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Resumen

Caracterizacion de los esporangios de Phytophthora betacei
producidos en medios artificiales y en lesiones de hojas de
Solanum betaceum.

El género Phytophthora es responsable de causar graves enfermedades a las plantas. En
los dltimos afos, se han publicado varios estudios sobre si el comportamiento expresado
en germinacion y virulencia, entre otros, de los esporangios de P. infestans difiere segun
su fuente de produccion, ya sea in vivo (en hojas) o in vitro (en cajas de Petri). Dado que
recientemente se describié una nueva especie, Phytophthora betacei, que infecta los
cultivos de tomate de arbol (Solanum betaceum) en Colombia, el objetivo de este estudio
fue determinar si existen diferencias entre los esporangios de P. betacei provenientes de
medios de cultivo con los producidos en su hospedero natural. Para ello, se evalud la
morfologia de los esporangios, el nimero de horas hasta la aparicién de los primeros
sintomas en el hospedero, el area de lesion y la tasa de esporulaciéon. Esto se hizo
exponiendo P. betacei a dos condiciones de temperatura, favoreciendo la germinacion
directa (Temperatura ambiente aprox.20°C) o indirecta (4°C) de los esporangios. No se
evidenciaron diferencias en las tasas de esporulacion ni en el area de lesion; mientras que
el tiempo de aparicion de los primeros sintomas fue mas corto en los esporangios
provenientes de hojas; ademas, los esporangios que habian sido previamente incubados
a 4°C generaron sintomas mas rapidamente. A nivel morfolégico, se evidenciaron
diferencias en sus dimensiones, dependiendo si provienen de hoja o de medio de cultivo,
y a nivel molecular, se pudo concluir que los esporangios presentaron cambios en la
expresion de genes asociados a la respuesta al estrés, elicitinas y metabolismo de
azucares dependiendo su origen. Dichos resultados son muy importantes para guiar el
trabajo en laboratorios de fitopatologia y sugieren trabajar con esporangios o en general

propagulos provenientes de tejido vegetal en los experimentos de laboratorio.

Palabras clave: Tomate de arbol, Phytophthora betacei, Solanum betaceum.
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Abstract

Characterization of Phytophthora betacei sporangia produced in
artificial media and in Solanum betaceum leaf lesions.

The genus Phytophthora is responsible of causing serious plant diseases. In recent years,
several published studies have started a controversy on whether P. infestans’ sporangia
behavior differs according to their production source, either produced in vivo (leaves) or in
vitro (Petri dishes). Because a new species was recently described, Phytophthora betacei
infecting tree tomato crops (Solanum betaceum) in Colombia, the aim of this study was to
determine if there are differences between P. betacei sporangia coming from culture media
with those produced on its natural host. To this end, we evaluated the morphology of
sporangia, the number of hours until the first symptoms appeared in the host, the lesion
area and sporulation rate. This was done by exposing P. betacei to two temperature
conditions, favoring the sporangia’s direct (room temperature aprox. 20°C) or indirect (4°C)
germination. We observed that there were not differences in sporulation rates or lesion
area. On the other hand, the time until the appearance of symptoms was shorter for
sporangia coming from leaflets. Furthermore, the sporangia that had been previously
incubated at 4°C generated symptoms faster for the appearance of symptoms.
Morphological observations prove changes in the dimensions of the sporangia, depending
on coming from leaflets or growing medium. At the molecular level, we concluded that
sporangia P. betacei presented changes in the expression of genes that responded to
stress and elicitins, whether produced in vivo or in vitro. These results are important for the
experiments in plant pathology laboratories, and they suggest that we should work with

sporangia from leaves in all laboratory experiments.

Keywords: Tree tomato, Phytophthora betacei, Solanum betaceum.
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Introduccidén

Phytophthora (del griego 'destructor de plantas’) pertenece al grupo de los protistas, la familia
Peronosporaceae, orden Peronosporales, clase Peronosporomicetos, reino Stramenipila; es
un oomiceto responsable de enfermedades graves en los ecosistemas naturales, asi como
en la agricultura y la horticultura (Drenth & Guest, 2013). Debido a su capacidad infecciosa
y fécil propagacién, cuando las condiciones ambientales son favorables, puede producir
pérdidas de cultivos de hasta el 100% (Hyun & Choi, 2014). Se ha estimado que a escala
mundial, mas del 66% de todas las enfermedades de las raices finas y mas del 90% de todas
las pudriciones del cuello de las plantas lefiosas son causadas por especies de Phytophthora
(Jung et al., 2018).

Una de las especies de este género, Phytophthora infestans, es el agente infeccioso del tizén
tardio de la papa y el tomate, enfermedad que representa una importante amenaza para la
seguridad alimentaria y por lo cual ha sido ampliamente estudiada (Acufia, 2018). Por
ejemplo, en un cultivo de papa, la infeccion por Phytophthora infestans puede avanzar con
una velocidad impresionante, en donde un campo que parecia "saludable" en el momento,
puede estar a simple vista gravemente enfermo la siguiente semana, y en una semana mas

puede ser totalmente destruido (Fry, 2008).

Debido al impacto de este microorganismo y la importancia de su estudio, los experimentos
de laboratorio son trascendentales para la evaluacion de su biologia. Llevar a cabo la
identificacion y estudiar el desarrollo de mecanismos de resistencia, tanto a nivel fisiolégico
como a nivel molecular, su respuesta a fungicidas, las interacciones y respuestas del
hospedero entre otros, son importantes para conocer su comportamiento y propagacion,

generando asi estrategias de control (Solano et al., 2016) .

Por ende, los ensayos que se realizan en los laboratorios deben ser reproducibles en campo;
por lo que en los Ultimos afios se ha evaluado la incidencia del inoculo con el cual se evalla

la enfermedad (Generalmente suspensiones de esporangios). En el afio 2000, por ejemplo,
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se analizd el efecto de la irradiancia solar sobre la viabilidad de los esporangios de
Phytophthora infestans, observando que los esporangios cuyo inoculo provenia de una
suspension de lesiones de hojas sobrevivieron a una exposicién de radiacion solar a la cual
los esporangios producidos sobre placas o medios atrtificiales no lo hicieron (Mizubuti et al.,
2000). Mas adelante, cuando se quiso reproducir un estudio que evaluaba la resistencia
sistémica adquirida mediada por acido araquidénico (AA) en plantas de papa contra P.
infestans, , en el cual se mostr6 como las hojas inducidas con AA generaban lesiones mas
pequefias, se presentaron diferencias en los resultados dependiendo del origen de los
esporangios empleados. Los esporangios de placa, produjeron los resultados esperados
pero cuando se hizo una suspensién procedente de hoja, las lesiones en las plantas
inducidas fueron similares a las de las de las plantas no inducidas (Fry et al., 2016). Asi, se
fue ampliando el debate de la reproducibilidad de los ensayos llevados a cabo en el
laboratorio con esporangios de este género, con el fin de evaluar silos ensayos de laboratorio

realmente describen el comportamiento en el campo de este microorganismo.

En 1996, se habian descrito 50 especies de Phytophthora (Erwin & Ribeiro, 1996). Durante
las Ultimas dos décadas, mas de 100 nuevas especies de Phytophthora han sido descritas o
informalmente designadas (Jung et al., 2018). Este aumento exponencial se puede explicar
por varios factores. En primer lugar, antiguamente, las investigaciones de la diversidad de
Phytophthora se centraban en cultivos agricolas, ahora, también se ha estado estudiando en
ecosistemas naturales. En segundo lugar, los analisis filogenéticos de las regiones de genes
nucleares y mitocondriales permiten discriminar complejos de especies morfol6égicamente
similares, pero filogenéticamente distintas (Burgess et al., 2018; Mideros, et al., 2016), y en
ultimo lugar, podemos relacionar este descubrimiento de especies, al aumento exponencial
de las importaciones y exportaciones de plantas, que permiten la introduccién accidental de
plagas y patdgenos, que junto con las normas de bioseguridad y fitosanitarias, se ha podido
identificar (Brasier, 2008).

Recientemente, mediante estudios filogenéticos, morfolégicos, genética de poblaciones y
andlisis de infeccion, se describid la nueva especie, Phytophthora betacei, que pertenece al
clado 1c del género Phytophthora y que infecta los cultivos de tomate de arbol (Solanum
betaceum) en los departamentos del sur de Colombia. Se identific6 una afinidad muy
marcada para este tipo de cultivo, produciendo enormes pérdidas econdmicas (Mideros et
al., 2018).



De esta manera, el propésito de este proyecto es comparar los esporangios de Phytophthora
betacei producidos en diferentes medios de cultivo in vitro, con los que se producen in vitro
en hojas desprendidas de Solanum betaceum, su hospedero natural. Esta informacion
permitira proporcionar estrategias sobre la implicacion experimental de realizar ensayos de
laboratorio utilizando esporangios directamente de lesiones de hoja. Esta comparacion se
realizo tanto a nivel fisiolégico (morfologia de esporangios, periodos de incubacion, area de
lesiones de las hojas y esporulacion) y a nivel molecular (expresién de genes asociados a la
respuesta al estrés, elicitinas y metabolismo de azucares).
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1.Justificacion

El tomate de arbol surge como alternativa agricola y socioecondémica para un amplio sector
de productores de clima frio de la region Andina Colombiana dentro del contexto creciente
en la produccién de frutas y vegetales como producto de exportacién, que se ha evidenciado
en los paises andinos como Peru, Chile, Ecuador y Colombia (Moreno et al., 2020).

El tomate de arbol (Solanum betaceum), también llamado tamarillo, es una fruta promisoria
para la exportacién debido a su sabor agridulce atractivo para el mercado, sus beneficios
para el sistema inmunolégico, la visién y propiedades antioxidantes (alto contenido de
vitaminas A y C). Ademas, en el campo de la medicina alternativa, se recomiendan dietas a
base de esta fruta, por su capacidad de bajar la tensién arterial, aliviar migrafias y cefaleas

severas (Céron et al., 2011).

Sin embargo, para obtener una cosecha sana, se han establecidos estrictos programas de
control en toda la cadena productiva de frutas y vegetales, debido a que los efectos
econdmicos de las plagas y enfermedades en los productos para la exportacién y distribucion
en grandes mercados pueden ser complejos y representar pérdidas totales. Existen
enfermedades que pueden tener efectos duraderosy afectar radicalmente los ingresos
agricolas, mediante la pérdida de la produccién en varias cosechas, o la menor eficiencia y
calidad de esta (Ramirez, Gil, & Morales, 2017).

En el cultivo de tomate de arbol, existe énfasis en dos enfermedades que pueden generar
pérdidas de hasta el 100% de la cosecha. Estos son la Antracnosis y el tizén tardio (Ramirez
et al., 2017); en primer lugar, la Antrachosis causada por Colletotrichum gloeosporioides
ataca los frutos en cualquier etapa del desarrollo, haciendo que estos se sequen o

momifiquen, tomando una apariencia salmon acuosa en el centro de la lesion, con color



negro en el resto del fruto (Lobo et al., 2000). De la misma manera, el tizon tardio causado
por especies de Phytophthora, tiene una acciéon devastadora y puede ocasionar pérdida total
si no se toman medidas de control oportunas. El tizon tardio ataca al follaje y ramillas de
plantas adultas, y al apice, follaje y tallos de plantas jévenes. Las lesiones son de color negro
brillante, y en las hojas se observan manchas redondas color café o negro (Garcés et al.
2008). Aunque se ha descrito Phytophthora infestans como agente causal del tizén tardio en
esta fruta, recientemente en la region sur de Colombia, al igual que en Ecuador y Perq, surgio
un aumento de esta enfermedad, lo que provocOd una devastadora disminucién en la
produccion, y pérdidas de cosechas enteras de tomate de &rbol. Sin embargo, este brote no
se habia descrito formalmente. (Mideros et al., 2018)

En el afio 2018, Mideros y colaboradores tras un estudio filogenético y morfolégico, y
empleando genética de poblaciones y ensayos de especificidad de hospedero, describieron
una nueva especie en el sur de Colombia, con preferencia de hospedero hacia el tomate de
arbol. Se identificé asi, Phytophthora betacei sp. nov. como agente causal del tizon tardio en
tomate de arbol (Mideros et al., 2018;Chavez et al., 2020)

Debido a que es una especie recientemente descrita, los experimentos y ensayos en
laboratorios de fitopatologia empiezan a tener un aumento significativo con el fin de conocer
a cabalidad toda su biologia. Sin embargo, para que los ensayos de laboratorio sean

funcionales, se debe garantizar que sean reproducibles en campo.

En general para los estudios en especies de Phytophthora, se emplean los esporangios de
estos oomicetes, producidos en medios artificiales, con el fin de investigar el desarrollo de la
enfermedad e interaccién con el hospedero. Los esporangios también son el material en
estudios de interacciones moleculares y respuestas del patégeno a controles quimicos y

biolégicos.

En Phytophthora infestans, una especie cercana y la mas representativa de este género, se
debate si estos esporangios provenientes de medios artificiales son funcionalmente

equivalentes a los que se aislan de las lesiones de las hojas del hospedero natural.

Patev y colaboradores, concluyeron en sus investigaciones, que los esporangios de P.
infestans producidos en cultivo y en lesiones de hoja de tomate muestran diferencias

marcadas en las tasas de germinacion indirecta, agresividad y perfiles transcripcionales
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(Patev, 2017). Por otro lado, en el Departamento de Microbiologia y Fitopatologia, de la
Universidad de California, Estados Unidos, investigaron esta misma variable, y publicaron
gue los esporangios de P. infestans producidos en medios artificiales y en las lesiones de
plantas tienen perfiles transcripcionales con pequefias diferencias asociadas al medio donde
crecieron, pero un potencial de infeccion y una agresividad equivalentes (Leesutthiphonchai
& Judelson, 2019) .

Por lo anterior, existe un debate respecto al comportamiento y potencial de infeccion entre
los esporangios que se obtienen en medios de cultivo y de lesiones en plantas. Se plantea
la hipétesis de que el uso de los esporangios provenientes de lesiones de hoja permitiria
actualizar las técnicas empleadas en los laboratorios de fitopatologia y garantizar que los
experimentos logren los objetivos propuestos a la hora de medirlos en campo.

Por todo lo antes expuesto, la finalidad de este trabajo fue obtener esporangios de P. betacei
con las técnicas de laboratorio rutinarias adecuadas en medio de cultivo, y realizar una
comparacion con aquellos provenientes de las hojas de S. betaceum, su hospedero natural.
Esto se llevé a cabo mediante una caracterizacidén de los esporangios de P. betacei segun
su origen, evaluando si su virulencia era equivalente y si existian cambios a nivel morfolégico

y molecular.



2.Marco Teorico

2.1 Generalidades del tomate de arbol

El tomate de arbol (Solanum betaceum), es un frutal que se encuentra en regiones de clima
subtropical, siendo originario de América del Sur (Ordéfiez et al., 2010). Proviene de un arbol
pequefio y de rapido crecimiento. Se reconocieron tres tipos morfotipos en funcién del color
de la fruta: rojo oscuro o purpura (Variedad roja), rojo-naranja (Variedad comun) y amarillo
(Variedad mango) (Diaz et al., 2017). Este fruto es carnoso y puede ser consumido crudo,
en ensaladas, como postre, mermelada o compotas (Torres, 2012).

2.1.1 Caracteristicas y biologia

El tomate de arbol es una planta diploide con 24 cromosomas, originalmente clasificado
como Solanum betaceum por Cavanilles en 1799, en 1845 fue transferido al género
Cyphomandra por Sendtner, donde permanecia hasta hace poco tiempo. Bohs (1995) lo
reintegré a Solanum, este cambio obedecié a estudios moleculares basado en DNA

cloroplastico realizados por Olmstead y Palmer en 1992. (Heiser & Anderson, 1999)

Esta fruta es originaria de los bosques andinos de climas templados de altitudes de entre
1500 y 2600 metros, y se han encontrado especies silvestres en Ecuador, Colombia, Pera

y Bolivia (Feican et al., 2016).

Su clasificacion taxondmica se describe a continuacion:

Reino: Vegetal
Division: Fanerogamas
Subdivision: Angiospermas

Clase: Dicotiled6neas
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Subclase: Metaclamideas

Orden: Tubiflorales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum betaceum (Cevallos et al., 2004)

Las principales caracteristicas morfoldgicas se describen a continuacion:

» Raiz: Laraiz de este frutal alcanza profundidades de hasta un metro de profundidad
(Leon & Veteri, 2003).

» Tallo: El tomate de &rbol es un arbusto de tallo cilindrico que puede alcanzar alturas
entre 2.5 — 3.0 metros, y se ramifica en tres ramas a un rango de altura entre 1.0 —
1.5 metros de acuerdo con el genotipo cultivado. En etapas jévenes, el tallo es erecto
y de coloracion verde oscura, en estado adulto, empieza a tornarse semilefioso, se
ramifica y la coloracién torna a verde grisacea (Nucleo Ambiental S.A.S, 2015).

» Hojas: Las hojas son cordiformes, en plantas jovenes se pueden observar hojas de
20 a 40 centimetros de largo. El color varia de acuerdo con la variedad siendo verde
oscuro en “V. Rojo” y verde claro en “V. comun y V. mango” (Leon & Veteri, 2003)

= |Inflorescencia: Son de tipo racimo y se desarrollan en las axilas de las hojas o sobre
ellas, estdn conformadas por 10 y hasta 40 flores, las cuales son pediceladas, con
corola color rosado (Leon & Veteri, 2003).

= Fruto: Este fruto es ovalado, liso y brillante. La epidermis es roja en la variedad rojo
y comun, y amarillo en la variedad mango. La pulpa es roja en la variedad rojo y
anaranjado en las otras dos variedades (Cevallos et al., 2004).

» Semillas: Son pequefias, de 2 a 4 milimetros de largo y de forma aplanada lenticular,
son de color blanco cuando estan tiernas y van cambiando a tonos rojizos (Leon &
Veteri, 2003).



Figura 2-1. Caracteristicas del tomate de arbol (Solanum betaceum). A. Flores, B. Fruto,
(Macé, 2010) C. Plantas jovenes (Invernadero facul. Biologia UNAL, feb. 2018).

2.1.2 Condiciones agrocliméticas

Esta especie prospera en valles subtropicales y bosques montafiosos, desarrollandose
eficientemente en temperaturas entre los 13°C - 20 °C; crece entre los 1.200 a 3.000 msnm,
y a una humedad relativa entre 70% al 80%. El cultivo de tomate de arbol es sensible a
radiaciones solares intensas, por lo que se desenvuelve mejor en condiciones de nubosidad,

caracteristica de las zonas de la region andina de donde proviene (Acosta, 2011).

2.1.3 Beneficios nutricionales e importancia econémica

El tomate de arbol es conocido internacionalmente como “Tamarillo” en Nueva Zelanda y
Estados Unidos, “Baum tomate” en Alemania, “Chimango” en Portugal, “Tree tomato” en
Inglaterra, “Terong blanda” en Holanda y “Tomate de aji” en Espafa (Cevallos et al., 2004).

Esta fruta tiene importancia comercial y es producto de exportacion en Colombia y
Nueva Zelanda. Ademas en China, Holanda, Brasil y Argentina se comenzd a



10 Caracterizacion de los esporangios de Phytophthora betacei producidos en medios artificiales y en

lesiones de hojas de Solanum betaceum.

considerar un cultivo de interés hace unos afios por sus caracteristicas nutricionales
(Torres, 2012).

Por su alto contenido de pectina (aporta viscosidad y actia como agente gelificante)
puede emplearse en la produccion de compotas para nifios y mermeladas. El alto
consumo de fibra dietaria como lo es la pectina presenta beneficios para la salud, ya
gue posee propiedades anti-cancerigenas y contribuye a disminuir los niveles de
glucosa y colesterol en sangre: Su alta viscosidad disminuye la velocidad de
absorcion de los micronutrientes, e incrementan la sensibilidad a la insulina. También
interfiere con la absorcion del colesterol debido a la formacion de micelas en el
lumen intestinal que encapsulan &cidos biliares, y finalmente disminuye la
concentracion del colesterol de baja densidad a nivel sanguineo (Martinez et al.,
2011)

Igualmente, este fruto es una fuente importante de vitaminas, minerales (Tabla 2-1)
y compuestos con capacidad antioxidante como licopeno, polifenoles y antocianinas
(Kou et al., 2009).

Su incremento en la exportacion se explica por el uso cada vez mas frecuente en la
medicina alternativa y tratamientos homeopaticos, debido a su capacidad de mejorar
cuadros de depresiéon y de reduccion de presién arterial (Flores et al., 2017). Esto se
debe a su alto contenido de acido gamma aminobutirico (GABA), neurotransmisor
inhibidor del sistema nervioso central (SNC) que modula el balance inhibitorio-
excitatorio en el cerebro, involucrdndose aproximadamente en un tercio de las
sinapsis en regiones como la corteza cerebral, el hipocampo, el tdlamo, los ganglios
basales, el cerebelo y el tallo cerebral. Asi mismo esta involucrado en el
funcionamiento correcto de circuitos interneuronales como los noradrenérgicos,

dopaminérgicos y serotoninérgicos (Flores et al., 2017).
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Tabla 2-1. Composiciéon nutricional del fruto Solanum betaceum (Feican et al., 2016).

FACTOR COMPOSICION EN 109 GRAMOS
DE PULPA BASE HUMEDA.
Proteina 29
Energia 27 calorias
Vitamina E 2010 U.1.
Caroteno 0.67 mg
Vitamina B1 0.1 mg
Vitamina B2 0.03 mg
Vitamina C 29 mg
Niacina 1.1mg
Calcio 9mg
Fosforo 41 mg
Hierro 0.9 mg
Vitamina A 1000 U.I.
Fibra 119
Grasa Og
Agua 89.1¢

Para el afio 2012 los principales paises importadores de tomate de arbol fueron China
con 799.855 ton., Indonesia con 152.746 ton., Rusia con 127.987 ton. y Paises Bajos
con 126.991 ton. Para este mismo afio hubo exportaciones de tomate de arbol desde
Colombia por valor de 1.353.980 ddlares (Nucleo Ambiental S.A.S, 2015).

En Colombia, respecto al mercado interno, se vende en plazas mayoristas como
Abastos en 2500 pesos colombianos el kilo. Cabe aclarar que el tomate de arbol
variedad comun y rojo son los mas importantes en el mercado, ya que la variedad
mango no es atractiva para el comprador por su color amarillo palido y ademas, suele
ser un poco mas amargo (Diaz et al., 2017). La superficie cultivada de tomate de

arbol alcanza aproximadamente las 8.107 ha., y va incrementando con los afios en
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los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Narifio y Boyaca debido a la

demanda de exportacion. Sin embargo, este incremento se ha visto afectado por

problemas fitosanitarios causados por patégenos de importancia como Phytophthora

infestans, Colletotrichum acutatum, virus, entre otras, los cuales afectan el

rendimiento y la calidad del producto, reduciendo significativamente los ingresos del

agricultor (Chafiag et al., 2017).

2.1.4 Enfermedades y plagas

Antracnosis: causada por el hongo Collecotrichum gloeosporioides. Esta
enfermedad se encuentra distribuida en todas las zonas productoras. Los
sintomas se centran en los frutos, donde se observa decoloracion y pequefias
lesiones de apariencia aceitosa, posteriormente se vuelven negras y ligeramente
hundidas, secando el fruto y tomando finalmente una apariencia momificada
(Rondén, 2006).

Lancha, gota o tizon: causado por especies del oomicete Phytophthora. Se
encuentra distribuida en la mayor parte de las zonas productoras; se presenta con
mayor frecuencia en zonas himedas y especialmente en épocas lluviosas. Causa
grandes pérdidas, atacando especialmente las hojas, donde aparecen manchas
hamedas de color café a negro y, en las ramillas y tallos, aparecen manchas
negras brillantes de consistencia acuosa (Feican et al., 2016). La gravedad de
esta enfermedad se ha atribuido histéricamente a la especie Phytophthora
infestans, la cual no solo afecta el cultivo del tomate de arbol (S. betaceum), sino
también tomate de mesa (Solanum lycopersicum) y en la papa (Solanum
tuberosum). En Colombia la presencia de este patégeno reporta que las pérdidas
pueden alcanzar hasta un 100% en la produccion y su incidencia se atribuye a la
disponibilidad de fuentes constantes de in6culo en campo y a la ubicacién de sus
hospederos en regiones con condiciones ambientales favorables para el
establecimiento de poblaciones del patégeno (Chafiag et al., 2017). En el afio
2018, Mideros y colaboradores tras un estudio filogenético y morfolégico, y
empleando genética de poblaciones y ensayos de especificidad de hospedero,
describieron que la especie Phytophthora betacei sp. nov. es el agente causal del

tizon tardio en tomate de arbol ( Mideros et al., 2018).
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= Virosis del tomate de arbol: causado por el virus alargado y flexuoso (género de
los Potyvirus), se transmite mecénicamente de arboles afectados a sanos
mediante el uso de herramientas contaminadas. Los sintomas se pueden
observar en cualquier érgano de la planta, y el cualquier estado de su desarrollo.
Se visualizan deformaciones en las hojas, mosaico, moteado y presencia de
ampollas en la lamina foliar. En los frutos se presenta deformacién, pulpa muy
seca y amarga (Tamayo, 2001).

» Chinche: también conocido como chinchorro, causado por Leptoglosus zonatus.
Su dafio lo causa en frutos, donde se alimenta del jugo de éstos en estado tierno
o maduro, tornandolos color café, y provocando zonas endurecidas debido a las
toxinas que tiene en la saliva (Feican et al., 2016).

= Mancha negra o pata de puerco: causado por Fusarium solani, produce manchas
necréticas, de color pardo en el tallo y, de alli avanza a las raices, provocando
descomposicién del tejido y por ende emitiendo fuertes olores (Revelo, et al.,
2004).

2.2 Generalidades y biologia del género Phytophthora

En el pasado, los oomicetes, un grupo de microorganismos en el cual esta ubicado el género
Phytophthora, fueron incluidos en el reino de los hongos por sus habitos de crecimiento
micelial, la formacién de esporas para su reproducciéon asexual y por el modo de adquirir los
nutrientes (Fry & Grinwald, 2010).

Sin embargo, la ausencia de septos en las hifas, resultante en una condiciébn multinucleada
(lamada cenocitica), la pared celular compuesta de p-1,3 y B-1,6 glucano y no de quitina (el
polimero de N-acetil glucosamina, que se encuentra en las paredes de los hongos
verdaderos) y la produccién de zoosporas carentes de pared celular con un aparato biflagelar
heterocéntico (morfolégica y funcionalmente diferentes), fueron caracteristicas que
suscitaron discusiones en torno a la clasificacion taxonémica de los oomicetes, para
finalmente ser agrupados junto a las algas chrysophytas, diatomeas y algas pardas, en un

ensamble denominado Stramenopila dentro del grupo de los protistas (Henao, 2017).
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Los oomicetes son una clase de eucariotas filamentosos microscopicos, que incluye
patdégenos ecoldégicamente significativos, como lo es, el género Phytophthora (Mccarthy &
Fitzpatrick, 2017).

Phytophthora (del griego Phyton: planta; phthora: destructor) fue propuesto por de Bary en
1876 con la especie P. infestans de Bary. Este investigador reconocié a dicho
microorganismo para entonces clasificado como hongo, como causante del tizon tardio en la
papa, en Europa. Previamente habia sido identificado como Botrytis infestans Montagne y
luego como Peronospora infestans (Medina, 2009).

Este género ha tenido impacto a lo largo de la historia, al causar enfermedades en plantas
de importancia agricola y ecoldgica. Como hecho histérico, la especie P. infestans, provoco
la “Gran hambruna irlandesa” entre 1845 y 1849, donde murieron aproximadamente un millén
de personas. A la vez origino la extraordinaria emigracion de irlandeses a los Estados Unidos
(aproximadamente 1,5 millones personas emigraron) por perdida total de cultivos de papa,
cultivo que predominaba en todos los hogares de la clase trabajadora (Lehsten et al., 2017).

En cuanto la ubicacion taxonémica, en el arbol global de los eucariotas, los oomicetes estan
incluidos en el grupo SAR (Stramenopiles, alveolates, and Rhizaria), subgrupo
Stramenopiles, y las especies del género Phytophthora se ubican en el orden
Peronosporales (Burki, 2014;Mccarthy & Fitzpatrick, 2017).

En el género Phytophthora se encuentran patégenos hemibiotréficos de gran importancia en
cultivos agricolas y forestales ya que causan grandes pérdidas econémicas en un amplio

rango de especies vegetales en el mundo (R. Flores, 2010).

Entre las especies de este oomicete que ocasionan mayores dafios o pérdidas se
encuentran: Phytophthora infestans causante del tizon tardio de la papa, el tomate y otras
plantas de la familia Solanaceae; P. ramorum, agente causal de la enfermedad denominada
muerte repentina del roble, que afecta también a otros arboles y arbustos, P. palmivora
causante de la pudricién de brotes, yemas y frutos en palmas; P. capsici patbgeno que causa
marchitez y pudricién de la corona y raiz en chile, cucurbitaceas y otros cultivos comerciales,
y P. cinnamomi que infecta a mas de 3000 especies de plantas en el mundo (Yang et al.,
2017) .
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Actualmente las especies de este género se encuentran distribuidas a nivel mundial,
causando pérdidas econdémicas severas y diseminandose en cientos de cultivos. El impacto
causado por las especies de Phytophthora ha seguido aumentando con la aparicién de
nuevos patdégenos y enfermedades. El niumero de especies conocidas en el género se ha
duplicado durante la ultima década debido a los extensos estudios en ecosistemas
previamente inexplorados, como los bosques naturales, arroyos, ecosistemas riberefios y
sistemas de irrigacion. Ademas, las enfermedades en las plantas originadas por este género
son dificiles de controlar quimicamente, por eso como estrategia contra ellas se esta

extendiendo el cultivo de variedades resistentes (Lehsten et al., 2017).

El comportamiento de las especies de Phytophthora se debe en gran medida a las
estructuras especializadas que posee, las cuales le confieren capacidad de dispersion en el
ambiente y resistencia a condiciones adversas. El fitopatdgeno hiberna en forma de
oosporas, clamidosporas o micelio en el suelo o en las raices que ha infectado. Una vez las
condiciones son favorables, las oosporas y las clamidosporas germinan, mientras que el
micelio prosigue su desarrollo y/o produce zoosporangios que liberan zoosporas. Estas
tltimas nadan en el agua del suelo entorno a las raices y las infectan si las plantas son
susceptibles, al entrar en contacto con la punta de la raiz por medio de una prolongacion
hifal que penetra la superficie de estas. El oomicete forma mas micelio y zoosporas en climas
hamedos y moderadamente frios y disemina la enfermedad a otras plantas a través del
contacto raiz-raiz. En climas secos, calidos e incluso demasiado frios, sobrevive en forma
de oosporas, clamidosporas o micelio, con las cuales pueden iniciar nuevamente infecciones
cuando las condiciones de humedad y temperatura se tornan favorables nuevamente (Collins

et al., 2012). Las caracteristicas de las principales estructuras son las siguientes:

= Micelio: las especies del género poseen un micelio cenocitico (sin septos),
toruloso, hialino, ramificado, con nodulos redondos. En los medios de cultivo el
micelio se presenta aéreo y de textura algodonosa (Medina, 2009).

» Zoosporangio: son estructuras de la reproduccion asexual que puede germinar
por elongacion hifal directa o por fraccionamiento del citoplasma en
compartimentos uninucleados que son liberados al ambiente como zoosporas por
disolucion del material de la pared del apice. Pueden ser ovoides, ovopiriformes

o elipsoides; ademas, pueden mantenerse viables por 3-42 dias (I. Acosta, 2008).
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= Zoospora: las zoosporas son estructuras de diseminacién y las que causan una
nueva infeccion de las raices. Provienen de los zoosporangios, son de vida corta,
fragiles y producidas en gran namero; poseen movilidad a través de un flagelo
anterior que le sirve para desplazarse con un movimiento sinusoidal y otro
posterior liso que funciona como timén, son atraidas a los sitios de infeccion de
las raices por quimiotaxis y atacan la superficie mas externa de las puntas de la
raiz (Henao, 2017).

» Clamidospora: son estructuras de supervivencia que se forman abundantemente
en cultivos y tejidos infectados bajo condiciones de crecimiento desfavorables,
con un tiempo de vida medio de 84-365 dias. Las clamidosporas de P. cinnamomi
tienen diametros promedio de 40 a 135 ym, son de pared delgada (0.5 um),
globosas y muchas son de forma irregular, pueden presentar grupos de dos a tres
por hifa de forma terminal, con apariencia similar a un racimo de uvas, 0
intercaladas en el micelio (Acosta, 2008; Castafieda, 2009).

= Organos sexuales: los 6rganos sexuales constituyen el elemento taxonémico mas
constantes y por tanto son de gran valor en la clasificacion de las especies. No
todas las especies los producen, por lo que en algunos casos se requieren medios
de cultivo especiales. Incluso en la naturaleza existen casos, como P. citrphthora,
donde no se ha observado la produccion de estos 6rganos de reproduccion
(Henao, 2017).

Todos los procesos de reproduccion ya sean sexuales o asexuales, juegan un papel
fundamental en el ciclo de vida del oomicete. A nivel general, esta especie tiene un
comportamiento hemibiotréfico. Es decir, que tiene una infeccién biotréfica inicial, fase
durante la cual el patdgeno se propaga dentro del tejido del hospedero, y posteriormente
entra en la etapa necrotréfica donde se induce la muerte de las células del hospedero. La
enfermedad generalmente no presenta sintomas visibles durante al menos dos dias
(caracteristica de un hemibiétrofo). Después aparecen pequefias &reas de necrosis, y dentro

de uno o dos mas ya se visualiza una necrosis foliar completa. (Fry, 2008).

Adicionalmente el ciclo de vida es policiclico, es decir, tiene mdltiples ciclos de Infeccion
durante una sola epidemia. Las lesiones en las hojas infectadas producen esporangios que

se pueden dispersar en otras ubicaciones de la misma hoja, otras hojas u otras plantas,
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asentandose en tejido sano y pudiendo ocasionar nuevas lesiones, nuevos esporangios y

finalImente infecciones adicionales (Danies, 2015).

Los esporangios (asexual de esporas) se desprenden facilmente, particularmente en
respuesta a cambios en la humedad relativa y pueden dispersarse aéreamente a otros tejidos
vegetales (Drenth & Guest, 2013). Estos se producen en esporangiéforos que crecen a partir
del tejido infectado y germinan a través de un tubo germinal a temperaturas altas (20-25°C,
germinacion directa), o liberando zoosporas a temperaturas frias (debajo de los 15°C,
germinacion indirecta). Estas zoosporas son moviles por un corto tiempo (a menudo menos
de 60 min) antes de enquistarse, una vez enquistadas germinan directamente a través de un

tubo germinal para penetrar en la hoja o en el tejido del tallo.

Los ensayos de laboratorio se realizan con esporangios aislados de medios de cultivo, y que
hayan sido expuesto a 4°C de 2-4 horas antes de la inoculaciéon ya que puede estimular la
liberacion de 8 a 12 zoosporas biflageladas por cada zoosporangio, y cada una es capaz de
iniciar una infeccién, aumentando asi la probabilidad de conseguir infecciones exitosas en

comparacion con las altas temperaturas (Danies, 2015) (Childers et al., 2015) (Patev, 2017).

En cuanto a los medios de cultivo, existen diferentes alternativas respecto a su base nutritiva
gue garantiza un éptimo desarrollo del microorganismo (Curvero & Rojas, 2010). Los medios
pueden tener una base ser natural o artificial, siendo predilectos para este género los medios

con extractos naturales, como la avena, papa, zanahoria, centeno y tomate (Medina, 2009).

Los medios organicos tienen sitosteroles, mezclas de [-sitosterol y ciertos esteroles
saturados, fundamentales en el desarrollo y reproduccion de varios organismos del género;
estos son esenciales para modular la fluidez, la permeabilidad y la integridad de las

membranas celulares (Fundora et al., 2014).

A diferencia de los hongos verdaderos, Phytophthora sp. no puede sintetizar esteroles de
novo pero los necesita para la reproduccién sexual y asexual, por lo cual deben ser
proporcionados exégenamente de medios de cultivo o fitosteroles de la planta hospedante
(Fundora et al., 2014).

Después del aislamiento, el estudio de las enfermedades producidas por este género debe

estar basado en un diagnéstico y manejo preciso, actualmente acompafiado de técnicas
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moleculares que han contribuido para la comprension armoénica de su biologia, filogenia y

diversidad junto con una correcta recuperacion de fitopatégeno (Drenth & Guest, 2013).

Figura 2-2. Tizon tardio de la papa causado por Phytophthora infestans. A: Esporangios:
Estos se dispersan por via aérea y se depositan sobre la superficie de las hojas de papa. B:
Los esporangios liberan zoosporas moviles en condiciones o6ptimas de humedad C:
Penetracién: Ocurre cuando atraviesan la epidermis de la hoja, se produce a través de la
produccién de apresorios. D y E: Sintomas de la enfermedad (Esporulacion de lesiones
necroticas en el cultivar susceptible en condiciones de campo, Borgeby, Suecia 2015.
(Lehsten et al., 2017).

2.3 Descripcion de la especie Phytophthora betacei

En los ultimos afos, se han informado sintomas similares a la enfermedad del tizén tardio
en una variedad de cultivos en América del Sur. A pesar de la importancia econémica de
estos cultivos, los agentes causales de las enfermedades pertenecientes al género
Phytophthora no se habian caracterizado completamente. Mideros y colaboradores en 2018
hallaron una nueva especie de Phytophthora en Colombia infectando tomate de arbol
(Solanum betaceum), la cual describieron como Phytophthora betacei - sp. nov. (Mideros et
al., 2018).

Mediante andlisis filogenéticos se confirmé la diferenciacion genética de esta especie
perteneciendo al clado 1c del género Phytophthora. Ademas, su descripcion morfologica

muestra caracteristicas diferentes respecto a P. andina y P. infestans (especies del clado 1c)
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tales como el ancho y largo de la hifa primaria, esporangios y crecimiento micelial. Los
ensayos de patogenicidad del hospedero indican que P. betacei es especifico en tomate de

arbol incapaz de colonizar la papa y el tomate comun (Figura 2-3) (Mideros et al., 2018).

0 = P. infestans P. betacer P. andina
100
Lﬁ 'P infestans y - .

. '7;'5-‘} P. andina EC-2

S. tuberosum
(potato)

P. andina EC-3*

S. lycopersicum
(tomato)

P. betacei EC-3

o S. betaceum
" (tree tomato)

Figura 2-3. Caracteristicas de Phytophthora betacei [Modificado de (Mideros et al., 2018)].
A. Relaciones filogenéticas de los aislados de Phytophthora betacei y las especies
estrechamente relacionadas (Mideros et al., 2018). B. Especificidad de hospedero por medio
de ensayos de infeccidon en Phytophthora infestans, Phytophthora betacei y Phytophthora
andina en papas (Solanum tuberosum), tomate de mesa (Solanum lycopersicum) y tomates
de arbol (Solanum betaceum) después de 216 horas después de la inoculacion (hpi) (Mideros
et al., 2018) C. Esporangio de Phytophthora infestans (De Vries et al., 2017) D. Esporangios
de Phytophthora betacei (Mideros et al., 2018) E. Esporangio de Phytophthora andina (Oliva
et al., 2010).
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar las diferencias morfoldgicas, fisioldégicas y moleculares entre los esporangios de
Phytophthora betacei provenientes de medios de cultivo in vitro con los provenientes de las

hojas de Solanum betaceum, su hospedero natural.
3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del origen de los esporangios de P. betacei (medio de cultivo y hoja

desprendida) en su morfologia.

= Determinar el efecto del origen de los esporangios (medio de cultivo y hoja
desprendida) en la virulencia de P. betacei.

= Determinar el efecto del origen de los esporangios de P. betacei (medio de cultivo y

hoja desprendida) en sus caracteristicas moleculares.
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4.Hipotesis

Las hipotesis de este trabajo de acuerdo con los objetivos planteados son:

A. Los esporangios de P. betacei provenientes de medio de cultivo son
morfolégicamente diferentes a los provenientes de lesiones de hojas.

B. Los esporangios de P. betacei provenientes de medio de cultivo son menos virulentos

gue los provenientes de lesiones de hojas.

C. Los esporangios de P. betacei provenientes de medio de cultivo muestran una
expresion de genes diferentes a los provenientes de lesiones de hojas.
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5.Materiales y métodos
5.1 Cepas de Phytophthora betacei.

Se seleccionaron dos aislamientos de Phytophthora betacei, N9035 y P8084 (Tabla 5-1) de
la coleccién de Phytophthora spp. del Museo de Historia Natural de la Universidad de los
Andes. Estos aislamientos se reactivaron en hojas Solanum betaceum y se conservaron en
medio TTA (Tree tomato agar: 1,8% de agar bacteriol6gico, 1,8% de sacarosa, 0,05% de

CaCO03, 20% de jugo de tomate de arbol).

Tabla 5-1. Descripcion de aislamientos N9035 y P8084 de Phytophthora betacei.

Especies P. betacei P. betacei

NUmero de

. L . MFM-P8084-5 MFM-N9035-62
identificacion

Localizacién (pais /

estado / municipio) Colombia / Putumayo / Colén Colombia / Narifio / Buesaco
Hospedero original Solanum betaceum Solanum betaceum
Afio 2008 2008
Linaje clonal EC-3 EC-3
Ensayos ABCD!? ABCD!

Fuente (Mideros et al., 2018) (Mideros et al., 2018)
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[Continuacion Tabla 5-1]

1Analisis en los aislamientos, A = Morfoldgico, B = Fisiolégico, C = Andlisis filogenético con datos de GBS
(Genotyping-by-sequencing), D = Ensayo de preferencia de hospedero.

5.2 Seleccion de los medios de cultivo, aislamiento de
Phytophthora betacei méas agresivo y la variedad de

Solanum betaceum maés susceptible.

En esta primera fase se seleccionaron las unidades de analisis para los experimentos
posteriores: el medio de donde provendran los esporangios con los cuales se realizara la
infeccidn, el aislamiento mas agresivo de P. betacei entre los probados: N9035 y P8084, y la
variedad de tomate de arbol S. betaceum mas susceptible a la infeccién, entre rojo oscuro o

morado (Variedad rojo) y rojo anaranjado (Variedad comun).

5.2.1 Medios de cultivo

Se realizé una primera evaluacion de medios de cultivo, con el fin de elegir con cual o cuales

realizar los ensayos de infeccion sobre hoja.

Se probaron tres medios de cultivo: TTA (Descrito anteriormente), PDA (Potato Dextrose
Agar: Reagen, HiMedia laboratories Pvt. Ltd. India) Y CMA (Corn Meal Agar: Neogen,
acumedia lab. USA), los tres enriquecidos con 0,1% de B-sitosterol. Los medios CMAyY TTA
se seleccionaron con base en los resultados de Mideros y colaboradores en 2018, donde
evaluaron la tasa de crecimiento micelial (mm/dia) de diferentes medios (PDA, CMA, TTAy
V8 juice agar), siendo estos los que presentaron un crecimiento mayor (Mideros et al., 2018).
El medio PDA se eligié porque es un medio utilizado rutinariamente, donde crecen de forma
Optima la mayoria de las especies de Phytophthora. Los aislamientos se sembraron
mediante la técnica de plug, y se mantuvieron a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Los esporangios se colectaron a los 15 dias de crecimiento.

Las variables que se evaluaron fueron la esporulacion (esporangio/mL) y el crecimiento sobre
cada medio de cultivo en términos de porcentaje de cobertura de la placa de petri tamafio
estandar (100*15 mm).



24 Caracterizacion de los esporangios de Phytophthora betacei producidos en medios artificiales y en

lesiones de hojas de Solanum betaceum.

Se realizaron tres réplicas técnicas en cada medio de cultivo para cada aislamiento y tres
réplicas biolégicas en diferentes dias con medio recién preparado.

En primer lugar, se evalu6 la esporulacion mediante la recoleccion de esporangios, raspando
la totalidad de micelio de cada placa de petri y suspendiéndolos en 1 mL agua destilada. Se
realizé vortex por un minuto y de forma inmediata se contaron los esporangios en

hemocitometro (el conteo se realiz6 por triplicado).

Por otro lado, mediante registro fotogréfico y usando el software ImageJ (ImageJ 1.49
software Maryland, USA) , se estimo el area de cobertura del micelio de cada aislamiento,
en cada medio de cultivo y se convirtieron estos valores a porcentaje considerando como

100% el area de la placa de petri.

5.2.2. Ensayos sobre hojas S. betaceum para la seleccién de unidades de
analisis: medio 6ptimo para colecciéon de esporangios, aislamiento mas

agresivo y variedad de tomate mas susceptible

Se inocularon esporangios de los dos aislamientos P. betacei provenientes de los medios (0
el medio) seleccionados en el paso anterior, en hojas desprendidas de las dos variedades
de tomate de arbol.

Los esporangios de cada aislamiento se recolectaron entre los 13 a 15 dias de comenzar el
cultivo y se suspendieron en solucién Petri. La solucion petri es una mezcla de sales (CaCl.
0,25 mM, 122 MgSO4 1 mM, KH,PO, 1 mM, KCI 0,8 mM; pH ajustado a 4,9) descrita en
1917, que asemejan el ambiente de los exudados de una planta. (Petri et al., 1917)

Se inocularon cuatro gotas de 25 pl con suspension de esporangios de 2.5 x 10* esporangios
mlt (Bashan, 1989) en el envés de las hojas. Esta técnica se usé para todos los ensayos en

hoja y se siguio el protocolo de infeccion estandarizado en este estudio (Anexo 1).

Las hojas de las dos variedades de S. betaceum (rojo y comun) usadas en estos ensayos
fueron de tres meses de edad conservadas en condiciones de invernadero (Invernadero de
la facultad de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia (temperatura: 18-22°C y
humedad relativa: 75 85%).

La esporulacion (esporangios/ml) y el area de lesion (mm?) se evaluaron a los 9 dias

posteriores a la inoculacién (dpi). Este tiempo se selecciond con base en los resultados de



25

Mideros y colaboradores en 2018, donde identificaron que a las 216 (hpi) horas posteriores

a la inoculacion se obtenia la concentracion mas alta de esporulacién (Mideros et al., 2018).

La esporulacion se determind tomando las 4 lesiones de cada hoja y suspendiéndolas en 1
mL agua destilada. Se realizé vortex por un minuto y de forma inmediata se contaron los
esporangios por triplicado en un hemocitémetro. El area de cada lesion se midié mediante

registro fotogréafico y usando el software ImageJ (ImageJ 1.49 software Maryland, USA).
Estas metodologias se emplearon para todos los ensayos que midieron estas variables.

Se realizaron réplicas biolégicas en diferentes dias, y tres réplicas técnicas para cada aislado
proveniente de cada medio de cultivo y en cada una de las variedades de tomate de &rbol.
A partir de los resultados obtenidos se seleccion6 un aislamiento de P. betacei, un medio de
cultivo y una variedad de S. betaceum para llevar a cabo los posteriores ensayos.

5.3 Ensayos de germinacion de esporangios de
Phytophthora betacei provenientes de medio de cultivo
y de lesiones de hoja, expuestos a dos temperaturas

distintas.

Se trabajaron esporangios con dos fuentes de produccién distintas, in vitro o in vivo: Los
primeros son los producidos en medio de cultivo, y los segundos son los aislados de lesiones
de hojas infectadas, ambos ajustados a la misma concentracion [2.5 x 10* esporangios ml*
(Bashan, 1989)].

Las infecciones se realizaron utilizando hojas desprendidas de tres meses de edad. El conteo
de esporangios y la medida del area de lesién se hicieron en lesiones de 9 dpi., y los
esporangios producidos in vitro e in vivo fueron expuestos tanto a temperatura ambiente

como a 4°C.

Todo el material vegetal empleado, se desinfecto, inoculé y conservo de acuerdo con el
protocolo descrito en el anexo 1, para finalmente mantenerse a temperatura ambiente
evitando la luz directa. Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Micologia y

Fitopatologia de la Universidad de los Andes, Bogota, Colombia.
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5.3.1 Morfologia de los esporangios

Los esporangios de cada uno de los cuatro tratamientos evaluados (Primero, esporangios
provenientes de medio de cultivo inoculados a 4°C, segundo, esporangios provenientes de
medio de cultivo inoculados a temperatura ambiente, tercero, esporangios provenientes de
hojas inoculados a 4°C y cuarto, esporangios provenientes de hojas inoculadas a
temperatura ambiente) fueron observados mediante microscopia de luz Optica. Se
registraron las medidas de ancho y largo para cada esporangio observados con ayuda de un
registro fotografico y posterior andlisis en el software ImageJ (ImageJ 1.49 software
Maryland, USA). Se contaron en promedio 30 esporangios por cada replica técnica. Se

realizaron 3 réplicas técnicas y 3 bioldgicas en tiempos diferentes.

5.3.2 Virulencia de los esporangios

Para cada uno de los tratamientos evaluados, se registro el tiempo de incubacion (tiempo en
visualizar a través de un estereoscopio al menos un punto de necrosis en la lesién, medido
en hpi, los tiempos evaluados fueron 24-28-38-45-48-52-69 y 72 horas). El area de lesion se
evalu6 mediante registro fotografico y posterior estimacion en el software ImageJ (ImageJ
1.49 software, Maryland, USA), y el nimero de esporangios producidos fue determinado
mediante el conteo por triplicado en hemocitometro, usando la formula matematica para
concentracion de esporangios (Anexo 1). Estas dos Ultimas variables fueron evaluadas

Gnicamente a los 9 dpi.

5.4 Evaluacion de la expresion génica de esporangios de
Phytophthora betacei provenientes de medio de cultivo
y de lesiones de hoja, expuestos a dos temperaturas

distintas.

En Phytophthora infestans, Fry y colaboradores en 2019 observaron que los esporangios
obtenidos en medios artificiales o en lesiones de hojas de su hospedero natural, eran
diferentes en su perfil transcripcional global. La expresion de genes que dan respuesta al

estrés, elicitinas, o genes implicados en el transporte de azlcares o solutos fue diferente (Fry
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et al., 2019). Con base en estos resultados, y con el fin de evaluar el efecto a nivel molecular
de las dos formas de obtencidon de esporangios expuestos a dos temperaturas diferentes, se
seleccionaron para este estudio ocho genes (Tabla 5-2), cuya expresion se evalué mediante

gRT-PCR, usando la actina como gen normalizador de la expresion.

Tabla 5-2. Genes expresados diferencialmente en esporangios de Phytophthora infestans
Genotipo US-23 procedentes de hojas de tomate Solanum lycopersicum y de medio de
cultivo arveja/centeno, identificados por Fry y colaboradores en 2019 y seleccionados para

el andlisis de expresion en este estudio. (Fry et al., 2019)

Gen Anotacion indice de cambio 2
US-P vs US-L"
PITG_21410 | Elicitin-like INF4 63
PITG 12562 Elicitin-like protein 15
PITG_12556 | Elicitin-like INF6 11
PITG 12872 MtN3-like protein >1000
PITG 09907 4-beta-galactosidase >200
PITG 13006 Major facilitator superfamily (MFS) 196
PITG 14993 | Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase 161
PITG 14721 12-Oxodienoate reductase 117

@ Un valor de 10 significa que el gen se expresé 10 veces mayor en los esporangios US-P en comparacion con

los esporangios US-L, un valor de 1 significa que no hubo diferencias en los esporangios US-P en comparacion
con los esporangios US-L, un valor de 0,10 significa que hubo una décima parte de la expresion en los

esporangios US-P que en los esporangios US-L.
b Origen de los aislamientos US (US-23 P. infestans). -P (Plate): Esporangios provenientes de medio de cultivo,

-L (Leave) esporangios provenientes de hojas de tomate.

5.4.1 Extraccion de ARN

Como material para la extraccion de ARN se uso tejido vegetal infectado por P. betacei
P8084 recolectado a los 9 dpi para los cuatro tratamientos probados con sus respectivas

replicas (Tres replicas técnicas y tres bioldgicas).

La recoleccién se realiz6 obteniendo las lesiones de hojas S. betaceum variedad comun
conservadas en camaras humedas en tubos eppendorf con un sacabocado estéril de 5 mm
de diametro (Cinco lesiones por tubo equivalente a aproximadamente 100 mg). El tejido se
coloco en nitrégeno liquido y se transfirio inmediatamente a un congelador a -80°C donde se

almacend hasta su uso.
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La disrupcion del tejido se realiz6 mediante un macerado con mortero y pistilo. Finalmente,
el proceso de extraccion de ARN se llevd a cabo utilizando el kit InviTrap Spin Plant RNA
Mini Kit (Stratec Molecular, InviTrap® Berlin, Germany), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ARN se conservo en hielo unos minutos, mientras se realizaba la cuantificacion
por Nanodrop, y la evaluacién de su integridad por medio de electroforesis en gel de agarosa

al 1,5% (Anexo 2). El material se almacen6 en un congelador a -80°C hasta su uso.

5.4.2 Obtencién de ADNc

Se sintetiz6 ADNc empleando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems®, Foster, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se conservaron
tres alicuotas por muestra, cada una de 25pL en un congelador a -30°C (Se uso dentro de

los cincos dias posteriores a uso obtencion).

5.4.3 Primers

Con el fin de evaluar la expresion de los genes seleccionados, se disefiaron los primers en

el programa primer BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 5-2). Para

todos los primers el tamafio del producto esperado fue menor a 150 pb, su temperatura de
alineamiento estuvo entre 50-65°C, y se verificé que no hubiese auto-complementariedad y
gue el anillaje se llevara a cabo en sélo una region del genoma P. betacei (P8084). Los
primers se evaluaron mediante PCR con ADNc obtenido de micelio de P. betacei P8084
(Anexo 2).

Tabla 5-2. Secuencia de Primers utilizados para evaluar efecto del origen de los esporangios

sobre la expresion de genes especificos de Phytophthora betacei por qRT-PCR.

Primer Anotacion Secuencia (5-3")
PITG 21410 F Elicitina INF4 ACCAGTGCGTTGAGATGTTC
PITG 21410R TATGCTCGTTCTCCATCAGC
PITG_12562 F I CAGGGAACGTCTCTCAGCAC
= Elicitina INF2B
PITG_12562 R ATGTTGAGGTCGCAGTCAGG
PITG_12556 F o GCCTCGGAATCAGGCTACAA
= Elicitina INF6
PITG_12556 R ACGCTTGAACAACGCACATC
PITG_12872F Proteina transportadora MIN3 GGTTTACGCTTCGACACTGC
PITG_12872 R TGCAGATTAAGGCCAAGGCA
PITG_09907 F . ATCACCATCGGCTTCCTGTG
B-galactosidasa
PITG_09907 R CGTGCTGCCTTCCATAGAGT
PITG_13006 F Transportador MFS (Major Facilitator CTGCATCGGCATGAACTGGT
PITG_13006 R Superfamily) GCCAACAGGAAGAAGATTGCAAGAA
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PITG_14993 F CGATGGTCAAGACAGACCGT
L-isoaspartato O-metiltransferasa
PITG_14993 R GTGGAAGCCGATAGGGTGAG
PITG_14721 F GTGTCCAGCTGAAGCATCGT
12-oxodienoato reductasa
PITG_14721R CGTTGCACGTTGCGAGTAAT
PITG_14461 F AGCTGTGGGCACACTTAAT
Actina
PITG_14461 R CTGGTCCATGCTCTCATTCA
5.4.4gRT-PCR

Se realizé una gRT-PCR estdndar para examinar la expresidbn de los ocho genes
seleccionados en los cuatro tratamientos determinados en este estudio, y se utiliz6 un
termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems™ QuantStudio™, Thermo Fisher Scientific
Inc, USA). Las reacciones consistieron en un volumen final de 15 pL, incluido 1pL de ADNc
(80ng/ uL en cada muestra), 0,45 uL de cada primer 10pmol/pL, 6,25uL de Maxima SYBR
Green gPCR Mix (2X) (Thermo Scientific®, CA, USA), 0.03uL de ROX 10nM y agua libre de
nucleasas para completar el volumen. Los pardmetros de la PCR fueron los siguientes: 95°C,
10 min; 95°C, 15s; 55°C,1 min (40 ciclos). Este protocolo se realiz6 en conjunto con una
curva de melting por cada ejecucion para confirmar productos individuales leyendo cada 1°C.
Los valores de Ct de expresién génica se normalizaron con la actina. Los resultados se
calcularon utilizando cuantificacion absoluta, mediante el calculo del numero de copias y
normalizacién con el gen housekeeping, actina, evaluando la expresién diferencial en los
cuatro tratamientos mediante analisis estadistico (Goss et al., 2013). Por otro lado para
evaluar el efecto del origen del in6culo de los esporangios y de la temperatura de exposicion
de los mismos, en los niveles de expresion de los genes seleccionados, se empled la
expresion relativa a la obtenida en los esporangios producidos en medio de cultivo a 4°C
(Método de recoleccion esporangial rutinario), este andlisis se realiz6 mediante el método
Pfaffl ( Pfaffl, ML, USA, 2002).

5.5 Analisis estadistico

Se calcularon estadisticos de resumen para cada variable medida por cepay por tratamiento,
segun correspondiera. Posteriormente, se evalud la normalidad de los datos mediante la

prueba de Shapiro—-Wilk. Se trabajaron datos con comportamiento normalizado, y para
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identificar las diferencias entre los tratamientos de interés, se realiz6 ANOVA multifactorial.
La prueba post hoc de Tukey, el test de significancia honesta de Tukey o la prueba HSD de
Tukey, realiza comparaciones mudltiples creando parejas entre todas las medias de los
tratamientos de una experiencia. Esta prueba se usé para evaluar si existia efecto entre los

respectivos contrastes mediante todas las combinaciones posibles.
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6. Resultados

6.1 Medios de cultivos para coleccién de esporangios de

Phytophthora betacei.

Para los dos aislamientos evaluados (P8084 Y N9035), el crecimiento en términos de
porcentaje de cobertura (Anova: F= 845,72; p <0,001) y esporulacion (esporangios/mL)
anova: F= 2.46; p=0,018, dependieron del medio de cultivo. Se observo que la concentracion
de esporangios/mL y el porcentaje de cobertura es mayor en los medios de cultivo PDA y
TTA frente al CMA (Tukey p<0,05). Estos resultados permitieron descartar el medio CMA
para los experimentos siguientes. Efectivamente, el crecimiento fue mayor al 80% en los
medios TTA y PDA, mientras que en medio CMA no superd el 30% en ninguno de los
aislamientos (Figura 6-3). En cuanto a la esporulacion, en el medio CMA se obtuvo
concentraciones de esporangios hasta 10 veces menores respecto a los otros medios

evaluados (Figura 6-2).
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Figura 6-1. Colonias de Phytophthora betacei después de quince dias de incubacion a
temperatura ambiente. De izquierda a derecha se visualiza el crecimiento en medio TTA,

PDAy CMA. Las cajas de arriba corresponden al aislamiento N9035 y las de abajo al P8084.
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Figura 6-2. Comportamiento de dos aislamientos Phytophthora betacei en tres medios de
cultivo (TTA, PDA y CMA), después de 15 de incubacion a temperatura ambiente. De
izquierda a derecha, el crecimiento en términos de porcentaje de cobertura de la caja (Anova:
F= 845,72; p <0,001) y la esporulacion (esporangios/ml) anova: F= 2.46; p=0,018). Los
tratamientos con letras distintas indican que tiene diferencias estadisticamente significativas
(Tukey p<0,05).



33

6.2 Establecimiento de unidades de analisis: Aislamiento
de Phytophthora betacei mas agresivo, variedad de
Solanum betaceum mas susceptible y medio de cultivo

Optimo para recoleccion de esporangios.

Con el fin de determinar las unidades de trabajo a emplear en los ensayos posteriores, se
evaluaron la esporulacion (esporangios/ml) y el area de lesion (mm?) obtenidas en hojas de
dos variedades de S. betaceum (rojo y comun) empleando como indculo esporangios de dos
aislamientos de P. betacei (N9035 Y P8084) producidos en dos medios de cultivo (PDA y
TTA).

Se encontro que la esporulaciéon (Anova: F= 7,67; p=0,008) y el area de lesion (Anova: F=
20,64; p=0,02) dependen del aislamiento, la variedad de tomate empleada y el medio de
cultivo en el cual se produzcan los esporangios utilizados como in6culo (Figuras 6-3 y 6-4).

Para el aislamiento N9035, la esporulacién y el area de la lesion no dependieron del medio
de cultivo en el cual se produjo el in6culo mientras que para P8084 si. En efecto, se observo
qgue la esporulacién y el area de la lesién para este aislamiento son significativamente
mayores cuando los esporangios provienen de medio TTA (Tukey, p<0.05), en las dos
variedades de tomate inoculadas. Ademas, los valores de esporulacion y area de la lesion

fueron mayores en la variedad comun (Tukey, p<0.05).

Por lo anterior, se seleccionaron el aislamiento P8084, el medio de cultivo TTA y la variedad

comun de S. betaceum.
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Aislamiento N9035 Aislamiento P8084
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Figura 6-3. Esporulacion (esporangios/mL) en dos aislamientos de Phytophthora betacei de
izquierda a derecha aislamiento N9035 Y P8084 a los 9 dias posteriores a la inoculacion con
esporangios provenientes de los medios de cultivo TTA y PDA, en hojas de dos variedades
(rojo y comun) de Solanum betaceum (Anova: F= 7,67 p=0,008). Los tratamientos con letras

distintas indican que tiene diferencias estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).



35

Aislamiento N9035 Aislamiento P8084
100

90

80
70
60

b,d d

50 b,d
b [ TTA (Tree Tomato Agar)

40 @ PDA (Potato Dextrose Agar)
a a
o

Area de lesion (mm?2)

Rojo Comin Rojo Comin

Variedades Solanum betaceum

Figura 6-4. Area de lesion (mm?) a los 9 dias posteriores a la inoculacién con esporangios
provenientes de los medios de cultivo TTA y PDA de Phytophthora betacei de izquierda a
derecha aislamiento N9035 Y P8084, evaluada en hojas Solanum betaceum (rojo y comun)
(Anova: F=21,33; p=0,01). Los tratamientos con letras distintas indican que tiene diferencias

estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).

6.3 Andlisis fisioldgico.

La unidad de analisis seleccionada consistio en: P. betacei aislamiento P8084 proveniente
del medio de cultivo TTA inoculado sobre hojas desprendidas de S. betaceum variedad
comun. A partir de alli se establecieron cuatro tratamientos para la respectiva evaluacion
fisioldgica y molecular, los cuales se abreviaran de la forma entre paréntesis: esporangios
provenientes de hoja expuestos a temperatura ambiente (hoja/ambiente) y a 4°C (hoja/4°C),
y esporangios provenientes de medio de cultivo expuesto a temperatura ambiente
(medio/ambiente) y a 4°C (medio/4°C).

6.3.1 Evaluacion del efecto del origen de los esporangios de P. betacei en
su morfologia

Se obtuvieron las medidas de largo y ancho de los esporangios, y la proporcién entre estas

dimensiones (Tabla 6-1), y se pudo determinar que el largo (um) de los esporangios no
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variaba respecto al origen ni a su temperatura de exposicion (Anova: F=0,21; p=0.28). Por el
contrario, el ancho de los esporangios (Anova: F=2.46; p=0.03) dependié del origen del
in6culo (Tukey, p<0.05), y fue independiente de la temperatura de exposicion (Anova:
F=1,01; p=0.66). Y de igual forma, la proporcién (largo:ancho) no dependio de la temperatura
de exposicion (Anova: F=6,55; p=0.57). Sin embargo, los esporangios medio/4°C
presentaron una proporcién mayor (Anova: F=7,72; p=0.04) estadisticamente significativas

en comparacion con los de hoja/4°C (Tukey, p<0.05) (Figura 6-5).

Los procedentes de hojas S. betaceum fueron méas anchos que los de medio de cultivo y por
lo tanto su proporcién largo:ancho fue menor. Efectivamente, los esporangios de P. betacei
presentaron una longitud promedio de 38,1+4.5 um en los cuatro tratamientos realizados,
(Mideros y colaboradores en 2018, reportaron una longitud de 39.3+ 4.8 um). El ancho de
los esporangios provenientes de medio de cultivo fue de 14.3 £ 3.7 um en promedio para las
dos temperaturas de exposicion, y para los provenientes de hoja desprendida tuvo un
promedio de 18.9 £ 2.1 um en las dos temperaturas de exposicion. Segun lo reportado por
Mideros y colaboradores en 2018, los esporangios de P. betacei tienen un ancho de 15.8 +
5.7 um (Mideros et al., 2018).

Tabla 6-1. Dimensiones de los esporangios Phytophthora betacei (P8084), provenientes
de hojas Solanum betaceum y de medio de cultivo TTA, expuestos a temperatura ambiente

y a 4°C y observados a los 9 posteriores a la inoculacion.

Experimento* Largo (um) Ancho (um) LZ:;E%;'SQO
1 Hoja/ambiente 39,60 + 7,83 19,57 £ 4,51 2,06 + 0,48
2 Hoja/ambiente 37,69 + 3,76 18,05 £ 3,74 2,08 £ 0,39
3 Hoja/ambiente 37,01 +£4,74 17,97 + 1,97 2,18 £0,38
1 Hoja/4°C 42,55 + 6,02 22,41 + 2,13 1,87 +£0,31
2 Hoja/4°C 41,36 + 3,04 22,61 +£5,14 2,00+0,14
3 Hoja/4°C 41,43 + 3,88 24,66 + 4,55 2,08 +0,41
1 Medio/4°C 34,55 + 4,96 15,46 + 4,33 2,17 +£0,24
2 Medio/4°C 34,08 + 3,84 11,92 £ 2,86 2,34 £ 0,55
3 Medio/4°C 36,56 £+ 4,89 14,35+ 2,23 2,24 + 0,46
1 Medio/ambiente 31,16 £ 6,27 13,01+ 4,15 2,40+ 0,70
2 Medio/ambiente 26,70 + 3,12 13,29 £ 4,35 1,90+0,42
3 Medio/ambiente 31,93+£3,43 13,37 + 4,37 2,54 £ 0,35

*La numeracion de 1 a 3 indica la réplica biologica.

+ Desviacion estandar
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Figura 6-5. Proporcion largo:ancho de esporangios Phytophthora betacei (P8084)
provenientes de hojas Solanum betaceum y de medio de cultivo TTA, expuestos a
temperatura ambiente y a 4°C, observados a los 9 dias posteriores a la inoculacion (Anova:
F=7,72; p=0.04). Los tratamientos con letras distintas indican que tiene diferencias

estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).

Figura 6-6. Esporangio de Phytophthora betacei (P8084) aislado de lesiones en hojas de
Solanum betaceum variedad comun observado mediante microscopia Optica A. In6culo de
infeccion proveniente de hojas Solanum betaceum B. In6culo de infeccion proveniente de
medio de cultivo TTA.
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6.3.2 Evaluacién del efecto del origen de los esporangios en la

virulencia de P. betacei.

Se encontré que la esporulacion (Anova: F=9,30 p=0.39) y el &rea de lesién (Anova: F=0,43
p=0.51) son equivalentes entre los esporangios provenientes de hojas S. betaceum y de
medio de cultivo, expuestos a temperatura ambiente y a 4°C (Figura 6-7). Por otro lado, el
tiempo de incubacion si mostro diferencias estadisticamente significativas (Anova: F=14,13
p= 0,008) dependiendo del origen del inéculo, siendo menor en los tratamientos hoja/4°C y
hoja/ambiente respecto al tiempo en medio/4°C y medio/ambiente (Figura 6-8). Ademas, se
observé que los esporangios de medio/4°C generaron los primeros indicios de necrosis mas

rapidamente en comparacién con los de medio/ambiente (Tukey p<0,05).

En promedio el tiempo (horas) en visualizar los primeros puntos de necrosis de menor a
mayor para cada uno de los indculos fue: 27,88 + 5,23 horas hoja/4°C, 32,25 + 2,59 horas
hoja/ambiente, 36 + 4,83 hora medio/4°C 48,13 + 6,29 medio/ambiente.

Origen del inoculo

M Medio de cultivo

g
Area (mm2)

M Hoja

E A. Temperatura ambiente ac ~ B. Temperatura ambiente 4°c
Figura 6-7. Esporulacién (esporangios/mL) anova: F=9,30 p=0.39 y &rea de lesién (mm?)
anova; F=0,43 p=0.51, producida a los 9 dias posteriores a la inoculacién por Phytophthora
betacei (P8084) proveniente de hojas Solanum betaceum variedad comun y del medio de

cultivo TTA, expuestos a temperatura ambiente y a 4°C.
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Figura 6-8. Tiempo (horas) de aparicion de los primeros puntos de necrosis producidos por
Phytophthora betacei (P8084) provenientes de hojas de Solanum betaceum variedad comudn
y de medio de cultivo TTA, expuestos a temperatura ambiente y a 4°C. Los tratamientos que
no comparten al menos una letra indican que tiene diferencias estadisticamente significativas
(Tukey p<0,05).
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Figura 6-9. Hojas de Solanum betaceum variedad comun infectadas con Phytophthora
betacei (P8084). A. Dia uno de la infeccién. B. Punto de infeccién a las 35 horas posteriores
a la inoculacion, usando una suspension de esporangios provenientes del medio de cultivo
TTA conservada a temperatura ambiente. C. Dia noveno posterior a la inoculacion D. Punto
de infeccion a las 35 horas posteriores a la inoculacion, usando una suspension de

esporangios provenientes de medio de cultivo expuesto a 4°C.

6.4 Evaluacion del efecto del origen de los esporangios de
P. betacei (medio de cultivo y hoja desprendida) en
sus caracteristicas moleculares.

Se analiz6 la expresion diferencial de ocho genes clasificados en tres grupos: i) elicitinas, ii)

genes vinculados a la respuesta al estrés vy iii) genes implicados en el metabolismo de

azUcares.
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En el primer grupo, no se observé que la temperatura estuviera implicada en los cambios de
la expresion de las elicitinas (Anova: F= 7,93; p=0,22), pero si dependié del origen de los
esporangios (Anova: F= 18,71; p=0,006) (Figura 6-8 A). Cada una de las tres elicitinas
evaluadas en el caso de esporangios procedentes de hojas de S. betaceum tuvieron una
menor expresion en comparacion con las elicitinas de los procedentes de medio de cultivo
(Tukey, p<0.05). Ademas, se calculd la expresion relativa tomando como referencia el
tratamiento medio/4°C se pudo confirmar el claro efecto del origen del indculo en los niveles

expresion de las elicitinas (Figura 6-8).

Para el segundo grupo correspondiente a los genes relacionados con la respuesta al estrés,
la expresién absoluta fue mayor en los tratamientos procedentes de medio de cultivo (Anova:
F= 8,01; p=0,01); y en el caso del gen PITG_13006/MFS, se observo que la temperatura
influyd sus niveles de expresion, siendo mayor en el tratamiento medio/4°C respecto a la que
se obtuvo en tratamiento medio/ambiente (Tukey, p<0.05). Ademas, la expresion relativa de
este gen para los indculos provenientes de hoja fue hasta 800 veces menor en comparacion
con los que provenian de medio de cultivo (Figura 6-8).

En el grupo tres, genes vinculados al metabolismo de azlcares, se encontr6 que la
temperatura no incidioé en los cambios de expresién de ninguno de los dos genes evaluados
(Anova: F=7,12; p=0,73), y que los cambios estadisticamente significativos de la expresion
de éstos dependian exclusivamente del origen de los esporangios (Anova: F=2,93; p=0,002)
(Figura 6-9).

HOJAS Solanum betaceum MEDIO DE CULTIVO

Esporangios de Esporangios de medio Esporangios Esporangios de hoja
medio a 4°C a temperatura ambiente de hoja a 4°C a temperatura ambiente

' v u |
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[figura 6-10]
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[Continuacion figura 6-10]

Figura 6-10. Expresion de elicitinas (INF4, INF6 e INF2B) en esporangios de Phytophthora
betacei (P8084) provenientes de hojas Solanum betaceum y del medio de cultivo TTA,
expuestos a temperatura ambiente y a 4°C. A. Expresion absoluta de elicitinas normalizada
con actina (Anova: F=18,71; p=0,006), los tratamientos que no comparten al menos una
letra indican que son significativamente diferentes (Tukey p<0,05). B. Evaluacion del efecto
de la temperatura y el origen de los esporangios, con base en la expresion relativa de
elicitinas (método Pfaffl) respecto a los esporangios provenientes de medio de cultivo

expuestos a 4°C (inéculo empleado rutinaria en los laboratorios).
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Figura 6-11. Expresion de genes vinculados en la respuesta al estrés en esporangios de
Phytophthora betacei (P8084) provenientes de hojas Solanum betaceum y del medio de
cultivo TTA, expuestos a temperatura ambiente y a 4°C. A. Expresion absoluta de genes
vinculados en la respuesta al estrés normalizada con actina, los tratamientos que no
comparten al menos una letra indican que son significativamente diferentes (Tukey p<0,05).
B. Evaluacion del efecto de la temperatura y el origen de los esporangios, con base en la
expresion relativa de genes vinculados en la respuesta al estrés (método Pfaffl) respecto a
los esporangios provenientes de medio de cultivo, expuestos a 4°C (in6culo empleado
rutinaria en los laboratorios). EI cambio de la expresion del gen PITG_13006/MFS

corresponde a la escala en rojo.
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Figura 6-12. Expresion de genes vinculados al metabolismo de azucares en esporangios de
Phytophthora betacei (P8084) provenientes de hojas Solanum betaceum y del medio de
cultivo TTA, expuestos a temperatura ambiente y a 4°C. A. Expresion absoluta de genes
asociados al metabolismo de azucares normalizada con actina, los tratamientos con letras
distintas indican que son significativamente diferentes (Tukey p<0,05). B. Evaluacion del
efecto de la temperatura y el origen de los esporangios, con base en la expresion relativa de
genes asociados al metabolismo de azucares (método Pfaffl) respecto a los esporangios
provenientes de medio de cultivo, expuestos a 4°C (inéculo empleado rutinaria en los

laboratorios).
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7.Discusion

Con el objetivo de comparar a nivel fenotipico y genotipico los esporangios de P. betacei
provenientes de medio de cultivo con los provenientes de hojas de su hospedero natural (S.
betaceum), en este trabajo se realizé la evaluacion de un aislamiento de P. betacei (P8084).
Tanto el aislamiento del patégeno como la variedad del hospedero y el medio de cultivo se
seleccionaron con el propésito de desarrollar todos los experimentos de forma eficiente,
identificando que la variedad comun de S. betaceum es mas susceptible que la variedad rojo
a una infeccion por P. betacei, que el aislamiento P8084 se comporté de manera mas
agresiva en comparacion con el N9035, y que la concentracion de esporangios fue mayor a
los 9 dias posteriores a la inoculaciéon para el inéculo producido en el medio del cultivo TTA
en comparacion con el del medio de cultivo PDA. Ademas, de evaluar el origen del inoculo
de infeccion (proveniente de medio o de hoja), los esporangios no solo se mantuvieron a
temperatura ambiente, sino que se expusieron a 4°C con el fin de inducir la germinacion

indirecta como ocurre en P. infestans (Danies, 2015).

En primer lugar, se observd que la temperatura no influyé en el ancho ni largo de los
esporangios, pero el origen del inéculo si. Los esporangios de P. betacei presentaron una
longitud promedio equivalente para los cuatro tratamientos realizados, pero en cuanto el
ancho, fueron diferentes los provenientes de medio de cultivo que los provenientes de hoja
desprendida. La longitud que se determind en este estudio estuvo acorde con lo reportado
por Mideros y colaboradores en 2018, en la descripcion de esta especie, y el ancho coincidio
con lo que se obtuvo en los esporangios procedentes de medio de cultivo (Mideros et al.,
2018). El ancho promedio que reportamos para los esporangios provenientes de hoja es

mayor que los de medio de cultivo.

Dado que generalmente se han usado in6culos procedentes de medio de cultivo para realizar

ensayos de infeccion en Phytophthora sp., la Unica investigacion disponible sobre una
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evaluacién morfolégica del origen de los esporangios lo registra Leesutthiphonchai y
colaboradores en 2019. Estos autores evaluaron la razén entre el largo y ancho de los
esporangios de P. infestans provenientes de medio centeno-sacarosa, hojas de papa (S.
tuberosum) y hojas de tomate (S. lycopersicum), y determinaron que no hay efecto
significativo sobre las dimensiones en los tres tipos de esporangios evaluados
(Leesutthiphonchai & Judelson, 2019). Sin embargo, nuestros resultados dan un primer
panorama de que si pueden existir diferencias morfolégicas en los esporangios P. betacei
segun su origen, lo cual puede explicarse porque la extensibilidad de la pared esporangial
se adapta al ambiente donde se encuentre (Morejon & Pardo, 2008). Adicionalmente, se ha
reportado que en Phytophthora palmivora las condiciones de crecimiento pueden afectar la
morfologia de los esporangios presentando cambios respecto a la temperatura, exposicién
a la luz y medio de cultivo del que provengan (Brasier & Griffin, 1979). Por otro lado, se sabe
gue la morfologia de otros organismos, como en hongos entomopatdgenos varia cuando se
subcultivan en medios artificiales (Butt et al., 2006). Por estos motivos, se puede considerar
gue alguna propiedad de los tejidos vegetales induce cambios morfolégicos en los

esporangios de la especie Phytophthtora betacei.

En cuanto al potencial de esporulacion y el tamafio de la lesion, se observo que los resultados

fueron equivalentes para los cuatro indculos evaluados.

No obstante, respecto al periodo de incubacion de la enfermedad si hubo diferencias
dependiendo del origen de inéculo, y de la temperatura de exposicion, siendo el menor
periodo para el tratamiento hoja/4°C y el mayor para medio/ambiente. Los periodos obtenidos
se correlacionan con el tiempo en que se expresan los efectores de necrotrofia en P. betacei.
Phytophthora sp. tiene un repertorio de proteinas efectoras que son importantes para infectar
con éxito a sus anfitriones. Estos efectores en P. betacei fueron descritos por Buitrago y
colaboradores en 2019, quienes indican que Nppl y Nlpl (efectores asociados a la etapa
necrotréfica de enfermedad) tienen una mayor expresion entre las 24 a 72 horas de

posteriores a la inoculacion (Buitrago, et al., 2019).

En el caso de P. infestans, Fry y colaboradores en 2019 reportaron que los esporangios
producidos en medios artificiales tienen una agresividad menor respecto a los producidos en
lesiones de hojas de tomate (S. lycopersicum). Ademas del estudio mencionado
anteriormente, se han evaluado los esporangios de P. infestans (especie que logra la

liberacién de la zoospora tras 2 horas de exposicion a temperaturas inferiores a 10°C) frente
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a otras variables; por ejemplo, frente a la reaccién a la radiacién solar, donde los esporangios
procedentes de medio de cultivo son mas sensibles que los aislamientos de hojas del
hospedero natural. Esto fue descrito por Mizubuti y colaboradores 2000, quienes de manera
accidental usaron esporangios de tejido infectado en campo, los cuales sobrevivieron
durante periodos cortos de luz solar, a diferencia de los esporangios empleados inicialmente
para su estudio (producidos en medio de cultivo), que murieron en todas las repeticiones
realizadas (Mizubuti et al., 2000) (Fry, 2016). De igual forma, Fry en 2016, evalud6 la
resistencia frente a P. infestans de papa (S. tuberosum) mediante la sobreexpresion de
osmotina PR5. Se observo que en su laboratorio, estas papas transgénicas retrasaban los
sintomas del tizén tardio, sin embargo, en las pruebas de campo no se observé ningin

retraso en el desarrollo de los sintomas (Fry, 2016).

En cuanto a las diferencias de expresién génica, los ocho genes evaluados se expresaron
de forma diferencial segun la procedencia de los esporangios. La evidencia molecular para
establecer la diferencia en la manera de obtencion de los esporangios de P. betacei (P8084)
indica que la expresiéon de los genes seleccionados estuvo aumentada cuando estos
provenian de medio de cultivo. Es interesante que la expresion de todos los genes presente
mayores niveles en medio de cultivo y eso demuestra el efecto tan marcado sobre el

metabolismo que tiene el origen de un indculo.

Las elicitinas, proteinas relacionadas con la estimulacién de la respuesta inmune en plantas,
presentaron sobreexpresion en los esporangios procedentes del medio del cultivo; esto
podria indicar que este indculo puede ocasionar una defensa mas temprana de la planta. Por
ejemplo, en Phytophthora parasitica frente a Nicotiana tabacum (tabaco) se demostré que
las elicitinas pueden inducir respuestas de defensa fuertes en el tabaco. Yu y colaboradores
en 1995 purificaron elicitinas y las evaluaron en concentraciones bajas, mostrando
respuestas de muerte celular y resistencia contra el ataque posterior de patégenos. De igual
forma, la produccion de elicitinas in vitro por los aislados de P. parasitica estuvo
correlacionada negativamente con su patogenicidad en las plantas de tabaco, mostrando
una rapida pérdida de electrolitos, cambios en la fosforilacién de proteinas y cantidades de

especies de oxigeno activo (Yu, 1995).

Pese a ello, en P. betacei (P8084) los tamafos de las lesiones ocasionadas y la
concentracion de esporangios, no se correlacionaron con el cambio de expresion encontrada

en los esporangios segun su procedencia.
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Respecto a los marcadores de estrés, se evaluaron genes que codifican para tres proteinas
diferentes. Se evalu6é un transportador MFS (Major Facilitator Superfamily), un tipo de
proteina que utiliza gradientes electroquimicos para impulsar la translocacién de sustratos a
través de la membrana en hongos y oomicetes, por lo que juegan un papel importante en la
resistencia a multiples farmacos, minimizando la toxicidad de los fungicidas y quimicos que
generan estrés oxidativo (Hassan et al., 2014). También se evalué la proteina |- isoaspartato
O-metiltransferasa conocida como PIMT que tiene la capacidad de reparar proteinas
dafadas, aunque su funcién en oomicetes no estd completamente definida. Se ha sugerido
gue estan involucradas en una variedad de procesos celulares, incluida la proteccién de las
proteinas contra el estrés, convirtiendo residuos anormales de l-isoaspartilo en residuos
normales de l-aspartilo para reestablecer la estructura y funcion de otras proteinas (Kamble
& Majee, 2020). Por ultimo la 12-oxofitodienoato reductasa que esté involucrada en la
sintesis de jasmonato y, por lo tanto, probablemente esté involucrada en la sefializacion y
las respuestas de defensa (Pacheco, 2014).

Los genes asociados a la respuesta al estrés tuvieron un mayor nivel de expresion en los
esporangios procedentes de medio de cultivo. Esta sobreexpresion deja muchas preguntas
abiertas pues se esperaria que su sobreexpresion diera mas tolerancia de los esporangios
al estrés encontrado al atacar una planta y se esperaria, en consecuencia, mas virulencia.
En efecto, los esporangios de hoja presentan menores tiempos de incubacion, sin embargo,
los tamafios de lesién y la concentracion de esporangios a los nueve dias posteriores a la

inoculacion no presentaron cambios segun el origen de los propagulos.

Ademas, el gen PITG_13006/MFS fue el gen que presento cambios no solo respecto al
origen de los esporangios, sino también respecto a la temperatura. Este gen se expreso
hasta 800 veces mas en esporangios de medio de cultivo que de hoja, y su expresion en los
in6culos producidos a 4°C estuvo aumentada hasta 600 veces referente a los tratamientos
gue se mantuvieron a temperatura ambiente. En el caso de Saccharomyces cerevisiae, esta
descrito que los transportadores MFS evitan la toxicidad de productos quimicos y
contrarrestan los efectos de los cambios extremos de temperatura, bombeando fuera de la
célula agua, sustancias quimicas u oxidantes y regulando la composicién de membrana (Lin
et al., 2018). Lo cual podria explicar el comportamiento de este gen en nuestros tratamientos,
donde la exposicion a temperaturas frias activa este tipo de transportadores como

mecanismo de regulacién para combatir con el estrés ambiental.
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En cuanto los genes asociados al metabolismo de azucares, PITG_12872/MtN3 asociado al
transporte de carbohidratos y PITG_09907/galactosidasa, enzima que interviene en diversas
vias metabdlicas y se encuentra en altas concentraciones en frutas; presentaron cambios de
expresion, los cuales hacen referencia exclusivamente al origen de los esporangios,
expresandose ambos genes en una cantidad mayor en los esporangios procedentes de
medio de cultivo, lo cual puede estar relacionado con el metabolismo de los componentes
del medio, un medio natural a base de extracto de tomate de arbol y azlcar de mesa como
fuente de carbono (Rodriguez, 2015), un medio mucho mas rico en nutrientes que lo que se

encuentra en una hoja vegetal.

Estos resultados de expresion génica coinciden con los encontrados por Fry y colaboradores
en 2019, quienes identificaron en P. infestans una sobreexpresion de elicitinas,
transportadores de nutrientes y proteinas de estrés en esporangios producidos en medios
artificiales, frente a los que produjeron en lesiones de hojas S. lycopersicum. Ellos, a
diferencia de este estudio correlacionaron los resultados moleculares con el comportamiento
de la enfermedad, debido a que los esporangios P. infestans de medio de cultivo, si se
comportaron de manera menos agresiva con respecto al desarrollo de la lesion y la
esporulacién. Sin embargo, en nuestro estudio si hubo una relacion interesante, mayores
niveles de expresion génica en esporangios cultivados en medios sintéticos y menores
periodos de incubacion de la enfermedad con aparicion mas temprana de sintomas cuando

se usaron propagulos obtenidos de hojas.

Si los esporangios Phytophthora spp. son diferentes o no, dependiendo de dénde se
produzcan, hoja o medio, es motivo de controversia, ya que Fry y colaboradores en 2019
reportaron que en P. infestans si son diferentes en cuanto agresividad y perfil trascriptémico,
pero Leesutthiphonchai y colaboradores en el mismo afio publicaron que en esta misma

especie sin importar el inoculo utilizado, los esporangios se comportan de manera similar.

En esta investigacion, se evalué una especie recientemente descrita y se encontré6 una
variacion de los propagulos segun su procedencia. Es verdad que no se encontraron
diferencias en todas las variables evaluadas como en caso de Fry y colaboradores en 2019
pero efectivamente, si hubo diferencias que pudieran intervenir en los resultados de los

experimentos que se quieran realizar. Por lo cual, el uso de esporangios procedentes de
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hojas del hospedero natural, como in6culo en los experimentos de laboratorio podria ser una

nueva alternativa.
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8.Conclusiones y recomendaciones

En este estudio se determiné que la variedad de S. betaceum comuin es mas susceptible que
la variedad rojo, que P. betacei (P8084) es un aislamiento mas agresivo comparado con

(N9035) y que el medio de cultivo TTA es idoneo para cultivar la especie P. betacei.

En cuanto a la evaluacion de la infeccion empleado in6culos de esporangios producidos en
diferentes condiciones, se encontrd que existen cambios en ciertos rasgos de patogenicidad.
Aunque el area de lesion y la esporulacion no mostraron diferencias entre los tratamientos
probados, caracteristicas como el periodo de incubacién, la proporcion largo:ancho y la
expresion de elicitinas, genes vinculados a la respuesta al estrés y al metabolismo de
azucares, si las presentaron. Por lo cual se puede concluir que los esporangios de P. betacei
(P8084) producidos en medio de cultivo y en lesiones de hojas de S. betaceum variedad
comun son distintos. Los esporangios de P. betacei (P8084) producidos en hojas de S.
betaceum fueron mas anchos, generaron menores periodos de incubacion, y la expresién de
los genes evaluados estuvo significativamente disminuida. Ademas, en cuanto el efecto de
la temperatura, cuando los in6culos de esporangios se expusieron a 4°C por cuatro horas,
estos generaron un mayor nivel de expresion de genes vinculados al estrés y se

disminuyeron los periodos de incubacion (Figura 8-1).

Dichos resultados son muy importantes para guiar el trabajo en laboratorios de fitopatologia
y sugieren trabajar con esporangios o en general propagulos provenientes de tejido vegetal

en los experimentos de laboratorio.

Se podrian considerar variables adicionales, como la evaluacion de otros aislamientos de P.
betacei y variedades de S. betaceum, ya que los distintos niveles de agresividad entre
aislamientos y la susceptibilidad de las variedades de tomate de arbol, pueden identificar

diferencias adicionales en el desarrollo de la infeccion. Ademas, un estudio en varios
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aislamientos y variedades justificaria un analisis RNA-seq que esquematice la dinamica de
las infecciones producidas con esporangios de distintas procedencias. También se podrian

hacer ensayos en planta completa, y con condiciones de temperatura controlada.

En cuanto al analisis morfolégico, los inéculos de P. betacei obtenidos mediante diferentes
condiciones, se pueden describir por medio de mediciones adicionales, como el ancho de
las hifas primarias, el tipo de apice, papilacién y caducidad.Ademas, para identificar si la hoja
y/lo el medio proporciona alguna condiciones especial, se pueden hacer ensayos

citoquimicos mediante microscopia de fluorescencia (Javier et al., 2014).

Figura 8-1. Resumen de resultados del estudio “Caracterizacion de los esporangios de
Phytophthora betacei producidos en medios artificiales y en lesiones de hojas de Solanum

betaceum”.

ORIGEN DE LOS HOJAS Solanum MEDIO DE CULTIVO
ESPORANGIOS betaceum TTA

DE Phytophthora
betacel 4°C Ambiente 4°C Ambiente

Area de lesion 9 dpi Equivalente

Esporulacion 9 dpi Equivalente

Tiempo de
incubacion 1 T

Proporcién largo: L
ancho

Elicitinas

Respuesta al estrés

Metabolismo de
azlcares
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A. Anexol. Protocolo de infecciéon de
Phytophthora betacei sobre hojas de

Solanum betaceum

Se establece el siguiente protocolo de infeccién de P. betacei sobre hojas jovenes sanas
de Solanum betaceum variedad rojo y comun. La técnica de infeccién es por gota en hojas
desprendidas. Las hojas por infectar deben ser desprendidas justo antes del
procedimiento, y estar visualmente sanas, diferenciando las hojas de cada una de las

variedades.

1. Desinfeccion de las hojas S. betaceum

El exceso de tierra 0 demas agentes se retiran sumergiendo la totalidad de la hoja en agua
del grifo, hasta que esté visiblemente limpia. Luego se procede con diferentes lavados
(Figura A-1), donde se debe sumergir la totalidad de la hoja alrededor de 10 segundos en

cada paso.

T8 T N o W o \

Aguadechorro A destilada estéril Etanol 70% A. destilada estéril  A. destilada estéril A. destilada estéril

Figura A-1. Lavados para el proceso de desinfeccion de hojas desprendidas Solanum

betaceum.
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A cada hoja, de ser necesario, se le retira el tallo sobrante. Finalmente, las hojas se colocan

sobre toallas de papel estéril hasta que estén totalmente secas.

2. Infeccidén

Las hojas se ubican con el lado abaxial hacia arriba sin tocarse entre si. Cada hoja se
inoculé con una gota de 25 pL de la suspension de esporangios (Previo vortex) en
cuatro puntos diferentes y equidistantes. Como control negativo se inocula una hoja
Unicamente con la solucién petri empleada para la suspensién de trabajo.

3. Preparacion del in6culo de P. betacei:

La suspensién para la inoculacion puede provenir de dos fuentes (Medio de cultivo u
hoja) y exponerse a dos temperaturas (Mantener a temperatura ambiente, o se

recomienda exponer a 4°C para estimular la germinacion indirecta).

Cuando los esporangios provienen de medio de cultivo, se recolectan las colonias en
crecimiento activo (13-15 dias de crecimiento en agar tomate de arbol TTA) raspando
suavemente el micelio con ayuda de una varilla de vidrio estéril. Si se va a usar como
inoculo lesion de hojas S. betaceum, se recolectan las lesiones cortandolas con ayuda

de una cuchilla nueva u otro elemento cortante estéril.

El in6culo se suspende en un eppendorf estéril con 1 mL de solucién Petri estéril, y se
ajusta a la concentracion deseada mediante un conteo en hemocitometro usando el

siguiente calculo:

Numero de esporangios contados * 104 cel/mL

Numero de cuadrantes contados

4. Conservacion de la suspension antes de la

inoculacion
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Temperatura ambiente: Una vez se confirma la concentracion de esporangios y se
mezcla la suspensién con ayuda del vortex, se procede de forma inmediata a inocular

las hojas.

4°C: Una vez se confirma la concentracion de esporangios, se lleva el in6culo a 4°C
por dos horas, pasado este tiempo se mezcla la suspension con ayuda del vortex y de
forma inmediata se inoculan las hojas. Las hojas ya inoculadas se llevan 2 horas mas

a 4°C y finalmente se conservan en el lugar designado a temperatura ambiente.

5. Conservacion de las hojas

Mantenimiento en camaras himedas: Son recipientes plasticos transparentes con
rejilla. Para la conservacion de hojas, estos deben tener tapa y deben estar
desinfectados. Las cajas se humedecen con agua destilada estéril cuyo volumen no
toque la rejilla y se debe cambiar a diario procurando dejar siempre la rejilla seca.

Figura A-2. Conservacion de hojas Solanum betaceum en camaras himedas.
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Mantenimiento en agar: Como alternativa a las cajas plasticas donde se pueden
conservar cuatro o mas hojas, se puede usar el agar agua para mantenimiento
individual de hojas. Se utiliza el agar agua al 10% (se estandariz6 para S. betaceum
esta concentracion después de probar concentraciones desde el 4% hasta el 16% de
agar). La caja de petri debe estar estéril, y su tamafio no debe arrugar o lastimar de

ninguna manera la hoja. La capa de agar debe ser fina, de tal manera que no toque la

hoja.

Figura A-3. Conservacion de hojas Solanum betaceum en agar agua.
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B. Anexo 2. Geles de agarosa

MPM M1 MN MN M1 MN M1 M2 M2

500pb

ome eav vesse

300pb

Figura B-1. Gel de agarosa al 1,5% mostrando la amplificacion de 300 pb del RNA
obtenido de hojas Solanum betacum variedad comun infectadas con Phytophthora betacei
(P8084) mediante cuatro tipos de in6culo (M1, M2, M3 y M4). MPM= Marcador de peso
molecular 100bp+3K DNA Ladder Smobio. MN=Muestra no seleccionada (descartada),
M1= Suspension de esporangios conservada a temperatura ambiente proveniente de hojas
S. betaceum, M2= Suspensién de esporangios expuesta a 4°C proveniente de hojas S.
betaceum, M3= Suspension de esporangios conservada a temperatura ambiente
proveniente del medio de cultivo TTA, M3= Suspension de esporangios expuesta a 4°C
proveniente del medio de cultivo TTA, (C-) = Control negativo.
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Figura B-2. Gel de agarosa al 1% como control de amplificacién por PCR para evaluacion

de primers correspondientes a nueve genes, 1= PITG_14461, 2= PITG_12562, 3=
PITG_12556, 4= PITG_12872, 5= PITG_09907, 6= PITG_13006 7= PITG_14993 8=
PITG_12551, 9=PITG_21410, MPM= Marcador de peso molecular 100bp+3K DNA Ladder
Smobio, (C-) = Control negativo. La letra P corresponde a ADNc obtenido de micelio de
Phytophthora betaceiy la letra | corresponde a ADNc de micelio de Phytophthora infestans.



