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ABSTRACT

Genetic and Pathogenic Variability of Phytophthora cinnamomi Rands in

Michoacan, Mexico

By

Yisa Maria Ochoa Fuentes
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incidence, severity.

The research work was conducted at “ Universidad Autonoma Agraria Antonio
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The purpose of this work was to determine the sexual compatibility groups, as
well as the genetic and pathogenic variability of Phytophthora cinnamomi Rands’
isolates, obtained from Michoacan, an avocado producing region in Mexico. The
presence of the sexual compatibility groups Al and A2 of P. cinnamomi, was
determined in 25 isolates obtained from 5 different localities of Michoacan state,
Mexico. The isolates were challenged in V8 juice- clarified agar culture medium. The
oospores production was determined. Al sexual compatibility group was identified
using PCR and the initiator OPS-13, which amplifies a band of 2.7 kb. Six isolates were
identified within sexual compatibility group A 1, while 19 isolates belonged to A2.
However in Al, only one isolate produced oospores when being challenged with the
rest of the isolates. After the sexual compatibility groups had been determined, a second
sampling process was conducted on 42 isolates. Their genetic variability was determined
using Random Amplified Polymorphisms of DNA (RAPDs) and Amplified Fragment
Length Polymorphisms (AFLP). 21 oligonucleotides of 10 bases were used in RAPDs,
showing a total of 23 bands. In AFLP, the amplifications showed 296 bands. The trial
in both cases used the genetic dissimilarity matrix by means of the multiple coupling
method and the non-weighed average methods, to obtain the dendogram. The isolates
were classified in two main groups that were associated with the geographical location
from which they were obtained. The analysis and determination of the confidence levels
demonstrate that these geographical groupings are extremely strong. Eight genetic
variations of P. cinnamomi were identified from the inoculums obtained from the
strains that were actively growing in the V-8- clarified agar culture medium. Nine
avocado plants were inoculated with each genetic variation and the check plants were

treated with sterile water. Incidence and severity of the disease were determined, using



Zentmyer (1984) proposed scale in the severity test. A multi-variable analysis was
applied to the data using SAS (Statistical Analysis System). Mean trials were conducted
using Tukey’s mean at 0.05. P. Cinnamomi’s incidence in avocado plants presented a
significant difference when strain C4 was compared against the check test. The severity
analysis revealed that strains C6 , C7 and C8 from Uruapan and Peribam died at the end
of the experiment, while strains C3, C4 and C5 showed severe damage only and strains
C1 and C2 from Salvador Escalante suffered moderate damage. Therefore, the study
demonstrated the existence of genetic and pathogenic variability in strains of

Phytophthora cinnamomi obtained from places located at 60 kilometers of distance.
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Teniendo como objetivo determinar los grupos de compatibilidad sexual,
variabilidad genética, y patogénica de aislados de Phytophthora cinnamomi Rands
obtenidos de la region productora de aguacate de Michoacan, México. Se determiné
la presencia de los grupos de compatibilidad sexual A1 y A2 de P. cinnamomi, en 25
aislados obtenidos de cinco localidades del estado de Michoacan, México. Los
aislados se confrontaron en medio jugo V8-agar clarificado, se determiné la
produccion de oosporas. Se identifico el grupo de compatibilidad sexual Al
mediante PCR, usando el iniciador OPS-13, el cudl amplifica una banda de 2.7 kb.
Se identificaron seis aislados como grupo de compatibilidad sexual Al y 19 aislados
A2; sin embrago de los aislados A1, solo uno produjo oosporas al confrontarse con
el restos de los aislamientos. Una vez determinados los grupos de compatibilidad
sexual, se realizd un segundo muestreo obteniendo 42 aislados, a las cuales se les
determiné variabilidad genética utilizando polimorfismos de ADN amplificados al
azar (RAPDs) y polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP). En RAPDs, se utilizaron 21 oligonucledtidos de 10 bases, los cuales
mostraron un total de 23 bandas. Para AFLP, las amplificaciones mostraron 296
bandas; el analisis en ambos casos consistid en la obtencion de la matriz de
disimilaridades genéticas utilizando el coeficiente de apareamiento multiple y el
método del promedio no ponderado, para la obtencion del dendograma. Los aislados
se clasificaron dentro de dos grupos principales; asociados con la localizacion
geografica de la cual fueron obtenidos los aislados. El andlisis y la determinacion de
los niveles de confianza muestran que estas agrupaciones geograficas son

extremadamente fuertes.



Se seleccionaron ocho variantes genéticas de P. cinnamomi, obteniendo el inoculo a
partir de cepas en crecimiento activo en medio de cultivo V-8 agar clarificado.
inoculando nueve plantas de aguacate, con cada una de las variantes genéticas y las
plantas testigo fueron tratadas con agua destilada estéril. Se determino la incidencia y
severidad de la enfermedad, esta Gltima en base a la escala propuesta por Zentmyer
(1984). Los datos fueron analizados por medio del analisis multivariado utilizando el
programa SAS (Statistical Analysis System). Las pruebas de medias fueron realizadas
por Tukey al 0.05. La incidencia de P. cinnamomi en las plantas de aguacate, presentod
diferencia significativa en la cepa C4 con respecto al Testigo. Referente a severidad, de
acuerdo al andlisis se obtuvo que las cepas C6 , C7y C8 provenientes de Uruapan y
Periban murieron al final del experimento; mientras que las cepas C3, C4 y C5
presentaron solamente dafios severos y las cepas C1 y C2 de Salvador Escalante ambas
presentaron un dafio moderad; por lo que este estudio demostro la variabilidad genética
y patogénica que presentan cepas de Phytophthora cinnamomi obtenidas en poblaciones

a 60 kilometros de distancia.
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INTRODUCCION

Actualmente México es el principal productor y consumidor de aguacate (Persea
americana Mill.) en el mundo, con una produccion de 1,040,390 ton en una superficie
de 102,467 ha (FAOSTAT, 2005). Los estados con mayor producciéon, SON
Michoacan, Nayarit, Morelos y el Estado de México, los cuales en 2003 contribuyeron
con el 82.8 por ciento de la produccion nacional. El principal estado productor, es
Michoacan, con una superficie de 86,145 ha, lo que representa el 79 por ciento de la
produccion total del pais (SAGARPA-SIAT, 2004). De las areas productoras del estado
de Michoacéan sobresalen por su superficie plantada y produccién los municipios de
Uruapan, Tancitaro, Periban, San Juan Nuevo y Salvador Escalante; los que representan
el 64 por ciento de la superficie total plantada en el estado de Michoacan; es decir 55,
322 ha con una produccion 510,281 ton. Entre los problemas del frutal destacan por su
importancia la enfermedad conocida como tristeza del aguacatero provocada por
Phytophthora cinnamomi Rands, la cual es considerada como el principal problema de
este cultivo a nivel mundial (Zentmyer y Ohr, 1978). Este fitopatdogeno presenta gran
capacidad destructiva y un amplio rango de hospederos, atacando mas de mil especies de
plantas (Zentmyer, 1980). P. cinnamomi posee dos grupos de compatibilidad sexual Al
y A2 (Erwin et al., 1996; Alexopoulos, 1996); siendo el estado sexual una fuente
potencial de variabilidad intraespecifica en especies heterotalicas (Boccas et al., 1976).
A nivel mundial provoca pérdidas econdmicas en la mayoria de los paises productores

de aguacate. En California, se ha estimado que puede afectar entre 60 y el 75 por ciento



de las huertas causando una pérdida anual de aproximadamente 44 millones de dolares;
ataca a todas las variedades de aguacate dafiando las raices lo que puede dar lugar a la
muerte del arbol. (Coffey, 1992). Aunque la enfermedad se ha estudiado por més de 60
afos, las estrategias de control no han sido las adecuadas (Menge, 2002). En México se
ha detectado la presencia de la tristeza del aguacatero en todas las zonas productoras;
destacando por la severidad de los dafios, la regién de Atlixco, Puebla donde ha causado
la muerte de miles de arboles; actualmente en la region productora de Michoacan,
Meéxico , se reporta alrededor de 4,000 ha afectadas por la enfermedad, la cual tiende a
incrementarse (T¢liz, 2000). Diversos factores han propiciado que la pudricion de raiz
del aguacate ocasionada por P. cinnamomi en México alcance niveles epidémicos. Por
una parte, las caracteristicas propias de la biologia del alga que le confiere una gran
capacidad infectiva y la propia actividad de explotacion del cultivo que no siempre
utiliza técnicas apropiadas de manejo para la disminucion del riesgo de contaminacion
(Ochoa, 2000). La enfermedad aparece cuando se tiene humedad excesiva en el suelo y
la presencia del patdégeno que la produce. El patdgeno entra en actividad cuando existe
un drenaje deficiente, o bien, en suelos relativamente bien drenados en los que se aplican
riegos excesivos, afectando a las plantas en vivero como a los arboles establecidos de
diferente edad, (Brom , 1970). Actualmente la diversidad genética y patogénica de P.
cinnamomi en Michoacan, México no ha sido determinada, por ello se requiere realizar
estudios que determinen la variabilidad genética y patogénica de Phytophthora
cinnamomi, con la finalidad de planear estrategias eficientes de control, asi como para
el desarrollo de programas de mejoramiento genético de porta injertos con atributos de
resistencia a esta enfermedad. Por lo anterior en este trabajo se plantearon los siguientes

objetivos.



Objetivos

Determinar la presencia de los grupos de compatibilidad sexual de P. cinnamomi

en la region productora de aguacate de Michoacdn México.

Determinar la variabilidad genética de P. cinnamomi en la region productora de

aguacate de Michoacan México.

Determinar la variabilidad patogénica de las variantes genéticas detectadas de P.
cinnamomi  aisladas de las principales areas productoras de aguacate de

Michoacan.



REVISION DE LITERATURA

Tristeza del Aguacatero Phytophthora cinnamomi Rands

Generalidades

P. cinnamomi fue descrito por Rands en 1922 en arboles de cancla
(Cinnamomum burmanii) en Sumatra, y posteriormente se ha reportado en 67 paises
reconociéndose como uno de los patdégenos de plantas mas cosmopolitas y destructivos,
siendo esta especie la de mayor rango de hospederos y la de mas distribucion en el

mundo (Erwin et al., 1996).

En 1927 se observo por primera vez en Puerto Rico atacando aguacate, en 1940
se informa de su existencia en Sudafrica, para 1942 fue aislado de aguacate en
California, en 1951 se encontré6 en Honduras y en México. El origen de este patdgeno
ha sido controversial, ya que se ha considerado nativo de Sudamérica, Sudeste asiatico
y Sudeste australiano (Zentmyer, 1976); sin embargo, Gallegos (1983) supone que fue
llevado a Australia y de ahi paso a Centroamérica, Hawai, México, Guatemala y
California con las primeras introducciones de 1871. La pudricion de raicillas ocasionada
por P. cinnamomi ha sido encontrada en casi toda area donde se cultiva esta especie

frutal (Zentmyer et al., 1994).



Distribucion

La tristeza del aguacatero, causada por P. cinnamomi es una de las enfermedades
mas importantes y devastadoras en el mundo (Zentmyer, 1980). En México, el patogeno
ha sido detectado en las zonas aguacateras de Michoacan, Puebla, Chiapas, Veracruz,
Nayarit y Morelos (T¢liz, 1992). En Querétaro Querétaro y Comonfort, Guanajuato, P.
cinnamomi causo6 la desaparicion del cultivo (T¢éliz y Garcia, 1982). En Morelos y
Puebla se han encontrado incidencias que fluctian entre 45 y 90 %. En Michoacan se
estima que aproximadamente 5 % de la superficie cultivada presenta la tristeza en
diferentes grados y en afios recientes la incidencia ha ido en aumento, por lo que

actualmente no existe una huerta en la cual no se presente este problema (T¢éliz, 2000).

Importancia economica

P. cinnamomi es un parésito facultativo y cosmopolita, es decir, es un habitante
natural de la mayoria de los suelos de todo el mundo; se alimenta de restos de cosecha
en descomposicion, pero bajo condiciones favorable puede atacar raices vivas y el cuello
de mas de 600 plantas de interés econdmico para el hombre incluyendo pifia, durazno,
manzano, mango, macadamia, papaya, azaleas, pino, ciprés, eucalipto y encino, entre

otras (Zentmyer, 1980).



Ubicacion taxonémica de P. cinnamomi (Rands) (Alexouopoulos, et al., 1996)

Reino: Stramenopila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: cinnamomi

Caracteristicas Morfolégicas

P. cinnamomi presenta micelio cenocitico, muy toruloso, con vesiculas globosas
a piriformes, las hifas tienen un didmetro variable de 3.5 a 21.0 um, la colonia micelial
presenta aspecto de camelia, debido al crecimiento deprimido y algodonoso del micelio,
que tiene lugar a intervalos regulares; esporangioforos simples o ramificados en
simpodio, a veces por proliferacion esporangial, generalmente los esporangios no se
producen en medios s6lidos; sin embargo, en extracto de suelo se forman en abundancia,
los cuales presentan forma ovoide, piriforme, elipsoidal a elipsoidal — elongado, con un
apice compacto, no sobresaliente y sin papila, se estrechan o redondean hacia la base y
no son caducos (Erwin y Ribeiro, 1996); miden en promedio 75 um de largo y 40 pm
de ancho, aunque esto ultimo es variable (Ho y Zentmyer, 1977). Posee zoosporas

moviles con una marcada habilidad para enquistar en pocos minutos (Bartnicki y Wang,



1983). Las zoosporas, naturalmente infectivas, proveen un potencial de enfermedad
grande y explosivo (Zentmyer, 1983). Las clamidosporas son estructuras de
sobrevivencia que se forman abundantemente en cultivos y tejidos infectados, con un
diametro promedio de 41 pum (Erwin y Ribeiro, 1996), son globosas y de paredes
delgadas (Zentmyer, 1980). Pueden ser terminales o intercalares en el micelio y a
menudo aparecen como racimos de uvas de 3-10 clamidosporas (Erwin y Ribeiro, 1996).
Estas estructuras son liberadas en el suelo donde persisten por periodos de hasta 13 afos,
germinando con varios tubos germinativos (Coffey, 1991). P. cinnamomi es una especie
heterotalica, las oosporas se forman cuando los grupos de compatibilidad sexual Al y
A2 se aparean (Haasis y Nelson, 1963; Galindo y Zentmyer, 1964; Zentmyer et al.,
1979). El tipo A2 esta mas ampliamente distribuido a nivel mundial que el tipo Al
(Zentmyer, 1980). Las oosporas se pueden formar sin fertilizacion en cultivos del tipo
A2 cuando es incubado en extractos de raices (Zentmyer, 1952; Zaki et al., 1983), en
tejidos de raices de arboles de aguacate enfermos (Mircetich y Zentmyer, 1966) o en
granos de avena (Royle y Hickman, 1964). La produccion de oosporas puede ser
estimulada por el hongo Trichoderma viridae (Reeves y Jackson, 1972). Los anteridios
son generalmente anfigenos y promedian un tamafio de 19 x 17 um. Los oogonios son
redondos y a menudo con una base estrecha son de pared lisa y hialina, con un didmetro
promedio 40 pm (Royle y Hickman, 1964). Durante la fertilizacion se forma un tubo
desde el anteridio a el oogonio (Ho y Zentmyer, 1977). Las oosporas son pleroticas
redondas, hialinas a amarillas-cafesosas y su didmetro promedio depende del medio de

cultivo, aunque varia en un rango de 20-40 um (Erwin y Ribeiro, 1996).



Sintomatologia

Los sintomas externos son: decaimiento progresivo del arbol, las hojas, son
pequefias, palidas o amarillentas y a menudo parecen marchitas. Ocurre una defoliacion
progresiva en arboles, con carencia de nuevos crecimientos y disminucion en la
produccion de frutos, los cuales son pequefios y de mala calidad; las ramas se secan y se
defolian en la copa. Las raices primarias y secundarias se vuelven quebradizas con
coloraciones rojizas-castafias, por lo que la destruccion lenta del sistema radicular lleva
finalmente a la muerte del arbol. (Rodriguez, 1982; Gallegos, 1983; Brom, 1970;

Coftey, 1991; Ochoa, 2000).

Condiciones Abidticas que Predisponen la Enfermedad

Humedad del suelo

La humedad del suelo es el principal factor ambiental que influye en el
desarrollo de la pudricion de raices causada por P. cinnamomi. La relacion entre exceso
de humedad del suelo y el desarrollo de la enfermedad ha sido reconocida hace afios. La
alta humedad del suelo aumenta la infeccion, principalmente debido al incremento de la
formacion de esporangios y las condiciones apropiadas para la liberacion de zoosporas
(Zentmyer et al., 1994). Kuan y Erwin (1980) estudiaron el efecto de la saturacion del
suelo sobre la pudricion de raices ocasionada por Phytophthora en alfalfa, y concluyeron
que ésta se debe al incremento del dano a las raices y consecuente exudacion de
nutrientes, lo que incrementa la atraccion quimiotéxica de zoosporas a la zona de las

raices.



Temperatura

P. cinnamomi presenta un reducido rango de temperatura en el cual puede formar
esporangios, lo que limita su actividad patogénica a ciertas estaciones del afio
(Zentmyer, 1980). La liberacion de zoosporas del esporangio se presenta a temperaturas
de 20-25 °C (Gisi et al., 1980 ). La infeccion por P. cinnamomi es Optima a temperaturas
de 21-30 °C, el desarrollo del micelio de P. cinnamomi en agar y la formacion de
clamidosporas en suelo naturalmente infestado son inactivadas a temperaturas a bajo de
0 °C. La velocidad de inactivacion esta directamente relacionada al namero de grados
bajo cero, la inactivacion del micelio ocurre en 2, 6 o 16 dias a -6.7, -3.8 y -1.4 °C,

respectivamente (Benson, 1982).

El patdégeno puede sobrevivir en el suelo como oosporas, cuyas temperaturas de
formacion son mas bajas que las de crecimiento o formacion de otros tipos de esporas y
oscilan entre 15-21°C en cruzamientos y 18-24 °C en extractos de raices. Los
gametangios son formados entre 9-33 °C pero las oosporas solo entre 15-30 °C. La
temperatura no afecta el tamafo de las esporas sexuales pero si afecta la velocidad de

desarrollo y el nimero de oosporas producidas (Zentmyer, 1980).

Aireacion
La aireacion, en conjunto con la humedad, son importantes en la formaciéon de
esporangios (Zentmyer, 1980). Por su parte Mitchell y Zentmyer (1971) reportaron que
la produccion de esporangios de varias especies de Phytophthora es inhibida por bajas

concentraciones de oxigeno (0;) y también por altas concentraciones de anhidrido



carbonico (CO,). Sin embargo, P. cinnamomi no es favorecida por ninguno de los
tratamientos, debido a que necesita un medio liquido para la formacion de esporangios;
sin embargo, el rango de tolerancia de P. cinnamomi a niveles de O, y CO,, es amplio, y
algunos datos indican que es un patdogeno menos aerobico que los demas patdgenos
comunes del suelo como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolffsii y Phytophthora

cactorum (Durbin, 1959).

Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Las plantas de aguacate pueden ser afectadas por la pudricion de raices si el suelo
contiene a P. cinnamomi, asociada con exceso de humedad. El patégeno comunmente
llega a ser activo como resultado de pobre drenaje del suelo, sobrerriego o lluvia

excesiva (Zentmyer et al., 1994).

El patégeno puede ser diseminado de varias maneras, como lo son, movimiento
del suelo en vivero, agua, la que puede llevar zoosporas y otros propagulos e infectar
trozos de raices, y ocasionalmente por semillas provenientes de frutos infectados
(Zentmyer et al., 1994). La mayor propagacion de P. cinnamomi ocurre por la actividad
del hombre; por ejemplo, por el acceso vehicular que lleva la enfermedad a zonas no
infestadas, otras vias de diseminacion consiste en el transporte de cualquier tipo de
material vegetal, equipos de cultivo, zapatos, botas o animales que lleven suelo y la

comercializacion de plantas enfermas (Zentmyer, 1980; Shea 1975).



La humedad del suelo es un factor clave en el ciclo de la enfermedad, el alto
contenido de humedad del suelo favorece la liberacion de zoosporas desde los
esporangios, el agua facilita el movimiento de las zoosporas hacia la superficie de las
raicillas absorbentes. Asi mismo, la liberacion de exudados radiculares crea un gradiente
quimiotaxico capaz de atraer un gran niumero de zoosporas (Coffey, 1991). La atraccion
primaria es aparentemente por aminoacidos exudados de las raices de esa area, siguiendo
la atraccidn y enquistamiento de las zoosporas sobre raices de aguacate susceptibles y la
invasion toma lugar a través de penetracion inter e intracelular, las lesiones aparece en
24 h y el micelio es encontrado a lo largo de las raicillas después de 72 h (Zentmyer et
al., 1994). Asi, rapidamente viene la infeccion y muerte de raicillas, los esporangios y
clamidosporas pueden ser formados en pocos dias en el hospedero, perpetudndose el
ciclo de la enfermedad (Coffey, 1991). La pudricién de raices puede atacar arboles de
todas las edades incluyendo arboles jovenes de vivero sobre portainjertos tolerantes, la
enfermedad es mas grave en suelos pesados con drenaje deficiente por un subsuelo de
arcilla o roca, los sintomas mas evidentes en aguacate son el decaimiento o muerte del

follaje (Coffey, 1991).

Variabilidad de Phytophthora cinnamomi

Importancia

Variacion es la propiedad o capacidad que tienen los organismos para cambiar
sus caracteristicas de generacion en generacion (Agrios, 1988). Al respecto McDonald
(1989) sefiala que la cantidad de variacion en las poblaciones afecta su habilidad para

adaptarse a condiciones ambientales fluctuantes; en general, poblaciones altamente



variables son mas habiles para adaptarse a condiciones cambiantes que aquellas con

poca variacion.

Tipos y fuentes de variacion

Brasier (1992) menciona que aislados de especies de Phytophthora manifiestan a
menudo una amplia variacion en muchos caracteres; cita también que el sistema
genético en este género presenta una amplia gama de mecanismos para la expresion de

variacion.

Agrios (1988) sefiala que en la mayoria de los fitopatdgenos la variacion en la
progenie es debida a la segregacion y recombinacion de genes ocasionada por la

reproduccion sexual.

Robertson (1991) puntualiza que se han realizado multiples esfuerzos para
entender las bases de la variabilidad en Phytophthora infestans y el respaldo genético de
tal variacion. El mismo autor sefiala que, por si sola, la reproduccion sexual normal no

explica por si misma la gran variabilidad de este patogeno.

Se sugiere que en P. infestans se presenta una forma desconocida de
recombinacion sin sexo, la que es responsable de la abundante variacién en fenotipos
encontrados dentro de las colecciones de P. infestans (Al), fuera de México (Shaw,

1991).



Los mecanismos diferentes a la reproduccion sexual, que se mencionan como
responsable de la variacion en P. infestans; son la mutacion (Gallegly y Eichenmuller,
1959, Mills y Peterson, 1952, Howatt y Grainger, 1955, y Van der Plank, 1963), asi

como la recombinacion somadtica (Leach y Richl, 1969 y Malcolmson, 1970).

Dentro de las manifestaciones de variacion en P. cinnamomi asi como otras
especies de Phytophthora, se reportan las siguientes: en requerimientos nutricionales
(Cantino y Turian, 1959 y Holh, 1991), morfologia colonial (Zentmyer y Guillmet
,1981; Tommerup et al., 2000), en comportamiento sexual (Galindo y Zentmyer, 1964),
germinacion de esporangios (Ayers y Zentmyer, 1971), morfologia del anteridio
(Huberli et al., 1997), isoenzimas (Mosa, et al., 1993 y Tooley et al., 1985), resistencia a
productos quimicos (Ritch, 1991), en contenido de DNA del nucleo (Spielman et al.,
1990), en patogenicidad (Zentmyer y Guillmet ,1981; Huberli et al., 2001; Romero y

Erwin, 1969), y respuesta a antibidticos (Zentmyer y Guillmet, 1981) entre otros.

Estado Sexual de P. cinnamomi

Reproduccion sexual

La etapa sexual de P. cinnamomi puede ser producida por cruces interespecificos
e intraespecificos, normalmente de especies heterotdlicas, en otras palabras, el tipo de
apareamiento Al y A2, y la iniciacion de la sexualidad se puede dar por varios estimulos

(Zentmyer, 1980), como lo son los que se explican enseguida.



Sustancias quimicas en las raices de los arboles de aguacate que inicia la
produccion de un gran nimero de oosporas en el grupo de compatibilidad A2 de P.
cinnamomi; Sin embargo, esta sustancia no afecta al grupo de compatibilidad sexual
Al (Zentmyer, 1979). Zaki (1982) menciona que la raiz de aguacate contiene acido
oleico, y este inicia la produccion de oosporas en el grupo A2 perono en el Al de P.

cinnamomi, siendo el acido oleico un factor activo.

La produccion de oosporas de P. cinnamomi es estimulada por Trichoderma
viride en cepas A2 y otras especies de Phytophthora (Brasier, 1971; Reeves y Jackson,
1972), la base de este estimulo no se sabe, pero existen referencias de un quimico toxico
volatil producido por Trichoderma que provoca cambios morfoldgicos que pueden ser
relacionados a la formacion de oosporas. Un producto metabdlico de 7. viride se ha

identificado en cultivos, pero su papel en la reproduccion sexual es dudoso.

Reeves y Jackson (1974) mostraron que las oosporas se puede inducir

mecanicamente por lesiones en el micelio en A2.

La reproduccion sexual en P. cinnamomi y varias especies de Phytophthora se
induce por una sustancia tipo hormona que estimula la produccion de oosporas, en este

sistema, la produccion de oosporas ocurre en Al asi como también en A2 (Ko, 1978) .

Asi, el grupo de compatibilidad sexual A2 de P. cinnamomi puede funcionar
como un patégeno homotalico cuando el estimulo apropiado se proporciona, esto puede

ser una respuesta nutritiva, sustancia quimica mas especifica (como el extracto de raiz de



aguacate y/o el estimulo de Trichoderma), o una respuesta a una "hormona" en algunos

casos.

Descubrimiento de grupos de compatibilidad

La compatibilidad sexual en el género Phytophthora fue establecida en 1958
cuando Gallegly y Galindo designaron grupos de compatibilidad sexual A1 y A2 de P.
infestans, desde aquellos afios los grupos de compatibilidad, de otras especies
heterotalicas de Phytophthora han sido relacionados al Al y A2 de P. infestans (Savage

et al., 1968).

Los grupos de compatibilidad sexual Aly A2 de P. cinnamomi fueron
reportados por primera vez en abril de 1962 (Zentmyer, 1962), cuando se trabajo con 24
aislamientos provenientes de distintos paises como Argentina, Chile, Estados Unidos,
Honduras, Costa Rica, Nueva Zelanda, Peru, Puerto Rico y México, los cuales se
cruzaron entre si; de los resultados de estas cruzas se encontrd que existen dos grupos
de apareamiento sexual compatibles (Galindo y Zentmyer, 1964). Sin embargo, existen
reportes previos en donde P. cinnamomi produce oosporas al aparearse con otras
especies de Phytophthora (Ashby, 1929; Barrett, 1948; Cohen, 1950; Stamps, 1953),

pero los grupos de compatibilidad no fueron identificados.

A raiz del descubrimiento de Galindo, se iniciaron trabajos para determinar las
reacciones de apareamiento de un gran nimero de aislamientos como en Venezuela; en
donde se utilizaron 176 aislamientos y se determind la presencia P. cinnamomi (Patovar

tipico y atipico), correspondiendo el patovar tipico al grupo de compatibilidad sexual A2



y el atipico al grupo Al, siendo el que se presenta con una mayor frecuencia el tipico

(Rondon, 1988).

Reportes del estado sexual

P. cinnamomi es un patdgeno heterotalico, es decir presenta dos grupos de
compatibilidad sexual Al y A2 (Galindo y Zentmyer, 1964). El grupo de compatibilidad
sexual A2 es el mds comun en el mundo; mientras que el Alpresenta una distribucion

geografica y rango de hospederos limitado (Zentmyer, 1976).

El estado sexual de P. cinnamomi ha sido observado raramente, el primer reporte
de este estado fue realizado por Zentmyer (1952), el cual mostré que bajo ciertas
condiciones nutricionales, el patdgeno se comporta como homotélico. Diversos reportes
de la produccion de oosporas producto de cruces interespecificos han sido realizados
para Phytophthora cryptogea, Phytophthora drechsleri y Phytophthora palmivora

(Barrett, 1948).

El centro de origen de P. cinnamomi es desconocido, pero basadndose en
observaciones de un gran nimero de plantas en Asia, las cuales mostraban resistencia a
este patogeno Crandall y Gravatt (1967), supusieron que P. cinnamomi es originario de
Asia. Aunque, Zentmyer (1980; 1988), sugiere que el origen de P. cinnamomi es la
region de Nueva Guinea-Malasia, posiblemente extendiéndose al Noreste Australiano.
Sin embargo, recientes evidencias demuestran que P. cinnamomi fue introducido al Este
de Asia (Zhou et al., 1992). Estudios en Australia indican bajos niveles de diversidad

genética, lo que es indicativo de una introduccion del patégeno (Old, 1984; 1988). Los



altos niveles de diversidad genética encontrados en Nueva Guinea, indican que esta sea
posiblemente el origen del patégeno (Old, 1988); empero, Taiwan y Sudafrica han sido
consideradas como posible centro de origen (Ko et al., 1978; Von Broembsen y Kruger,

1985).

Los niveles de diversidad genética en hongos son usualmente mas altos en
aislados obtenidos del centro de origen; por ejemplo, P. infestans en el cual la ocurrencia
de la reproduccion sexual y los altos niveles de diversidad fueron identificados en
aislados del Centro de México, por lo que se presume que es el centro de origen de este

patogeno (Tooley et al., 1985).

Ambos grupos de compatibilidad sexual de P. cinnamomi han sido introducidos a
Sudéfrica (Linde et al, 1997), ocurriendo la reproduccion sexual del patdégeno; sin
embargo, diversos analisis de isoenzimas demostraron que la ocurrencia de la
reproduccion sexual es muy baja en Australia (Old ef al., 1984, 1988) y en poblaciones

de Sudéfrica (Linde et al., 1997)

Efectos de la reproduccion sexual de Phytophthora cinnamomi

La reproduccién sexual es considerada una importante fuente de variacion
intraespecifica en el género Phytophthora (Galindo y Zentmyer, 1967). Asi, la
produccion de oosporas a partir del grupo de compatibilidad sexual A2, podria estar
relacionada con la supervivencia del patogeno . En el caso de P. cinnamomi, la

ocurrencia del grupo Al y la distribucion del A2 podria estar relacionadas a propiedades



homotélicas del segundo (Zentmyer, 1979). La funcidén de oosporas de tipo homotalico,

es como propagulos persistentes en la planta enferma (Stack y Millar, 1985).

En otro contexto, la estimulacion del patogeno a producir el estado sexual,
posiblemente podria ser considerado un mecanismo de defensa del hospedero,
reduciendo la produccion de esporangios, los cuales presentan un enorme potencial para
acelerar el desarrollo de la enfermedad y la formacion de miles de zoosporas (Zentmyer,

1979).

El papel de las oosporas en tipos heterotalicas no estd bien comprendido, pero
fuertes evidencias indican que el apareamiento de los tipos de compatibilidad sexual Al
y A2 pueden ser una fuente de nuevas razas o biotipos (Romero y Erwin, 1969, Tooley
et al., 1986; Spielman et al.,1990; Erwin y Ribeiro, 1996), especialmente, en los lugares
en donde ambos tipos coexisten en la naturaleza (Smoot et al., 1958; Galindo y Gallegly,

1960).

El descubrimiento de la recombinacion sexual in vitro en P. cinnamomi sugiere
que la oospora pudiera ser producida y tomar importancia en campo; por lo tanto, si se
reproduce sexualmente en el campo, las oosporas podrian ser otra muy importante fuente
de indculo inicial para la enfermedad, de aqui la necesidad de determinar como
contribuyen las oosporas en la enfermedad y que factores influyen en su produccion ,

supervivencia y germinacion (Linde et al., 2001).



Materiales y métodos, asi como resultados y discusion se indican en cada uno de
los articulos incluidos, acorde al reglamento interno del Postgrado en Parasitologia

Agricola.



Compatibilidad Sexual de Phytophthora cinnamomi Rands.
en Michoacan México

(con 6 figuras)

Ochoa- Fuentes' YM, FD Herm’mdezl, J Landerosl, A% Olaldez, JL Morales®
A Flores'

Resumen. Se determiné la presencia de los grupos de compatibilidad sexual Al
y A2 de Phytophthora cinnamomi Rands, en veinticinco aislados obtenidos de cinco
localidades del estado de Michoacan, México. Los aislados se confrontaron en medio
jugo V8-agar clarificado, se determin6 la produccion de oosporas. Se identifico el grupo
de compatibilidad sexual A1 mediante PCR, usando el iniciador OPS-13, el cual
amplifica una banda de 2.7 kb y se identificaron seis aislados como grupo de
compatibilidad sexual Al, los cuales corresponden a los aislados SJN-L1, TAN-00,
TAN-03, URU-L1, URU-02 y URU-03. Sin embrago de estos aislados solo el TAN-00

produjo oosporas al confrontarse con el restos de los aislamientos.

Palabras clave: Apareamiento., Grupos de Compatibilidad Al y A2., PCR., Tristeza

del aguacatero.
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Phytophthora cinnamomi Rands causante de la tristeza del aguacatero, es una de
las enfermedades mas devastadoras del frutal (24). El patogeno posee dos grupos de
compatibilidad sexual Al y A2 (1,8) siendo el A2, el que presenta mayor grado de
agresividad y a su vez el mas comun en cultivos agricolas (23); el estado sexual es una
fuente potencial de variabilidad intraespecifica en especies heterotalicas (3). De acuerdo
a un analisis de isoenzimas realizado en poblaciones de P. cinnamomi ambos grupos de
compatibilidad sexual estan presentes, en Australia (15,16) y Sudafrica (13) ocurriendo
la reproduccion sexual. En México, este patdégeno se ha detectado en las zonas
aguacateras de Michoacan, Puebla, Veracruz, Nayarit y Morelos (19). En Morelos y
Puebla se han encontrado incidencias que fluctian entre 45 y 90%. Hoy en dia en
huertas de aguacate de Michoacan, México es alarmante el niumero de arboles que
muestran sintomas de P. cinnamomi, datos conservadores muestran que el cinco por
ciento de la superficie cultivada presenta dafios por esta enfermedad (20), la que tiende

a incrementarse.

Actualmente la reproduccion sexual, la diversidad genética y patogénica asi
como la formaciéon de oosporas de P. cinnamomi no han sido determinadas en
Michoacén, México. Por lo que, se requieren realizar estudios que clarifiquen dicha

interrogante, para poder planear estrategias de control. Debido a lo anterior la



investigacion se realizdo con el objetivo de detectar la presencia de los grupos de
compatibilidad sexual A1 y A2 de P cinnamomi en las principales areas productoras de

aguacate de Michoacan.

MATERIALES & METODOS

Se obtuvieron veinticinco muestras de raices jovenes Yy suelo de arboles de
aguacate con sintomas de P. cinnamomi, colectadas a una profundidad de 40 cm y una
distancia vertical de 120 cm en los municipios Tancitaro, 5; Periban, 5; Salvador
Escalante, 5; San Juan Nuevo, 5 y Uruapan, 5 del estado de Michoacén. El patogeno se
aisld6 de las muestras de suelo mediante el método del fruto del manzano, el cual
consistio6 en hacer con sacabocados tres orificios de 3 cm de profundidad, para
introducir en su interior suelo de las muestras. Los orificios se humedecieron con agua
destilada estéril y se cubri6 con un algodéon humedecido sobre la superficie y fue
cubierta con la tapa de la corteza del mismo fruto, colocando una banda adhesiva para
sostenerla. El fruto inoculado se colocd en camara himeda en bolsas de plastico por 48
h a 24 °C, haciéndose las observaciones cada tercer dia. Las muestras positivas formaron
manchas marrones alrededor de los orificios, a partir de las cuales se hicieron los
aislamientos y purificaciones por punta de hifa sobre V-8 agar, incubandose a 24 °C +

2° C en oscuridad por siete dias (5,17).

Identificacion de P. cinnamomi. A los siete dias se realizaron preparaciones

tomando porciones de micelio con esporangioforos y esporangios, las cuales se

observaron al microscopio y fueron identificados en base a criterios morfologicos



(8,11). Debido a la escasa produccion de esporangios se multiplico el material mediante
inoculaciones en extracto de suelo no estéril, en donde se colocaron dos discos con
micelio de P. cinnamomi con un didmetro de 0.5 cm en 2.5 gr de suelo no estéril en 250
ml de agua destilada estéril durante 3 dias a una temperatura de 24 °C esto nos permitio

tener un mayor numero de esporangios (2,22,23).

Confrontacion de aislados. Las cepas puras se confrontaron entre si. De los
cultivos de cada cepa en crecimiento activo (8-10 dias) se cortaron discos de micelio de
0.5 cm de didmetro y se colocaron en un extremo de la caja de petri con medio V8- agar
y en el extremo contrario se colocd un disco de una segunda cepa, de esta manera se
cruzaron todas y cada cepa consigo misma. Las confrontaciones fueron incubadas a
18°C durante 10 a 15 dias en oscuridad. La observacion de los apareamientos se realizo

cada tercer dia y se detectd mediante la presencia de oogonios, anteridios y oosporas.

Determinacion de grupos de compatibilidad sexual utilizando el primer
OPS-13 (6). Para extraer el ADN se raspo micelio de P. cinnamomi de una caja de petri
con medio V-8 agar clarificado (20% V-8, 0.2% CaCOs, 1.6 % de agar bacterioldgico y
2.0 % de dextrosa anhidra). EI ADN fue extraido por el método Doyle modificado por
Véazquez (7); utilizando Dodecil sulfato de sodio (SDS) Promega Inc. 0.2 g de micelio
fueron pesados para posteriormente macerarlos con una varilla esmerilada y
resuspenderlos en 500 puL de regulador de extraccion (Tris-HCI, pH 8.0 100 mM, EDTA
pH 8.5 50 mM, NaCl 50 mM y SDS 2%). Se agit6é en un vortex durante medio minuto,
manteniéndose en hielo por 15 min, agregando posteriormente 500 uL de cloroformo
alcohol isoamilico 24:1 y agitando en un vortex para posteriormente centrifugarlo a

12,000 rpm durante 15 min, recuperando la fase acuosa en un tubo nuevo adicionando el



mismo volumen de isopropanol, se dejo reposar por 15 min en hielo para posteriormente
centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min, desechando el sobrenadante para recuperar la
pastilla la cual fue resuspendida en 50 uL de agua desionizada estéril, agregando 10 uL
de RNAsa e incubando a 37° C por 1h, finalmente se determiné la concentracion de
ADN, diluyendo éste hasta obtener la concentracion de ADN adecuada para la reaccion

de PCR en este caso se utilizaron 50 ng/uL.

Condiciones de PCR. La amplificaciéon del ADN se realizd con el iniciador
GTC GTT CCTG, obtenido de MWG, Inc. (Biomol). Las condiciones de PCR 6ptimas
fueron las siguientes, cada 24 pL mezcla para PCR contenia 2.5 pL de regulador de la
Taq 10X, 1.2 puL de MgCl,, 2 pL. de mezcla de DNTPs a 10 mM, 0.2 pL Taq

polimerasa SU/uL, 1 uLL del iniciador 10 pmol, 2 uL ADN a 50 ng y 15.1 uL de agua.

Las condiciones de amplificacion incluyen un primer paso de 94° C por 5 min un ciclo,
45 ciclos de desnaturalizacion a 94° C por 1 min, alineamiento a 35 °C por 1 min y
extension a 72° C por 1 min 10 sec, esto fue durante 45 ciclos y un ltimo paso a 72° C

por 7 min (6).

Analisis de los Productos por PCR. Los productos de PCR se corrieron en un
gel de agarosa al 2% (Promega Inc Biomol) en TAE regulador 1X (pH 8.3) a 60 V por
3 h. El gel se tifio con 5 uLL de bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador
de luz uv (302 nm). Se determino el tamafio de cada fragmento cortado por la enzima de
restriccion. Esto se logréo comparando los fragmentos de DNA cortados por la enzima

con un fragmento de tamafo conocido el Lambda Hind III lader.



RESULTADOS & DISCUSION

Identificacion de P. cinnamomi. Las preparaciones obtenidas del medio de
cultivo fueron observadas al microscopio presentando la siguiente morfologia,
esporangios ovoides, obpiriformes y elipsoides no papilados, redondeados en la base
como se muestra en las Figuras 1 y 3. Esporangios producidos por proliferacion interna
en esporangioforo simple, (Figura 2). Formacion de clamidosporas terminales, las
cuales son globosas con pared delgada, generalmente agrupadas en racimos (Figura 3) y
oosporas redondeadas de color café claro como se aprecia en la Figura 6. Esta
morfologia concuerda con la descrita para P. cinnamomi Erwin et al, (8).

Determinacion de los grupos de compatibilidad sexual. Se realizaron 325
confrontaciones y se presentaron dos tipos de respuestas: En la primera, ninguna cepa
presentd oosporas al aparearse consigo mismo; asi como en 301 confrontaciones entre
cualquier otra cepa probada, lo que descarta la posibilidad de que presente
comportamiento homotalico, como fue descrito en 1964 por Franquee et al, (9) quien
menciona que P. cinnamomi puede comportarse como un patdgeno homotalico. En el
segundo tipo de respuesta se formaron oosporas en veinticuatro confrontaciones,
indicando que si existen ambos grupos de compatibilidad sexual A1 y A2 en la region
productora de aguacate de Michoacéan. Estos resultados se contraponen a lo obtenido
en 1964 por Galindo et al. (10) dichos autores reportan que el grupo Al se encuentra
solo en Hawai en plantas de Macadamia y Papayo. Es probable que el grupo Al pudo
haber llegado a México de la misma forma en que se introdujo el grupo A2 y se halla
adaptado a las condiciones ambientales donde se desarrolla el aguacatero de una forma

mas reservada dado que el grupo Al no presenta patogénesis en plantas de aguacate.



Galindo et al, (10) por lo que su presencia en México pudo haber pasado desapercibido,
por lo anterior existen referencias como la de T¢liz (20), donde reporta que en México
solo se encuentra un grupo de compatibilidad sexual y por consiguiente no existe
evidencia de oosporas en el pais. Los analisis de PCR mostraron que algunos aislados
presentaron la banda de 2.7 kb, Chang et al, (6) que corresponde al grupo Al, siendo
estos los aislados SJIN-L1, TAN-00, TAN-03, URU-L1, URU-02 y URU-03; sin
embargo al confrontar estos aislados con el TAN-00, se indujo la formacion de
oosporas. Lo anterior significa que las cepas pueden presentar un comportamiento tipo
homotélico como el reportado en 1998 por Muiiiz, (14) donde encontr6 dos
aislamientos de Phytophthora infestans, los cuales produjeron oosporas al aparearse con
cualquier aislamiento probado , pero no al apararse consigo mismo; es decir los
aislamientos presentaron un tipo de respuesta A1 A2; lo que le permite formar oosporas
al cruzarse con los aislamientos de los otros grupos. Este tipo de comportamiento fue
descrito por Erwin et al, (8). El homotalismo (formacién de oosporas sin actividad
sexual entre A1 y A2 ) se puede presentar mediante estimulos exteriores en formas muy
variadas; ya sea por el uso de bacterias del género Trichoderma viride Brassier (4); por
dafio mecénico en el micelio de las cepas A2 Reeves (18); por reaccion quimica al
estar expuesta al acido oleico que se encuentra en la raiz del aguacatero, lo que sucede
solo en el grupo A2 Zentmyer (21,23). La reproduccion sexual en Phytophthora
cinnamomi y varias especies de Phytophthora se encuentran relacionadas a una sustancia
tipo hormonal Ko (12). En este sistema, la produccion de oosporas ocurre en A1 como
también en A2. De acuerdo a la informacion anterior, se puede concluir que en la region

productora de Aguacate del estado de Michoacan, México, se encuentran presentes los



dos grupos de compatibilidad sexual de P. cinnamomi; y que los aislados de P.

cinnamomi pueden presentar comportamiento tipo homotalico.
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Figs. 1-4.-  Estructuras de Phytophthora cinnamomi. Fig 1. Esporangio ovoide, no
papilado. Fig 2.- Esporangioforo simple, nuevos esporangio producidos
internamente. Fig 3.- Clamidospora globosa con pared delgada y esporangio
opiriforme, no papilado. Fig4. Micelio toruloso.



Figs. 5-6. Estructuras sexuales de Phytophthora cinnamomi. Fig 5.- Oogonio y
anteridio anfigeno. Fig 6.- Oospora.
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RESUMEN. Cuarenta y dos aislados de Phytophthora cinnamomi Rands, de cinco municipios del
estado de Michoacan, México, fueron examinados por polimorfismos de ADN amplificados al
azar, con el objetivo de determinar la variabilidad genética de P. cinnamomi de aguacate; dicha
variabilidad se evalud por reaccion en cadena de la polimerasa con 21 oligonucleotidos de 10
bases cada uno, los cuales mostraron un total de 23 bandas. La distancia genética entre cada
uno de los aislados fue calculada y analizada por el método del promedio no ponderado, de esta
manera se obtuvo un dendrograma, el cual mostro las relaciones entre cada uno de los aislados.

El anélisis mostrd que las agrupaciones geograficas son fuertes.



Palabras clave: Persea americana, RAPDs, tristeza del aguacatero

ABSTRACT. Forty two Mexican isolates of Phytophthora cinnamomi Rands, were examined for
genetic diversity by the random amplified polymorphic DNA assay. The amount of genetic
variation was evaluated by polymerase chain reaction amplification with a set of twenty one
random 10-mer primers. All amplifications revealed scorable polymorphisms among the isolates,
and a total of 23 band position was scored for the 21 primers tested. Genetic distances between
each of the isolates were calculated and cluster analysis was used to generate a dendogram
showing relationships between them. These results suggest that the geographic groups are

strong.

Key words: Persea americana, RAPDs, root rot on Avocado

INTRODUCCION

Phytophthora cinnamomi Rands, causante de la tristeza del aguacatero, es una de las
enfermedades mas devastadoras del frutal (Zentmyer 1980). En México, en los estados de
Morelos y Puebla se han encontrado incidencias que fluctuan entre 45y 90 por ciento. En
Michoacan, México es alarmante el niumero de arboles que muestran sintomas de P. cinnamomi,
datos conservadores muestra que el cinco por ciento de la superficie cultivada presenta dafios
por esta enfermedad (Téliz 2000) y tiende a incrementarse.

Este patdgeno posee dos grupos de compatibilidad sexual A1y A2 (Erwin et al. 1996;

Alexopoulos 1996), el A2 presenta mayor grado de agresividad y es el mas comun en cultivos



agricolas (Zentmyer 1980); el estado sexual es una fuente potencial de variabilidad
intraespecifica en especies heterotalicas (Boccas et al. 1976).

De acuerdo a un analisis de isoenzimas realizado en poblaciones de P. cinnamomi,
ambos grupos de compatibilidad sexual solo estan presentes en Australia (Old et al. 1984; 1988)
y Sudafrica (Linde et al. 1997; 1999) reproduciéndose sexualmente.

En México este patdgeno se ha detectado en las zonas aguacateras de Michoacan,
Puebla, Veracruz, Nayarit y Morelos (Téliz et al. 1992).

La variabilidad genética de un microorganismo puede ser determinada por medios
tradicionales, asi como por técnicas modernas, dentro delos primeros se encuentran morfologia
colonial (Tommerup et al. 2000), comportamiento sexual (Galindo y Zenmyer 1964), germinacion
de esporangios (Ayers y Zentmyer 1971), morfologia del anteridio (Huberli et al. 1997),
resistencia a productos quimicos (Ritch 1991), patogenicidad (Huberli et al. 2001; Romero y
Erwin 1969), uso de plantas diferenciales (Streets 1969) etc. Siendo las técnicas modernas
como marcadores moleculares, las que han permitido la deteccién mas eficiente de variantes
genéticas de distintos microorganismos (Michelmore y Hulbert 1987).

Los polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPDs) han sido utilizados para detectar
la variabilidad intraespecifica existente entre patdgenos (Assigbetse et al. 1994; Crowhurst et al.
1991; Zimand et al. 1994). Para hongos fitopatdgenos, el analisis RAPDs puede proveer marcas
que sirvan para diferenciar; razas de Fusarium. solani f. sp. cucurbitae Snyder & Hansen
(Crowhurst et al. 1991), Fusarium. oysporum f. sp. pisi (Schlecht.) Snyder & Hansen (Grajal-
Martin et al. 1993); aislados agresivos y no agresivos de Phoma lingam (Tode ex Fr.) Desm.
(Goodwin & Annis 1991; Schafer & Wdstemeyer 1992); aislados con diferentes origenes
geograéficos de Collectotrichum graminicola (Ces.) Wils. (Guthrie et al. 1992) y aislados de Discula

umbrinella Sacc. en diferentes hospederos (Haemmerli et al. 1992).



Actualmente la diversidad genética de P. cinnamomi no ha sido determinada en
Michoacan, México; por ello se requieren realizar estudios que clarifiquen dicha interrogante; para
de esta manera poder planear estrategias de control adecuadas, ya que la variabilidad podria
dar como resultado el desarrollo de variantes mas agresivos y resistentes a plaguicidas
convencionales. Debido a lo anterior, el trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la
variabilidad genética y las relaciones filogenéticas entre 42 aislados de P. cinnamomi
obtenidos de las principales areas productoras de aguacate de Michoacan, por medio de

polimorfismos de ADN amplificados al azar.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de P. cinnamomi y extraccion de ADN

Cuarenta y dos aislados (Tabla 1) de P. cinnamomi se analizaron por RAPDs. EI método
de Zentmyer (1970) se utilizo para aislar a P. cinnamomide raizy el método de (Campbells
1949; Rondon 1988) se uso para suelo.
Se raspo el micelio de P. cinnamomi de una caja de Petri con medio V-8 agar clarificado (20 % V-
8,0.2 % CaCOs3, 1.6 % de agar bacterioldgico y 2.0 % de dextrosa anhidra). La extraccion de
ADN se realizé por el método Doyle modificado por Vazquez (1990); 0.2 g de micelio se pesaron
y maceraron con una varilla esmerilada para resuspenderlos en 500 uL de regulador de
extraccion (Tris-HCI, pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.5 50 mM, NaCl 50 mM y SDS 2 %), se agit6 en
un vortex durante 30 s, y se dejo reposar en hielo por 15 min. Se agregaron 500 pL cloroformo
alcohol isoamilico 24:1 y agit6 en un vortex para posteriormente centrifugarlo a 12,000 rpm
durante 15 min, se recuperd la fase acuosa en un tubo nuevo y se le adiciond el mismo volumen

de isopropanol, se dejo reposar por 15 min en hielo para posteriormente centrifugar a 12,000 rpm



durante 10 min, se desecho el sobrenadante y se recuperd la pastilla la cual fue resuspendida en
50 pL de agua desionizada estéril. Se agreg6 10 uL de RNAsa y se incubd a 37°C por 1 h,
finalmente se determind la concentracion de ADN y se diluyé este hasta obtener la concentracion
de ADN adecuada para la reaccion de PCR en este caso se utilizaron 50 ng/pL.

Amplificacion de ADN

Condiciones de PCR. La amplificacion del ADN se realizé con cada uno de los
iniciadores mostrados en la (Tabla 2), estos oligonucleotidos constan de 10 bases de longitud,
obtenidos de MWG, Inc. (Biomol). Las condiciones de PCR optimas para la reaccion de RAPDs
fueron las siguientes. Cada 24 L de mezcla para PCR contenia 2.5 pL de regulador de la Taq
10X, , 1.2 uL de MgClp, 2 uL de mezcla de DNTPs a 10 mM, 0.2 pL Taq polimerasa 5U/uL , 1
ML de iniciador 10 pmol, 2 uL ADN a 50 ng y 15.1 uL de agua.

Las condiciones de amplificacion incluyen un ciclo inicial de 94°C por 5 min, 45 ciclos a
94 °C por 1 min , alineamiento a 35 °C por 1 min y extension a 72 °C por 1 min 10 sec; asi como
un ultimo ciclo a 72 °C por 7 min (Chang et al., 1996).

Anélisis de los productos de PCR. Se corri6 en un gel de agarosa al 2 % (Promega Inc
Biomol) en TAE regulador 1X (pH 8.3) a 60 V por 3 h. El gel se tifio con 5 uL de bromuro de
etidio y se visualizd en un transiluminador de luz uv (302 nm).

Anadlisis de datos. Se obtuvieron las disimilaridades genéticas, utilizando el coeficiente
de apareamiento multiple (Sneat & Sokal, 1973) y el método de agrupamiento jerarquico UPGMA

o método del promedio no ponderado, para obtener un dendograma.



RESULTADOS

De los 21 oligonucleotidos utilizados, cuatro presentaron amplificaciones con un total de
23 bandas que representan el 95.65 % de polimorfismos. Los iniciadores usados, el nimero total
de bandas, asi como bandas polimorficas obtenidas de los aislados se muestran la (Tabla 2). El
patron de bandeo obtenido con los iniciadores OPS-13, OPE-04, OPE06 y OPE-10 se puede
observar en las (Figuras 1y 2), la informacion obtenida del patron de bandeo se utilizé para
determinar la distancia genética entre los aislados y construir un dendograma (Figura 3).

Las amplificaciones obtenidas oscilaron entre 0.564 a 2.7 kb, en las bandas de los
RAPDs a las que se les otorgaron dos valores: el valor de 1 para la banda presente y 0 para la
ausente. El andlisis de los 42 aislados con 23 bandas, se analizaron en el programa S-plus
profesional para Windows; los datos obtenidos en los RAPDs se utilizaron para obtener la matriz
de disimilaridades genéticas utilizando el coeficiente de apareamiento multiple (Sneat & Sokal
1973), también conocido como coeficiente de Sckroch (Sckroch et al. 1992), seguido por la
utilizacion del método de agrupamiento jerarquico UPGMA o método del promedio no ponderado,
para construir el dendograma (Sneat & Sokal 1973). Esta agrupacion mostré dos niveles de
asociacion, asi, los aislados se clasificaron dentro de dos grupos principales y dos pequefios
subgrupos.

Al comparar las poblaciones de P. cinnamomi de los cinco municipios del estado de
Michoacan México, la agrupacion de los aislados en relacion a la distribucion geografica, se
mantuvo. En el grupo A, se encuentra el 100 % de los aislados de Salvador Escalante, el 83 % de

los aislados de Periban, el 88 % de los aislados de Tancitaro, 50 % de los aislados de San Juan'y



45 % de los aislados de Uruapan. En el grupo B, se ubica el 50 % de los aislados de San Juan

Nuevo y el 55 % de los aislados de Uruapan (Figura 3).

DISCUSION

En un estudio realizado por Chang (1996) encontré en 25 aislados de P. cinnamomi, 18
provenientes de raiz de Cinnamomum osmophloeum (canela) y tres de Persea americana
(aguacate) de suelos forestales, encontré 80.2 % de polimorfismos, asi como un coeficiente de
similaridad de los grupos de compatibilidad sexual A1, A2 y ambos, de 0.695, 0.63 y 0.63
respectivamente, estos resultados indican que las poblaciones A1 presentan menos variacion
que A2; sin embargo, la diferenciacion genética no fue significativa.

Las agrupaciones mostradas en el dendograma, muestran que, la separacion esta
relacionada con la localizacion geografica de la cual fueron obtenidos los aislados; por ejemplo,
los sitios de muestreo pertenecientes al grupo B (Fig. 3) presentan condiciones climaticas
semejantes como son; altura promedio de 1950 msnm, clima templado con lluvias en verano,
precipitacion de 900 mm y temperaturas de 7 a 38 °C, suelo andosol ocrico-hiimico
moderadamente drenado, de uso forestal y en menor proporcion agricola, donde domina el
bosque de confieras con pino oyamel y juniperos; asi como bosque mixto de pino-encino
(ASSEAM 1998). Con respecto a los dos subgrupos presentes en el dendograma y en relacion
con el origen geografico de los aislados fueron designados como a1, a2 , b1y b2. Esto indica una
fuente de variabilidad genética producto de la reproduccion sexual y asexual del patdgeno
(Podger et al. 1972; Shea 1983; Zak & Campell 1958; Zentmyer 1980).

La reproduccidn sexual en especies de Phytophthora, ha sido una influencia significativa
en los niveles de diversidad genotipica en poblaciones de estos patdgenos; por ejemplo, la

introduccion de ambos grupos de compatibilidad de Phytophthora infestans dentro de Europa



incrementd la diversidad genotipica de este patogeno (Drenth et al. 1994). Referente a lo anterior,
aislados de P. cinnamomi de Sudafrica presentaron diferencias genéticas significativas (Linde et
al. 1997, 1999).

Alrededor del mundo en poblaciones de P. infestans, la variacion genética podria no ser
totalmente atribuida a la reproduccion sexual (Goodwin et al. 1994; Xu & Vilgalys1999); la
variabilidad genética generada por recombinacion mitética, puede explicar la variabilidad
fenotipica; esto sugiere la expresion de clones de P. cinnamomi en el mundo (Oudemans &
Coffey 1991). La considerable variacién de poblaciones en Australia de P. cinnamomi, fue debido
ala reproduccion asexual y reproduccién sexual (Dudzinski et al. 1993). El impacto de la
variacion genotipica y fenotipica de poblaciones de P. cinnamomi en el mundo, no es conocida
con claridad; sin embargo, la reproduccion asexual es un mecanismo predominante de variacion
en poblaciones del patégeno (Huberli et al. 1997; 2001); quienes demostraron una sustancial
variacion en fenotipos dentro de una linea clonal de P. cinnamomi, la que se observd en dos
poblaciones localizadas a 70 km de distancia. Siendo el primer estudio en P. cinnamomi donde
se uso gran numero de aislados (73) en los cuales la distancia en genotipos y fenotipos varian en
poblaciones cercanas.

La informacion obtenida en el trabajo de investigacion muestra que existe variabilidad
genética en Phytophthora cinnamomi de aguacate en la region productora de Michoacan México,
la cual podria verse reflejada en variabilidad patogénica situacion que debe de tomarse en

cuenta para el desarrollo de estrategias de control.
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Tabla 1. Aislados de Phytophthora cinnamomi de Michoacan México usados en polimorfismos de
ADN amplificados al azar.

Table 1. Isolates of Phytophthora cinnamomi from Michoacan Mexico used in random amplified
polymorphic DNA marker analysis.

Aislado Municipio
C1 Periban
C2 Periban
C3 Periban
C4 Periban
C5 Periban
C29 Periban
C6 S. Escalante
C7 S. Escalante
C8 S. Escalante
C9 S. Escalante
C10 S. Escalante
C24 S. Escalante
C26 S. Escalante
C31 S. Escalante
C11 San Juan Nuevo
C12 San Juan Nuevo
C13 San Juan Nuevo
C25 San Juan Nuevo
C27 San Juan Nuevo
C28 San Juan Nuevo
C30 San Juan Nuevo
C35 San Juan Nuevo
C36 San Juan Nuevo
C40 San Juan Nuevo
C14 Tancitaro
C15 Tancitaro
C16 Tancitaro
C32 Tancitaro
C37 Tancitaro
C38 Tancitaro
C39 Tancitaro
C41 Tancitaro
C42 Tancitaro
C17 Uruapan
C18 Uruapan
C19 Uruapan
C20 Uruapan
C21 Uruapan
C22 Uruapan
C23 Uruapan
C33 Uruapan
C34 Uruapan




Tabla 2. Secuencia de Nucledtidos de MWG, Inc. (Biomol) primers usados en el experimento y
numero de productos de PCR polimorficos en Phytophthora cinnamomi.

Table 2. Nucleotide sequense of MWG, Inc (Biomol) primers used in the experiment and the
number of scorable and polymorphic PCR products for Phytophthora cinnamom

Secuencia Numero de polimorfismos /Total
E-01 CCCAAGGTCC 0/0
E-02 GGTGCGGGAA 0/0
E-03 CCAGATGCAC 0/0
E-04 GTGACATGCC 8/9
E-05 TCAGGGAGGT 0/0
E-06 AAGACCCCTC 8/8
E-07 AGATGCAGCC 0/0
E-08 TCACCACGGT 0/0
E-09 CTTCACCCGA 0/0
E-10 CACCAGGTGA 11
E-11 GAGTCTCAGG 0/0
E-12 TTATCGCCCC 0/0
E-13 CCCGATTCGG 0/0
E-14 TGCGGCTGAG 0/0
E-15 ACGCACAACC 0/0
E-16 GGTGACTGTG 0/0
E-17 CTACTGCCGT 0/0
E-18 GGACTGCAGA 0/0
E-19 ACGGCCTATG 0/0
S-13 GTCGTTCCTG 5/5
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Figura 1. Patrén de bandeo obtenido por polimorfismos de ADN amplificados al azar con los

iniciadores OPS13 y OPE04; con A Hindlll como marcador de peso molecular.
Figure 1. Banding pattern obtained by random amplified polymorphic DNA analysis with primers

OPS13 and OPE04; A Hindi Ill = molecular weight marker.

AUTORES: A Flores-Olivas, YM Ochoa-Fuentes, FD Hernandez-Castillo, V Olalde-Portugal,
J Landeros-Flores.
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Figura 2. Patron de bandeo obtenido por polimorfismos de ADN amplificados al azar con los
iniciadores OPE06 y OPE10; con A Hindlll como marcador de peso molecular.

Figure 2. Banding pattern obtained by random amplified polymorphic DNA analysis with primers
OPEO6 and OPE10; A Hindi Ill = molecular weight marker.

AUTORES: A Flores-Olivas, YM Ochoa-Fuentes, FD Hernandez-Castillo, V Olalde-Portugal,
J Landeros-Flores.
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Figura 3. Dendograma de polimorfismos de ADN amplificados al azar en cuarenta y dos aislados
de P. cinnamomi del estado de Michoacan México. Se presentan dos grupos principales Ay B; asi
como dos subgrupos a1y b1.

Figure 3. Dendogram produced by using random amplified polymorphic DNA analysis in fourty
two isolates of Phytophthora cinnamomi from Michoacan Mexico. A and B denote the two main
groups determined; a1, a2, b1, and b2 are the subgroups.

AUTORES: A Flores-Olivas, YM Ochoa-Fuentes, FD Hernandez-Castillo, V Olalde-Portugal,
J Landeros-Flores.
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Genetic Variability of Phytophthora cinnamomi Rands in Michoacan, Mexico
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Abstract. Forty-two isolates of Phytophthora cinnamomi Rands, from 5 municipalities
of Michoacan, Mexico were genetically analyzed using amplified fragment length
polymorphisms (AFLP) to determine the genetic variability and the existing
relationships among avocado P. cinnamomi isolates. The amplifications showed 296
bands. A genetic dissimilarity matrix was obtained in this trial by means of the multiple
coupling coefficient and the hierarchical grouping method, also called non-weighted
average method. The resulting dendogram showed two levels of association. The isolates
were classified within two main groups associated with the geographical location from
which they were obtained. The analysis and determination of the confidence levels

demonstrated that these geographical groups are extremely strong.

Key words: AFLP, Persea americana, Avocado tristeza



INTRODUCTION

Phytophthora cinnamomi Rands produces tristeza in avocado trees, one of the most
devastating diseases of avocado fruit tree (Zentmyer, 1980). This pathogen presents two
sexual compatibility groups: Al and A2 (Erwin et al., 1996; Alexopoulos, 1996). Sexual
condition is a potential source of intra-specific variability in heterothallic species
(Boccas et al.,, 1976). An alarming number of trees are currently suffering from P.
cinnamomi, in Michoacan, Mexico. Conservative data establishes that five per cent of
this fruit crop has been already damaged by the disease (Té¢liz, 2000), and this

percentage is expected to increase.

Amplified fragment length polymorphisms (AFLP) depend on the enzymes’ recognition
of the restriction sites in the DNA; the relationships among the number of initiating
oligonucleotides’ selective nucleotides and the genome’s complexity (Lin and Kuo,
1995). Polymorphisms had already been used in the assessment of genetic diversity in
barley (Hordeum sp.) (Pakniyat et al., 1997); tea (Camellia sp.) (Paul et al., 1997) and
Miscanthus sp. (Greef et al., 1997). Besides their use in plant breeding, genome mapping
and in populations’ biology (Breyne et al., 1997), their strength stems from the

simultaneously observed loci and their consistency.

At present, the genetic diversity of P. cinnamomi in Michoacan, Mexico has not yet
been determined. Molecular trials such as AFLP are needed to clarify that question and

to design control strategies.



The purpose of this essay was to determine the genetic variability and the existing
relationships among the forty-two isolates of P. cinnamomi obtained from the main

avocado producing areas in Michoacan, using AFLP.

METHODS AND MATERIALS

Forty two root and soil samples from avocado tree presenting symptoms of  P.
cinnamomi Rands were obtained from the municipalities of: Tancitaro, Periban,
Salvador Escalante, San Juan Nuevo, and Uruapan in the state of Michoacan, Mexico.
V-8-agar cultural medium was used to isolate and purify the pathogen from the root
samples. The V-8-agar medium was prepared by mixing 2 g of CaCO; with 200 ml of
V-8 juice, centrifuged at 3,500 rpm during 20 min 200 mL of the supernatant were
diluted with 800 mL of sterile distilled water, 16 g of agar (Zentmyer et al., 1976) and
20 g of anhydrous dextrose were added to the mix, before leaving it at 24 °C + 2 in the
dark for 7 days.

The apple fruit method was used to isolate the pathogen from the soil samples. Three 3
cm deep holes were punched in an apple to put the soil samples inside. A cotton ball
with sterile distilled water covered the hole to keep it wet. The apple peel was placed on
top using an adhesive tape. After inoculation, the fruit was placed in plastic bags inside a
wet chamber during 48 hours at 24 °C. The samples were checked every two days. The
positive samples developed chestnut stains around the holes and they were used in the
isolation and purification processes made on V-8-agar (Campbell, 1949; Rondon et al.,

1988).



P. cinnamomi Identification

The preparations obtained from the cultural medium were studied under the microscope
and they were identified using morphological criteria (Erwin, 1996; Huberli, 1997).
Once the determination was made, the material was multiplied using soil extract
inoculations that enabled us to obtain a larger number of sporangia. (Ayers, and

Zentmyer, 1971).

DNA extraction

DNA extraction was made by scraping the mycelia of P. cinnamomi developed in the
clarified V-8 agar culture medium (20 % V-8, 0.2 % CaCOs, 1.6 % of bacteriological
agar and 2.0 % of anhydrous dextrose). DNA was extracted using Doyle’s method
(1990), as modified by Vazquez with sodium dodecyl sulfate (SDS) Promega Inc. 0.2 g
of the mycelia were macerated with a ground rod before being re-suspended in 500 pL
of buffer taken from the extraction (Tris-HCI, pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.5 50 mM,
NaCl 50 mM and SDS 2%). The suspension went into the vortex for 30 seg before
being left on ice during 15 min. 500 pL of isoamyl chloroform alcohol 24:1 were added,
stirred in the vortex and centrifuged at 12,000 rpm during 15 min. The mix rested on ice
for 15 minutes before being centrifuged at 12,000 rpm during 10 minutes. The
supernatant was discarded to recover the tablet. The tablet was re-suspended in 50 pL
of sterile de-ionized water, adding 10 uL of RNAsa at 37 °C for 1 h. Finally, the right

DNA concentration for the PCR reaction was determined, using 100 ng/pL.



AFLP Essay

The protocol used in the essay is similar to the protocol reported by Vos et al (1995),

except for the use of markers with 700 and 800 nm fluor-meters in Eco initiators.

Digestion- Bonding of DNA.

Digestion was achieved with DNA samples at a concentration of 100 ng/uL. After
checking their quality in agarose gels at 1 %, 1 pL of diluted DNA from each simple
was placed on a PCR plate following a previously determined arrangement. 8 pL of
sterile distilled water and 3.5 puL of the mix (1 uL of DNA at 100 ng/uL, 0.5 uL of Eco
RI at 10 U/pL, 0.5pL of Truq 1 at 10 U/pL, 2.5 pL of Buffer RL) were added to every
reaction. To achieve digestion, the mix was incubated at 37 °C for 2 h and 15 min; and
at 70 °C to inactivate the enzyme, using a thermocycler GeneAmp® PCR Systems 9700
(Applied Biosystems). The mix was stored at 4 °C.

Afterwards, 12.5 puL of the bonding mix were added to every reaction, (1.0 puL of
Adapter Eco RI/ Eco RI (5 pmol), 1.0 uL. of Adapter Mse I/Mse I (50 pmol), 1.0 pL of
ATP (10 mM) pH 7, 9.0 uL of Buffer RL (5X) and 0.5 uL of T4 DNA ligase) and they
were incubated at 20 °C for 2 h, inside the thermocycler. When the digestion (total
bonding) process was completed, a dilution of 1:60 (2 uL. DNA + 118 water) was

prepared and stored at —20 °C.

First Amplification



Initiators 5-GACTGCGTACCAATTC/A-1 (Eco RI) and 5-
GATGAGTCCTGAGTAA/C-1 (Msel) were used in the first amplification, 2.5 pL of
digested-bonded DNA (diluted 1:60) were placed in the PCR plate, along with 23 pL of
the mix, to obtain the amplification reaction (1.5 uL de E + A (50 ng/uL), 1.5 uL of M
+ C (50 ng/uL), 2.5 puL of Buffer 10X (Mg), 0.5 uL of Tag DNA polymerase (SU/uL),
2.5 uL of DNTPs (10 mM) and 14.5 pL of sterile water.

A thermocycler was used in the amplification process, according to the following
schedule: 5-min cycle at 95 °C; 0.5 min at 94 °C; 1 min at 56 °C and 1 min at 72 °C,
20 5 —min cycles at 95 °C; 0.5 min at 94 °C; 1 min at 56 °C; 1 min at 72 °C and at 4
°C. A 1:60 dilution (2 ul DNA + 118 pl of water) of this pre-amplification reaction was
prepared and stored at 4 °C and at —20 °C after the denaturalizing gel run was

confirmed as positive.

Second Amplification.

The selective amplifications of this essay used 4 combinations of initiators (IRDye
Flourecent AFLP®)( E-ACA700/M-CTC, E-ACC700/M-CAT, E-ACT800/M-CAT and
E-ACG800/M-CTT . A blend for every combination was prepared (2.0 pL of DNA
template first amplification (Dil 1:60), 2.0 uL of M + NNN (50 ng/uL), 0.5 uL E +
NNN 700 (50 ng/uL), 0.5 pL of E + NNN 800 (50 ng/uL), 1.2 uL of Buffer 10X, 0.1 uL
Taq DNA polymerase (5U/uL) and 4.8 pL of sterile water ).

The amplification reaction took place inside the thermocycler according to the following
schedule: 5.minute hot start at 94 °C; 12 cycles of 0.5 min at 94 °C; 0.5 min at 65 °C

and 1.0 min a 72 °C, lowering the alignment temperature by 0.7 °C in each cycle; 23



cycles of 0.5 min at 94 °C; 0.5 min at 56°C; 1 min at 72 °C and 4°C. The selective
amplification products were submitted to a poly-acryl amide to denature them at 6.5 %,
using the AFLP automatic sequencer (LI-COR SAGA MX software release 2.1).

20 mL of buffer KB at 6.5 % (Acryl amide at 40 % , Urea 8 M and TBE) with 150
ul of an ammonium per-sulfate solution (APS) at 10 % and 15 ul TEMED (N,N,N,N.,-
Tetra-methyl ethyl diamine), that was poured immediately between the crystal plates
with a syringe to avoid bubble formation. A shark-like comb was inserted, before
clamping the pressure plates. Polymerization lasted 1 h.

The gel was treated for 20 min inside the Li-cor automatic sequencer before loading the
samples, using buffer TBE 0.8 X. After that time, 0.4 uL of denatured DNA (5 min at
94 °C) were loaded already mixed with a blue dye buffer and a load of 6 X. Molecular
weight markers of 50-700 bp and 50-800 bp were used. The Electrophoresis process
lasted 2 h at the equipment’s specified operating conditions.

The gel images were analyzed using software LI-COR SAGA MX release 2.1 for gel
reading. The molecular weight bands of each marker were obtained to use them as

reference when reading the polymorphic bands in each lane.

Data analysis

Windows S-plus professional software was used in the data analysis. A genetic
dissimilarity matrix was obtained using the multiple coupling coefficient (Sneat and
Sokal, 1973), also known as the Sckroch coefficient (Sckroch et al., 1992), followed by
the hierarchical grouping method , UPGMA or non-weighted average method to produce

a dendogram (Sneat and Sokal, 1973; Everit, 1993). Felsenstein’s confidence



coefficients (Felsenstein, 1985) were obtained and used in the dendogram nodes. The

isolates’ dissimilarity matrix was also obtained.

RESULTS AND DISCUSSION

Forty-two P. cinnamomi isolates were analyzed with AFLP, using four combinations of
initiators. The analysis revealed 296 bands in total, ranging from 55 to 639 bp. Figures
2-5 show the profile of the amplifications obtained with the four combinations. The
bands were classified either as monomorphic or as polymorphic; E-ACA700/M-CTC,
E-ACC700/M-CAT , E-ACT800/M-CAT and E-ACG800/M-CTT produced 60.8 %, 72
%, 66 % and 34 % of the polymorphic bands, out of a total of 130, 67, 46 and 53
amplifications.

Four out of forty-two P. cinnamomi isolates in total were eliminated, since their sample
analysis resulted in more than 20 % of lost data; yielding sixty bands with lost data.
According to this criterion, subjects C5, C16, C22 and C30 were eliminated, 38 subjects
with 296 bands were analyzed using Windows S-plus professional software. The data
obtained from AFLP were used to produce a genetic dissimilarity matrix, using the
multiple coupling coefficient (Sneat and Sokal, 1973), also called Sckroch’s coefficient
(Sckroch et al., 1992), followed by the hierarchical grouping method, UPGMA or non-
weighted average method, to produce a dendogram (Sneat and Sokal, 1973). The
dendogram showed two levels of association. Isolates were classified in two main
groups and two small sub-groups associated with the geographical locations from which
they were obtained. The analysis and determination of the confidence levels showed

that these geographical groupings are extremely strong. In order to obtain Felsenstein’s



confidence coefficients (Felsenstein, 1985), for the dendogram nodes, a total of B=
1000 re-samples were used. The reported dendogram shows the percentage of times that
a node is repeated in the B= 1000 re-samples.

When comparing the population of P. cinnamomi in the five municipalities of
Michoacan, Mexico, we observed the prevalence of geographical distribution in the
relationship of isolates. Isolates from Uruapan, Tancitaro, Periban, San Juan Nuevo and
Salvador Escalante remained clearly separated (Fig. 1). Based on the dendogram
analysis and the geographical origin of the isolates, two sub-groups were determined: al
and bl.

Group A contains 100% of the isolates from Salvador Escalante, 84 % of the isolates
from Periban; 56 % of the isolates from Tancitaro; 80 % of the isolates from San Juan
and 67 % of the isolates from Uruapan. Group B contains 20 % of the isolates from San
Juan Nuevo; 33 % of the isolates from Uruapan and 44 % of the isolates from Tancitaro
(Fig. 1). 10 of the isolates from the sampling sites in group A come from similar climate
conditions: an average altitude of 1950 above the sea level, moderate climate with
summer rainfall; average rainfall of 900 mm and temperatures ranking from 7 to 38 °C;
andosol humic-ochric slightly drained soil, used mainly in forestry and in agriculture to
a lesser extent, with a predominance of coniferous woods with fir-spruce trees (oyamel)
and junipers; as well as a mixed oak-pine trees wood (ASSEAM, 1998). The two
dendogram groups indicate a source of genetic variability resulting from sexual and
asexual reproduction of the pathogen; since P. cinnamomi is an important root pathogen
for a large number of hosts mainly found in forestry regions all over the world (Podger

et al., 1972; Thorn et al., 1954; Shea, 1983; Zak y Campell, 1958; Zentmyer, 1980).



Sexual reproduction in Phytophthora species has had a significant influence in the
population’s genotypic diversity of these pathogens. For instance, the introduction of
both compatibility groups of Phytophthora infestans within Europe, increased the
genotypic diversity of this pathogen (Drenth et al., 1994). In that regard, P. cinnamomi
isolates from South Africa presented significant genetic differences (Linde et al., 1997,

1999).

In populations of P. infestans around the world, genetic variation might not be totally
attributed to sexual reproduction (Goodwin et al., 1994; Xu y Vilgalys, 1999). Genetic
variability derived from mitotic recombination may account for phenotypic variability
which suggests the expression P. cinnamomi clones in the world (Oudemans y Coffey,
1991). The hypothesis regarding the outstanding variation in Australian populations of
P. cinnamomi, due to sexual and asexual reproduction has already been demonstrated by
Dudzinski et al. 1993. The impact of genotypic and phenotypic variation of P.
cinnamomi populations in the world is not yet clearly known; however, asexual
reproduction is a prevailing variation mechanism in the pathogen populations. Huberli
et al., (1997, 2001); showed a substantial phenotypic variation in a clonal line of P.
cinnamomi, in populations that were 70 kms apart. This was the first study conducted
on P. cinnamomi with a large number of isolates (73), in which genotypes and

phenotypes varied greatly in populations that were close to each other.

The information obtained in this research work shows genetic variability of P.
cinnamomi in avocado from the growing region of Michoacan, Mexico; an aspect that

should be taken into account for future disease management works.
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Figure 1. Amplified fragment length polymorphisms’dendogram of P. cinnamomi from
Michoacan, Mexico. Two main groups are shown: A and B.



Figure 2. Band pattern obtained by amplified fragment length polymorphisms using a
combination of initiator E-ACA700/M-CTC and a 50-700 bp marker.



Figure 3. Band pattern obtained by amplified fragment length polymorphisms using a
combination of initiator E-ACC700/M-CAT and a 50-700 bp marker.



Figure 4. Band pattern obtained by amplified fragment length polymorphisms using a
combination of initiator E-ACT800/M-CAT and a 50-800 bp marker.



Figure 5. Band pattern obtained by amplified fragment length polymorphisms using a
combination of initiator E-ACG800/M-CTT and a 50-800 bp marker.
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RESUMEN

Se seleccionaron ocho variantes genéticas de Phytophthora cinnamomi, obteniendo el
in6culo a partir de cepas en crecimiento activo en medio de cultivo V-8 agar clarificado.
inoculando nueve plantas de aguacate, con cada una de las variantes genéticas y las
plantas testigo fueron tratadas con agua destilada estéril. Se determind la incidencia y
severidad de la enfermedad, esta ultima en base a una escala modificada. Los datos
fueron analizados por medio del andlisis multivariado utilizando el programa SAS
(Statistical Analysis System). Las pruebas de medias fueron realizadas por Tukey al

0.05. La incidencia de P. cinnamomi en las plantas de aguacate, presentd diferencia



significativa en la cepa C4 con respecto al testigo. Referente a severidad, de acuerdo al
analisis se obtuvo que las cepas C6 , C7 y C8 provenientes de Uruapan y Periban
murieron al final del experimento; mientras que las cepas C3, C4 y C5 presentaron
solamente dafios severos y las cepas C1 y C2 de Salvador Escalante ambas presentaron
un dafio moderado; por lo que, este estudio demostro variabilidad patogénica que

presentan cepas de P. cinnamomi obtenidas entre poblaciones a 60 km de distancia.

Palabras clave: Aguacate, tristeza del aguacatero, incidencia., severidad

INTRODUCCION

Actualmente, México es el principal productor y consumidor de aguacate (Persea
americana Mill.) en el mundo, con una produccién de 1,040,390 ton en una superficie
de 102,467 ha (FAOSTAT, 2005). Siendo los estados con mayor produccién:
Michoacén, Nayarit, Morelos y el Estado de México, los cuales en 2003 contribuyeron
con 82.8 % de la produccion nacional. Siendo el primero de los anteriores el principal
estado productor, con una superficie de 86,145 ha, lo que representa el 79 % de la
produccion total del pais (SAGARPA-SIAT, 2004). En este estado los principales
municipios productores son; Uruapan, Tancitaro, Periban, San Juan Nuevo y Salvador
Escalante; los que representan el 64 % de la superficie total plantada en el estado de
Michoacan, es decir 55, 322 ha con una produccion de 510,281 ton. Entre los problemas
del frutal destacan por su importancia la enfermedad conocida como tristeza del
aguacatero provocada por Phytophthora cinnamomi Rands, la cual es considerada como
el principal problema de este cultivo a nivel mundial (Zentmyer y Ohr, 1978). Este

fitopatdgeno presenta gran capacidad destructiva y un amplio niimero de hospederos,



atacando mas de mil especies de plantas (Zentmyer, 1980). A nivel mundial provoca
pérdidas economicas en la mayoria de los paises productores de aguacate. En
California, se ha estimado que puede afectar entre 60 y el 75 % de las huertas causando
una pérdida anual de aproximadamente 44 millones de dolares. Este patogeno ataca a
todas las variedades de aguacate dafiando las raices, y ocasiona la muerte del arbol.
(Coffey, 1992). En México se ha detectado la presencia de la tristeza del aguacatero en
todas las zonas productoras; destacando por la severidad de los dafos, la regién de
Atlixco, Puebla, donde ha causado la muerte de miles de arboles, en la regién productora
de Michoacan, se considera que alrededor de 4,000 ha estan afectadas por la
enfermedad, y tiende a incrementarse (T¢liz, 2000). En México, diversos factores han
propiciado que la pudricion de raiz del aguacate ocasionada por P. cinnamomi alcance
niveles epidémicos; por una parte, las caracteristicas propias de la biologia del alga que
le confieren un gran capacidad infectiva y la actividad de explotacion del cultivo que
no siempre utiliza las técnicas de manejo apropiadas para la disminucion del riesgo de
contaminacion (Ochoa, 2000). La enfermedad aparece cuando el patdégeno entra en
actividad al presentarse un drenaje deficiente, o bien, en suelos relativamente bien
drenados en los que se aplican riegos excesivos; la pudricion afecta tanto a las plantas de
vivero como a los arboles establecidos de diferente edad. (Brom , 1970). Actualmente, la
diversidad patogénica de P. cinnamomi en Michoacén, no ha sido determinada, por lo
que se requieren realizar estudios que determinen la patogenicidad de variantes
genéticas, obtenidas de la region y de esta manera planear estrategias de control. El
objetivo del presente estudio fue determinar la variabilidad patogénica de ocho variantes
genéticas de P. cinnamomi aisladas de las principales areas productoras de aguacate de

Michoacan.



MATERIALES Y METODOS

Aislados. Ocho variantes genéticas de P. cinnamomi determinadas por AFLP, fueron
obtenidas en el Laboratorio de Parasitologia Molecular de la Universidad, provenientes
de plantas de aguacate de los municipios de Periban, Tancitaro, San Juan Nuevo ,
Uruapan y Salvador Escalante, municipios del estado de Michoacéan. Los aislados fueron
purificadas por punta de hifa en medio de cultivo V-8 agar adicionado con dextrosa.
Produccion de indculo. La preparacion de indculo se realizd replicando las ocho
variantes genéticas en cajas de Petri con medio de cultivo V8 agar clarificado, con 10
repeticiones por cada uno de los aislados, se incubaron a 18 °C en oscuridad por siete
dias, obteniendo una abundante cantidad de micelio, una vez que las cajas se llenaron
con el micelio del patdogeno, se tomaron cinco explantes de 1 cm de didmetro de los
medios de cultivo con los aislados y se colocaron en tubos de ensaye de 20 mL
adicionando 10 mL de agua destilada estéril, enseguida los tubos se incubaron en
oscuridad a 18° C por cinco dias. Para determinar la concentraciéon de zoosporas se
agitaron los tubos en un vortex por 30 seg, para posteriormente hacer el conteo en el
hemacitometro, este procedimiento se realizo para cada una de las variantes genéticas.
Inoculacion e incubacion. La inoculacion se realizo el 14 de febrero de 2005, para la
cual se utilizaron 81 plantas de aguacate de seis meses de edad de la variedad Hass,
provenientes de un vivero certificado. Las plantas fueron inoculadas en la base del tallo,
con 200 mL de una suspension de zoosporas a una concentracion de 1 x 10° zoosporas /

mL obtenidas de las variantes genéticas de P. cinnamomi ; las plantas testigo fueron



tratadas con agua destilada estéril, después de la inoculacion las plantas fueron
colocados a 21 °C + 2.

Variables a evaluar. Se determind la incidencia de plantas enfermas considerando el
porcentaje de las nueve plantas observadas por cada aislado. La severidad de la
enfermedad se evalud en base a la escala propuesta por Zentmyer (1984), donde; 0=
planta sana; 1= dafio leve (planta achaparrada con inicio de clorosis 1/3 del area foliar);
2= dafio medio (planta achaparrada, con 2/3 del area foliar clordtica); 3= dafio severo
(planta achaparrada, con 100 % del éarea foliar clordtica); 4= dafio muy severo (planta
muerta). Se determind el porcentaje de pudricion de raicillas, nimero de hojas, altura,
diametro de planta y numero de lesiones. La presencia de P. cinnamomi en las plantas
enfermas se verificd mediante aislamientos realizados cada seis semanas de las raicillas
de las plantas con sintomas de la enfermedad, extrayendo trozos de raices de la zona del
avance del patdgeno, estableciendo el porcentaje de raiz infectada por P. cinnamomi . En
el proceso de aislamiento, las raices de la planta se lavaron con agua corriente, se
tomaron segmentos de 1 cm de longitud y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2
% por 30 seg. Las raices se enjuagaron con agua destilada estéril por dos ocasiones y el
exceso de agua se elimind con papel absorbente. Los trozos desinfectados se colocaron
en cajas Petri con medio de cultivo V-8 agar clarificado; la identificacion de el patdgeno
se llevd a cabo por criterios morfoldgicos (Erwin y Ribeiro, 1996; Huberli, 1997).
Analisis de datos. Los datos fueron analizados por medio del andlisis multivariado
donde se compararon factores de desarrollo contra variante genéticas utilizando el
programa SAS (Statistical Analysis System). Las pruebas de medias fueron realizadas

por Tukey al 0.05.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas que presentaron las plantas enfermas fueron; clorosis progresiva, necrosis
de los margenes de las hojas para terminar en una necrosis generalizada, las raices de
las plantas enfermas se encontraban necrosadas con facil desprendimiento de la corteza.
Los aislamientos de raices de plantas con sintomas de la enfermedad, mostraron la
presencia de P. cinnamomi de forma consistente. En general la incidencia de P.
cinnamomi en las plantas de aguacate, present6 diferencia significativa en el aislado 4
con respecto al testigo. El aislado 4 de Tancitaro fue la que mayor incidencia presentd a
los 42 dias de inoculacion; sin embargo, a los 126 dias se observé que todas las plantas
en estudio en estudio alcanzaron 100 % de incidencia, (Cuadro 1); la severidad en el
resto de las plantas inoculadas por los diferentes aislados, mostraron los valores mas
altos en las de Uruapan y Periban con un promedio de 3.17, 2.44 y 2.93 respectivamente
en la escala de Zentmyer (1984), permaneciendo los aislados 1 y 2 provenientes de
Salvador Escalante como la localidad con menor dafio evaluado con 1.42 y 1.43 en las
escala utilizada (Cuadro 2). Referente a severidad, de acuerdo al anélisis estadistico se
obtuvo que las plantas inoculadas con los aislados C6 , C7 y C8 provenientes de
Uruapan y Periban murieron al final del experimento, 126 dias después de la
inoculacién; mientras que las plantas inoculadas con los aislados C3, C4 y CS5
presentaron solamente dafios severos y las inoculadas con los aislados C1 y C2 de
Salvador Escalante presentaron dafio moderado (Cuadro 2). Las plantas testigo no
presentaron sintomas y P. cinnamomi no fue aislada de estas, lo que implica que, la
variacién en patogénesis es amplia dentro de los grupos de compatibilidad sexual de P.

cinnamomi, lo que concuerda con lo que sefiala diversos autores (Dudzinski et al., 1993;



Tommerup et al., 1997; Tommerup 1998; Huberli et al., 2000). La variabilidad en la
agresividad de P. cinnamomi es amplia Huberli (2001), indica que existen tres tipos de
respuesta: la primera de ellas presenta aislados con alta capacidad para matar plantas a
los 54 dias después de la inoculacion; la segunda plantas que murieron a los 106-177
dias, los cuales fueron considerados intermedios en su patogenicidad y la tercera agrupa
aislados que no inducen muerte a la planta y fueron considerados no patogénicos.
Nuestro estudio demostré la variacion de P. cinnamomi, esta variacion ocurrid en
poblaciones a 60 km de distancia, la considerable variacion en patogenicidad ha sido
reportada en Australia (Dudzinski, 1993) Francia (Robin , 1998) y Sudafrica (Linde et
al., 1999) en colecciones nacionales de aislados; aunque Dudzinki et al. (1993) demostro
la variabilidad en aislados locales, quien encontr6 una diferencia de 2.3 veces en la
capacidad de provocar la muerte a las plantas de 18 aislados A2 provenientes de
Australia comparado con aislados locales que dieron una diferencia de 5 veces, lo que

concuerda con los resultados del presente estudio.

Para el parametro pudriciéon de raices (Cuadro 3), las plantas de aguacate cv Hass
evaluadas, muestran diferencia de medias indicando claramente el efecto significativo de
la inoculacién de las plantas con el aislado C4 con 54.5 % respecto al testigo (1.25 %).
Para el parametro numero de lesiones (Cuadro 3), las plantas de aguacate cv Hass
evaluadas, muestran diferencia de medias indicando claramente el efecto significativo de
la inoculacion de las plantas con el aislado C4 con 8.08% respecto al testigo (0.66%).
Para el parametro nimero de hojas, la separacion de medias P=0.05 muestra diferencias
significativas en los aislados C3, C5, C6, C7, C8, los que varian de 28.19 a 30.13 donde

se incluye al testigo en comparacion con el C4 que presenta el menor namero de hojas,



con respecto al resto de los aislados, el numero de hojas es un pardmetro importante ya
que estas son la fabrica de los fotosintatos de la planta, y su disminucién conlleva una
menor disponibilidad de nutrimentos para su crecimiento. En altura de planta, la
separacion de medias muestra diferencia significativa entre los aislados C4 y C5; con
respecto al testigo (Cuadro 3). En didmetro del tallo de las plantas, la separacion de
medias Tukey al 0.05 muestra igualdad con los aislados C3 y testigo y diferencias con
los aislados C1, C4, C5, C6 y C8. Al respecto el crecimiento de la parte aérea de la
planta depende en gran medida del crecimiento radicular, por lo que al existir un dafio a
las raices causado por P. cinnamomi, expresado en pudricion radicular disminuye la
superficie de captacion de agua y nutrimentos, por lo que disminuye el crecimiento
aéreo, lo que conlleva a un reducido crecimiento caracteristico de la enfermedad
(Wager, 1942), en este sentido Ploetz y Shaffer (1992) encontraron que el intercambio
de gases disminuye en plantas con pudriciones de raices, lo que explica la reduccion del
crecimiento, ya que al disminuir el intercambio de gases disminuye la fotosintesis y el

metabolismo se hace lento.
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Cuadro 1. Incidencia de ocho variantes genéticas de Phytophthora. cinnamomi en
aguacate cv Hass a diferentes fechas de Inoculacion.

Cepa Incidencia

42 ddi 84 ddi 126 ddi Promedio
'Cepa 1 22.22 66.66 100 62.96 AB*
'Cepa 2 22.22 66.66 100 62.96 AB
*Cepa 3 33.33 66.66 100 66.66 AB
Cepa 4 77.77 100 100 92.59 A
Cepa 5 22.22 100 100 74.07 AB
*Cepa 6 44.44 83.00 100 74.00 AB
>Cepa 7 66.66 100 100 88.80 AB
*Cepa 8 33.33 100 100 77.70 AB
Testigo 0 0 0 0 B

1.- Salvador Escalante; 2.- San Juan Nuevo; 3.- Tancitaro; 4.-Uruapan; 5.- Periban
?.- Medias con la misma letra no son diferentes significativamente, Tukey p=0.05.
ddi- dias después de la inoculacion




Cuadro 2. Severidad de ocho variantes genéticas de Phytophthora. cinnamomi en
aguacate cv Hass a diferentes fechas de inoculacion .

Cepa Severidad (Zentmyer, 1984)*

42 ddi 84 ddi 126 ddi Promedio
'Cepa 1 1.00 1.25 2.00 1.42 AB?
'Cepa 2 1.00 1.00 2.30 1.43 AB
*Cepa 3 1.00 1.25 3.00 1.75 AB
Cepa 4 1.00 2.00 3.30 2.10 AB
Cepa 5 2.00 2.40 3.00 2.46 AB
“Cepa 6 2.28 3.25 4.00 3.17 A
Cepa 7 1.16 2.50 3.66 244 AB
“Cepa 8 2.30 2.50 4.00 293 A
Testigo 0 0 0 0 B

*Escala de Zentmyer para determinar severidad
1.- Salvador Escalante; 2.- San Juan Nuevo; 3.- Tancitaro; 4.-Uruapan; 5.- Periban
?.- Medias con la misma letra no son diferentes significativamente, Tukey p=0.05.

ddi- dias después de la inoculacion




Cuadro 3. Promedio de muestreos del didmetro, nimero de hojas, altura de planta,
numero de lesiones y por ciento de pudricion de raiz por Phytophthora cinnamomi en
plantas de aguacate cv Hass.

Cepas Pudricién® Nuamero de | Altura de planta” |  Diametro Numero de
(%) hojas” (cm) de tallo” lesiones

(cm) Radiculares™
Cl 19.33 AB 27.50 AB 33.75 AB 0.70 DE 4.25 AB
C2 2541 AB 27.69 AB 32.25 ABC 0.78 BCD 4.25 AB
C3 3442 AB 2981 A 33.81 AB 0.83 AB 5.08 AB
C4 5450 A 2344 B 31.25 A 0.73 CDE 8.08 A
C5 29.33 AB 28.19 A 31.88 BC 0.72 CDE 4.66 AB
Cé6 31.00 AB 28.75 A 32.88 ABC 0.70 DE 4.25 AB
C7 31.25 AB 30.13 A 33.44 ABC 0.79 BC 4.83 AB
C8 40.66 AB 28.63 A 32.63 ABC 0.69 C 5.66 AB
Testigo 1.25B 30.06 A 34437 B 0.89 A 0.66 B

* Prueba de medias de Tukey a 0.05
?.- Medias con la misma letra no son diferentes significativamente
*” Tres muestreos

¥~ Cuatro muestreos




CONCLUSIONES GENERALES

En laregion productora de aguacate de Michoacan, México se encuentran
presentes los dos grupos de compatibilidad Al y A2 de Phytophthora

cinnamomi.

El grupo de compatibilidad sexual Al se encuentra en los municipios de

Tancitaro, San Juan y Uruapan.

Este es el primer reporte del grupo de compatibilidad sexual Al de P.

cinnamomi en México.

Existe variabilidad genética de P. cinnamomi en aguacate de la region
productora de Michoacan, la cual se asocia con la localizacion geogréfica,

altitud y tipo de suelo.

Los municipios que presentaron mayor variabilidad fueron Uruapan y Tancitaro,

ya que estos presentan un mayor niumero de microclimas.

La variacion en patogénesis fue amplia dentro de los grupos de compatibilidad

sexual.



Los grupos de compatibilidad sexual A1 y A2 fueron patogénicos ya que ambos

causaron la muerte a las plantas de aguacate.

Este estudio demostro la variabilidad genética y patogénica que presentan cepas

de P. cinnamomi obtenidas de poblaciones a 60 km de distancia.
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