones de P. infestans no presentan una estructura definida, a excepcion
de los aislamientos obtenidos de S. tuberosum, los cuales se mantienen en un solo grupo separado de los demas.
De acuerdo a su origen geografico, P. infestans obtenido de Putumayo (S. lycopersicum y S. muricatum) compar-
ten aislamientos parcialmente, en tanto que, las cepas de Narifio se observan en dos grupos totalmente separados.
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Figura 4. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) detectado para el analisis de
microsatélites de P. betacei y P. infestans aisladas de Narifio y Putumayo. Cada aislamiento esta repre-
sentado por un punto y las poblaciones como elipses.

De acuerdo al analisis de desequilibrio de ligamiento con los cinco microsatélites, no se encontr6 evidencia de re-
produccion sexual en P, infestans obtenido de S. lycopersicum y S. muricatum, los datos corregidos y no corregidos
por clones rechazaron la hipotesis nula, la cual plantea que los alelos observados en distintos loci no se encuentran
vinculados si las poblaciones son sexuales (Figura 5). Sin embargo, en P. infestans aislados de S. tuberosum y P.
betacei de S. betaceum no es posible rechazar esta hipotesis, lo que sugiere reproduccion sexual en estas poblacio-
nes (Figura 5C-D).
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Figura 5. Indice de asociacion estandarizado de poblaciones de Pinfestans (A-C) y P. betacei (D) de acuerdo a su hos-
pedero: A. S. lycopersicum, B. S. muricatum, C. S. tuberosum y D. S. betaceum. Datos sin correccion (izquierda) y con
correccion (derecha) de clones.

Discusion

Se realiz6 la caracterizacion genética por medio de cinco microsatélites de cepas de P. infestans asociadas a papa,
tomate y pepino dulce y de P. betacei asociadas a tomate de arbol. En P, infestans se observo presencia de aisla-
mientos tanto diploides como triploides, al igual que en poblaciones de Bangladesh (17), Estados Unidos (18) y
Colombia (8). Estas diferencias en el nivel de ploidia influyen en el nimero de alelos por locus y son relevantes
debido a que pueden mejorar la aptitud del patdogeno por medio del aumento de la heterocigocidad, diversidad
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y plasticidad adaptativa, ademas de estar relacionados
con la resistencia a fungicidas en hongos y oomicetos
(19,20,21).

Esta caracterizacion indico alto polimorfismo genético
con mas de cuatro alelos por locus con frecuencias en
sumayoria entre 0.1 y 0.6 tanto en P. infestans como en
P. betacei segiin su hospedero. Es decir, se presenta ele-
vada diversidad de alelos representados de manera uni-
forme, por lo que la totalidad de loci fueron altamente
polimorficos e informativos, de la misma manera como
reporta Dangi et al. (22) y Olave-Achury et al. (23),
donde los microsatélites evaluados presentaron mas de
dos alelos por locus. Los aislamientos de P. infestans
obtenidos de los tres hospederos presentaron coinciden-
cias de varios alelos, sin embargo, también se observo
alelos Uinicos. De la misma forma, los aislamientos de P,
betacei, aunque compartieron varios alelos con P. infes-
tans, presentaron algunos exclusivos de su poblacion,
que marcan diferencias entre los grupos, evidenciando
alta variabilidad genética en las poblaciones.

El marcador SSR4 ha sido reportado como uno de los
loci con mayor niumero de alelos seguido por SSR6
(24,25), que coincide con los resultados obtenidos. Sin
embargo, también se han reportado a los marcadores
Pi63 (2 o 3 alelos), Pi70 (1 o 2 alelos) y SSR11 (menos
de 3 alelos) como los loci menos polimorficos (26). En
contraste a los resultados de este trabajo, en donde, Pi70
y Pi63 presentaron alto polimorfismo al amplificar mas
de cuatro alelos por locus en ambas especies, a pesar de
evidenciar la menor riqueza alélica en comparacion con
los demas loci analizados, por su parte, SSR11 indic¢ la
presencia del mayor numero de alelos en P. infestans y
para P. betacei los loci SSR4 y SSR6.

La alta variabilidad encontrada podria estar dada por
la presencia de poliploidia y aneuploidia reportada en
el patbgeno, ademas, los loci evaluados presentan una
tasa de mutacion alta al encontrarse en regiones no co-
dificantes y con unidades de repeticion largas, lo que
genera polimorfismos en las regiones SSR e incremento
en el numero de alelos (21). Adicionalmente, Li (13)
indica que los diferentes marcadores pueden presentar
mayor o menor polimorfismo para diferentes regiones y
poblaciones evaluadas. Lo que demuestra, que la diver-
sidad alélica estd en constante cambio segun la dindmi-
ca de cada poblacion y ha aumentado considerablemen-
te en el sur del pais en P, infestans sensu lato.

La elevada variabilidad alélica se ve representada de
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igual manera en la alta diversidad genética calculada de
acuerdo a los GML obtenidos, los cuales corresponden
a la totalidad de muestras aisladas para ambas especies.
De igual modo, Olave-Achury et al. (23), encontraron
50 GML en P. infestans obtenidos de papa y tomate en
la region central de Colombia. En los departamentos de
Narifio y Putumayo, Chaves et al. (8) reportan 31 GML
para P, infestans y 7 GML para P. betacei, que coinci-
de con los resultados obtenidos en esta investigacion.
Ademas, estos mismos autores indican que la diversi-
dad genotipica es mayor en el sur de Colombia en com-
paracion con la region central, donde se encontraron 15
GML para P. infestans y 3 GML para P. betacei. Uno
de los factores que aumenta la variabilidad observada
en los patogenos es la presion de seleccion a la que se
someten con la aplicacion constante de fungicidas (19)
debido a que, las encuestas de muestreo demostraron
que los hospederos ubicados tanto en cultivos como en
huertas eran fumigados frecuentemente cada 8 a 10 dias
al observar la presencia de la enfermedad (Comunica-
cion personal propietarios de cultivos y huertas, 2019
—2022).

Los indices de Shannon-Wiener, Stoddart y Taylor,
Simpson, uniformidad y la diversidad genética de Nei
indicaron elevada diversidad de GML de acuerdo al
hospedero, lo cual puede generarse por distintos facto-
res como el flujo de genes, recombinacion sexual, para-
sexualidad, recombinacion mitdtica y mutacion (1). Sin
embargo, en Colombia solo existe un reporte del tipo de
apareamiento A2 de P. infestans (27), existiendo bajas
posibilidades de reproduccion sexual en el patogeno. De
esta manera, los mecanismos de recombinacion asexual
y mutacion han sido los propuestos para explicar los
cambios genéticos de las poblaciones en el oomiceto y
su diversidad en Colombia (8,20). Cabe destacar que la
variacion detectada en una poblacion también depende
de los marcadores usados, la alta tasa de mutacion de
los microsatélites los convierte en marcadores genéti-
cos poblacionales interesantes, debido a que identifican
polimorfismos adicionales para una diferenciacion mas
amplia en los aislamientos de Phytophthora, aunque es-
tos pertenezcan a un mismo linaje clonal determinado
por diferentes marcadores (25,28).

De acuerdo al indice de diferenciacion genética (Gst)
y el analisis de varianza molecular (AMOVA), se su-
giere que existen diferencias entre las poblaciones de
P infestans segin su hospedero, principalmente entre
papa - tomate, seguido de pepino - tomate y finalmente
entre papa - pepino, lo que indica que la migracion y
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el flujo de genes entre hospederos es restringido. Estos
resultados coinciden con la distribucion de los hospede-
ros muestreados, donde los cultivos y huertas de tomate
se encontraron en regiones entre 1500 y 2090 m.s.n.m
y los de papa, por su parte entre 2600 y 3000 m.s.n.m
y no se observé presencia de los dos hospederos en la
misma region, lo cual, contribuye a la diferenciacion
genética observada entre las poblaciones obtenidas de
papay tomate. De esta manera, se observa que el DAPC
(Figura 2) clasifica a las poblaciones de P. infestans 'y P.
betacei de acuerdo al hospedero donde se han obtenido,
al igual que se observa en poblaciones clonales de to-
mate y papa en Bangladesh (17) y de papa y tomate de
arbol en Colombia (3,8), apoyando la diferenciacion de
especies.

El planteamiento anterior es consistente con la preferen-
cia de hospedero reportada en los patdgenos, en donde a
pesar de realizar la infeccion en otras solanaceas, la vi-
rulencia, tasa de esporulacion y agresividad es mayor en
el hospedero de donde se aislo el patdgeno, presentando
mayor aptitud patogénica (23, 29, 30), lo que respalda
los resultados obtenidos con el paquete Poppr (Figura
3A) y el software STRUCTURE (Figura 3B), el cual
sugiere que cuatro es el nimero optimo de poblaciones
(Figura 3C) donde la mayoria de aislamientos se asigna
correctamente a su hospedero. Estas caracteristicas de
adaptacion de la patogenicidad condicionadas princi-
palmente por la aptitud de los patégenos antes que, por
la capacidad de causar la enfermedad, son importantes
debido a que les permiten usar otros hospederos como
alternativos donde pueden permanecer cuando su hos-
pedero principal no se encuentra disponible o las condi-
ciones en €l no son adecuadas para su supervivencia (2,
31), lo que podria explicar que uno de los aislamientos
obtenidos de tomate presentd un porcentaje de perte-
nencia cercano al 50% a tomate de arbol (Figura 3A-B).
El pepino dulce (S. muricatum) se encuentra sembrado
en huertas caseras cercanas a cultivos de papa y tomate,
por lo que los estudios de la genética de P. infestans en
este hospedero han sido escasos, en los que se lo ha re-
portado principalmente como un hospedero alternativo
en América Latina (2). Forbes et al. (4) aislaron tanto a
P, infestans como a P. andina en pepino, indicando que
funciona como reservorio donde el indculo sobrevive y
se propaga a otros hospederos, ademas Adler et al. (32)
reportaron cepas con presencia de dos linajes clonales
diferentes y tipo de apareamiento Al y A2 en un campo
de S. muricatum gravemente afectado por la enferme-
dad en Ecuador, cuando se creia que la especificidad de
hospedero funcionaba como barrera sexual.
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Esta dindmica puede verse reflejada en el aumento de la
diversidad genética con un impacto importante sobre la
estructura poblacional del patdogeno, generando nuevas
variantes y desplazando a las antiguas (2,5), explicando
la cercania de algunas muestras de P. infestans proce-
dentes de pepino y P. betacei en el DAPC (Figura 2), asi
como la clara agrupacion de las muestras de acuerdo a
su hospedero con un porcentaje de pertenencia al grupo
mayor al 60% (Figura 3).

El DAPC de acuerdo al hospedero y region geogra-
fica (Figura 4) y la diferenciacion genética indican la
agrupacion de los aislamientos de P. betacei en una
sola poblacion de acuerdo al alto flujo genético repre-
sentado, mientras que los aislamientos de P. infestans
indican 55% de diferenciacion genética entre regiones.
Cabe destacar que las plantas de tomate, pepino y to-
mate de arbol de donde se aislo los patégenos se ubi-
caron principalmente en huertas caseras que muchas
veces albergaban mas de una especie de hospedero, por
lo cual se podria observar cercania entre poblaciones
con algunos aislamientos, como en cepas obtenidas de
S. lycopersicum y S. muricatum de la misma region del
alto Putumayo (Figura 4). El mayor porcentaje de va-
riacion genética encontrado dentro de los hospederos o
regiones geograficas se explica por la alta diversidad
genética que presentaron los patdogenos y este resultado
es consistente con lo reportado por Chaves et al. (26)
en Colombia.

A pesar de la elevada diversidad obtenida, similar a la
observada en poblaciones con presencia de reproduc-
cion sexual como en algunas zonas de Europa (33, 34,
35), donde el porcentaje de GML unicos es alto, en
este estudio, no se observo evidencia de recombina-
cion sexual en P, infestans obtenido de tomate y pepino
de acuerdo al analisis de desequilibrio de ligamiento
(Figura 5A-B), lo cual indica que su reproduccion es
principalmente asexual. Sin embargo, en P. infestans
proveniente de papa y P. betacei el analisis sugiere re-
produccion sexual (Figura 5C-D). Para respaldar estos
resultados es conveniente aumentar el numero de loci,
Liet al. (2013) recomiendan 12 loci polimérficos como
lo mas apropiado para estudiar la estructura genética de
poblaciones sexuales y asexuales (17,36,37).

Cabe destacar que el 90% de los aislamientos obtenidos
de S. tuberosum fueron triploides, Li et al. (21) y Kn-
aus et al. (20) reportaron que las cepas de P. infestans
son principalmente diploides en poblaciones sexuales,
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mientras que las poblaciones clonales presentaban tri-
ploidia, lo cual reduce su capacidad para la reproduc-
cion sexual debido al nimero desigual de cromosomas.
Ademas, el tipo de apareamiento de P. betacei y P. in-
festans se ha determinado hasta la actualidad como Al
sin presencia de aislamientos autofértiles en Colombia
(3,8,23), por lo que las posibilidades de reproduccion
sexual son bajas. Sin embargo, el tipo de apareamiento
A2 ha sido reportado en Ecuador (9), haciendo necesa-
rio realizar analisis adicionales tanto fenotipicos como
genotipicos para complementar la informacion acerca
de la reproduccion de las poblaciones de las regiones de
Narifio y Putumayo.

Conclusiones

Los cinco marcadores microsatélites evaluados permi-
tieron la caracterizacion genética de las poblaciones de
P. infestans y P. betacei y fueron polimorficos e infor-

mativos. Las poblaciones de estas especies se estruc-
turaron de acuerdo a su hospedero, evidenciando alto
grado de diversidad genética con la presencia de un
genotipo multilocus por cada aislamiento. Adicional-
mente, el analisis realizado sugiere la presencia de re-
produccion sexual en P. infestans aislados de papa y P.
betacei.
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