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Variabilidad genética del mildiu (Bremia lactucae Regel) en Salamanca y San Miguel
de Allende, Guanajuato, mediante RAPD e ISSR
Susana Martinez Martinez M.C.

Colegio de Postgraduados, 2008

Bremia lactucae Regel causa una de las enfermedades de mayor importancia en la
lechuga a nivel mundial. Debido a que este pseudohongo presenta dos tipos de
reproduccion: sexual y asexual, su diversidad genética es amplia y puede dar origen
a nuevas razas. Dicha situacion se desconoce en México, por lo que es importante
conocer este aspecto en las zonas productoras de esta hortaliza, asi como también
la influencia que ejercen los factores ambientales sobre la incidencia y severidad del
patégeno. Por ello, fueron determinadas la incidencia y severidad de B. lactucae en
15 variedades de lechuga, ademas se registraron variables ambientales como la
temperatura, humedad relativa, humedad de la hoja y precipitacion en los municipios
de Salamanca y San Miguel de Allende, Guanajuato. También se determind la
variabilidad genética de este patdgeno mediante el uso de las técnicas moleculares
de RAPD (se probaron 10 iniciadores al azar) e ISSR (10 iniciadores previamente
reportados) en 15 aislados de B. lactucae obtenidos de las 15 variedades de
lechuga.

Los resultados indican que temperaturas de 10 a 15 °C y humedad relativa superior
al 80 %, son condiciones que favorecen la incidencia y severidad de B. lactucae. La
humedad de la hoja y la precipitacidon no tuvieron relacién con el crecimiento del
hongo, ya que en el periodo de estudio la precipitacion fue escasa y los sensores de
humedad de la hoja no se encuentran a nivel del cultivo. Utilizando la técnica de
ISSR se detectd variabilidad genética (polimorfismo de 91.6 %) de B. lactucae en los
sitios estudiados, que con base en los patrones polimorficos, se detectaron 3 grupos
diferentes en Salamanca y 5 grupos distintos en San Miguel de Allende. Con el uso

de RAPD, no fue posible detectar variabilidad genética de este patdégeno.

Palabras clave: Bremia lactucae, mildiu, diversidad genética, microsatélites.



Genetic Variability of the mildew (Bremia lactucae Regel) in Salamanca and San
Miguel de Allende, Guanajuato, by RAPD and ISSR
Susana Martinez Martinez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2008

Bremia lactucae Regel causes one of the most important diseases worldwide in
lettuce. This pseudofungus presents two types of reproduction: sexual and asexual,
so its genetic diversity is wide and may give origin to new races. Currently this fact is
unknown in Mexico, reason why it is important to know mainly in the productive areas
of lettuce; as well as the influence of the environmental factors on the incidence and
severity of the disease. In this study, incidence and severity of B. lactucae were
determined in 15 lettuce varieties; also, environmental variables as temperature,
relative humidity, leaf surface wetness and precipitation were recorded in the
municipalities of Salamanca and San Miguel de Allende, Guanajuato. Genetic
variability of 15 isolates of B. lactucae obtained of 15 varieties of lettuce was
determined, by using the molecular techniques RAPD (10 primers were randomly
tested) and ISSR (10 primers previously reported were tested). The results indicate
that temperatures between 10 and 15 °C and relative humidity above 80%, are
optimal conditions for high incidence and severity of B. lactucae. However, leaf
surface wetness and precipitation did not show any effect on fungus growth, some of
the reasons to explain this situation were the low precipitation during the period of the
study, and the lack of devices to record leaf surface wetness in situ. By using the
ISSR technique genetic variability of B. lactucae was detected (polymorphism of 91.6
%) in the study plots; based on the polymorphic patterns, three groups were detected
in Salamanca and five groups in San Miguel de Allende. With the use of RAPD, it was

not possible to detect genetic variability of this pathogen.

Key Words: Bremia lactucae, mildew, genetic diversity, microsatellite.



1. INTRODUCCION

De acuerdo con la SAGARPA (1997), en México la produccién de hortalizas se
realiza en alrededor de 512,000 hectareas, lo que equivale a 3.5% de la superficie
agricola nacional. El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las hortalizas de
mayor importancia y se cultiva en una extension de 9 379 ha, siendo los principales
estados productores Puebla, Guanajuato, Baja California Norte, Zacatecas y San
Luis Potosi. La lechuga tradicionalmente se cultiva en campo, aunque en la
actualidad se esta cultivando en condiciones de invernadero debido a la demanda de

productos frescos y libres de patdgenos (Cobelli et al., 1998; Davis et al., 2002).

Las enfermedades de las plantas son un factor limitante para la produccion cuando
no se dispone de cultivares resistentes. Son el resultado de las interacciones entre la
planta y el patégeno (bacteria, hongo, virus, fitoplasma o nematodo (Davis et al.,
2002), condiciones ambientales, el manejo y hombre (Hans-Jirgen y Hoyningen-
Huene, 1986). Es por ello que el objetivo de varias investigaciones esta enfocado
hacia la proteccion de los cultivos contra las enfermedades causadas por patégenos
para satisfacer y mantener la demanda de los alimentos en el mundo (Herrera-
Estrella y Simpson, 1995; Baker et al., 1997).

Bremia lactucae Regel es un oomicete que induce la enfermedad del mildiu en
aproximadamente 36 plantas diferentes del género de las Compuestas (Smith, 1992),
silvestres y cultivadas, (Lebeda y Petrzelova, 2004; Grube y Ochoa, 2005). A nivel
mundial el mildiu es considerado una de las enfermedades mas importantes y
devastadoras de la lechuga, ya que se encuentra presente en los sistemas de
produccion en campo y en invernadero, principalmente en regiones donde las
temperaturas son relativamente bajas y las hojas de la lechuga estan con frecuencia
humedas (Davis et al., 2002). Las epidemias causadas por este patégeno pueden
ser tan devastadoras que causan pérdidas importantes en la recoleccion, transporte

y almacenamiento postcosecha (Zink et al., 1962; Gull et al., 1990; Scherm y Van
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Bruggen, 1994), e inclusive pueden llegar a ocasionar que la cosecha no sea
comerciable (Scherm y Van Bruggen, 1994; Davis et al., 2002).

Debido a la presencia de los dos grupos de compatibilidad (B1 y B2) y a su
capacidad homotalica existe alta variabilidad genética que puede dar lugar a la
presencia de una gran diversidad de razas fisioldgicas (Crute, 1987, Michelmore et
al., 1987, Yuen y Lorbeer, 1987) que cuando los factores ambientales y el manejo le
son propicios pueden influir de manera negativa al cultivo en deterioro de la sanidad.
Esto debido a que en México no existe informacion acerca del mildiu, es decir, que
no se cuenta con estudios epidemiolégicos y mucho menos de variabilidad genética,
lo cual dificulta su manejo. Con los avances de la Biologia Molecular, principalmente
con el desarrollo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se han
desarrollado técnicas que pueden utilizarse en la caracterizacion y evaluacion de la
diversidad genética (Hoelzel, 1994). Una de estas técnicas son los marcadores
moleculares que proveen informacion acerca de la variabilidad genética dentro de
una poblacion, facilitando el entendimiento y prediccion del desarrollo de una

enfermedad, asi como su relacidon genética (Huff et al., 1994)

Es por ello que la presente investigacion tuvo como objetivo estudiar la variabilidad
genética de Bremia lactucae en diferentes poblaciones procedentes de Salamanca y
San Miguel de Allende, Guanajuato, mediante la utilizacion de técnicas moleculares
como los RAPD e ISSR.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Interaccién planta-patégeno

Las enfermedades de las plantas son un factor limitante para la produccion agricola
cuando no se realiza un manejo adecuado de estas, pues llegan a ocasionar
pérdidas considerables en su rendimiento y calidad. Estos problemas fitopatolégicos
tienen diferentes causas y etiologias, son resultado de las interacciones complejas
entre la planta y el patdgeno (bacteria, hongo, virus, fitoplasma o nematodo (Davis et
al., 2002), condiciones ambientales y el hombre (Hans-Jurgen y Hoyningen-Huene,
1986).

2.2. Importancia y problematica del cultivo de lechuga en México

La lechuga es un cultivo autopolinizado que se origind en el area mediterranea
(Vavilov, 1951). La mas temprana indicacion de su existencia viene de
aproximadamente 4 500 anos a. c. en pinturas de las tumbas de Egipto, que
muestran plantas con hojas estrechas del tipo “lechuga esparrago” (Ryder, 1979).
En la actualidad, la lechuga es el cultivo mas importante para el mercado en fresco
en los EUA en términos de peso, produccién y valor de mercado. La mayoria de las
lechugas son de tipo Crisphead y representa el vigésimo sexto lugar de la lista de

frutas y verduras comunes por su valor nutritivo (Pérez et al., 1997).

Segun la SAGARPA (1997), en México la produccion de hortalizas se realiza en
alrededor de 512,000 hectareas, lo que equivale a 3.5% de la superficie agricola
nacional. El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las hortalizas de mayor
importancia y se cultiva en una extension de 9 379 hectareas, siendo los principales
estados productores Puebla, Guanajuato, Baja California Norte, Zacatecas y San
Luis Potosi. La lechuga tradicionalmente se cultiva en campo. En los ultimos afos el
cultivo en invernadero esta tomando auge debido a la demanda de productos frescos
(Cobelli et al., 1998; Dauvis et al., 2002).
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Entre los principales factores que afectan la produccion del cultivo se encuentran la
falta de un control adecuado de malezas, fertilizacién inadecuada, asi como la
incidencia de plagas y enfermedades, siendo estas ultimas un importante factor
limitante para la produccién de lechugas cuando no se dispone de cultivares
resistentes. Las 75 enfermedades reportadas en lechuga son resultado de la
interaccién entre la planta, el patégeno (bacteria, hongo, virus, fitoplasma o
nematodo), condiciones ambientales (Davis et al., 2002) y el manejo proporcionado
por el hombre. De estas, las enfermedades mas importantes son las ocasionadas por
bacterias y hongos, dentro de estos ultimos se encuentra el mildiu, el cual es
inducido por Bremia lactucae y es considerada una de las enfermedades mas
importantes y devastadoras de la lechuga, ya que se encuentra presente en los
sistemas de produccidon en campo e invernadero en todo el mundo, principalmente
en regiones donde las temperaturas son relativamente bajas y las hojas de la
lechuga estan con frecuencia humedas (Wu et al., 2000; Davis et al., 2002). Las
epidemias causadas por este patdégeno pueden ser devastadoras. Niveles
relativamente bajos de infeccidn son capaces de reducir la calidad de la cosecha,
causar pérdidas importantes en la recoleccion y facilitar la pudricion durante el
transporte y almacenamiento postcosecha (Zink et al., 1962; Gull et al., 1990;
Scherm y Van Bruggen, 1994). Niveles altos de enfermedad pueden ser la causa de
que la cosecha no sea comerciable (Scherm y Van Bruggen, 1994; Davis et al.,
2002). Maroto et al. (2000), resaltan la importancia que tiene el combatir al mildiu
durante los primeros periodos vegetativos y sobre todo en la fase de semillero, pues
el estado sanitario que tenga una plantacién de lechuga dependera de la proteccion
que las plantas hayan recibido en el mismo; ademas, las condiciones climaticas y las
practicas de riego juegan también un papel muy importante en el desarrollo de las
epidemias del mildiu en el cultivo de lechuga. Normalmente, se observa mas
enfermedad en el cultivo de lechuga cuando se utiliza el riego por aspersion que en
el riego por gravedad, debido a la duracion mas prolongada de la humedad foliar, al
aumento de la humedad en el aire de la copa y/o al incremento de la dispersién de
in6culo por salpicaduras (Davis et al., 2002). En los ultimos anos, las estrategias de

control del mildiu involucran el uso de cultivares resistentes, los cuales a partir de
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1950 empezaron a cobrar importancia en Europa (Maroto et al, 2000). Los
cultivares resistentes (Brown et al., 2004; Johnson, 1984) tienen genes especificos
de resistencia del huésped (genes individuales dominantes) o niveles moderados de
resistencia en el campo (probablemente genes multiples). Desde aqui la resistencia
del gen individual ha proporcionado altos niveles de control durante muchos afnos,
pero han surgido razas de Bremia lactucae que superan esta resistencia; ademas de
la presencia de estas, el manejo que se da en el cultivo juega un papel muy
importante en el desarrollo de las epidemias del mildiu de la lechuga (Wu et al,
2000; Davis et al., 2002). Otro de las estrategias de control son la aplicacion de
fungicidas (Johnson, 1984) entre estos se encuentran los de contacto y sistémicos. Y
como ultima estrategia, los estudios epidemioldgicos y los sistemas de prediccion de
la enfermedad, los cuales estan basados en el supuesto de que los periodos de
infeccién aparecen principalmente cuando la humedad foliar termina a las 10 de la

mafana o mas tarde (Brown et al., 2004).

2.3. Generalidades de Bremia lactucae

La enfermedad del mildiu se conoce en Europa desde 1843, fue descrita por el
investigador Regel. Es una enfermedad comun en las zonas productoras de lechuga
tanto en campo abierto como en invernadero (Walker, 1965). Aunque en América se
conoce desde 1875, cobra importancia a partir de 1982, cuando diferentes razas de
Bremia lactucae causaron pérdidas considerables de lechuga en California (Brown
et al., 2004).
Clasificacion de Bremia lactucae segun Kirk et al (2001)
Dominio: Eucariota
Reino: Straminopila
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Bremia

Especie: lactucae
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Las especies del genero Bremia son parasitos obligados (Davis et al.,, 2002) que se
distinguen de otros miembros de los Peronosporales por los extremos dilatados de
sus esporangioforos ramificados dicotobmicamente. En las preparaciones observadas
al microscopio los esporangios se observan colapsos apareciendo en forma de disco

de copa (Mendoza y Pinto., 1985).

2.3.1. Descripcion del patégeno

2.3.1.1. El micelio

El micelio es cenocitico, intercelular y emite haustorios globosos, pequefnos en forma
de perilla (Mendoza y Pinto., 1985), su diametro es de 5 a 12 ym; los haustorios son
de 15 um de largo y de 10 um de diametro. El micelio se desarrolla con alta humedad
relativa y una temperatura de 20 a 22 °C, lo mismo sucede con la formacion de

haustorios (Dixon, 1981).

2.3.1.2. Los esporangioforos

Los esporangiéforos son rigidos, hialinos, emergen en grupos de 2 a 3 a través de
los estomas y estan ramificados dicotdmicamente, ensanchados en su apice dando
la apariencia de un disco, rodeado por esterigmas (usualmente 4) delgados, donde
se originan los esporangios (Mendoza, 1999). La produccién de esporangioforos se
da con temperaturas de 6 a 23 °C, con pelicula de agua (Dixon, 1981) y varian de
longitud de 200 a 1200 (Verhoeff, 1960).

2.3.1.3. Los esporangios

Los esporangios son esféricos a ovoides, con una longitud de 12 a 31 um y un ancho

de 11 a 275 uym (Davis et al., 2002) hialinos lisos, presentan una pequefia papila y

germinan directamente mediante tubos germinativos, o bien, pueden liberar
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zoosporas hialinas, globulares y biciliadas (Mendoza, 1999). Los oogonios y los

anteridios se producen aproximadamente 4 dias después de la inoculacion.

2.3.1.4. Las oosporas

Las oosporas son esféricas, de 27 a 30 uym de didmetro y estan rodeadas por una
espesa pared. La produccion de estas conduce a la senescencia localizada del
hospedante, impidiendo la reproduccion asexual del patégeno (Davis et al., 2002).
Bremia lactucae es principalmente heterotalico, es decir, se necesitan de dos tipos
de apareamiento (B1 y B2) para la produccién de oosporas, aunque también se han
encontrado aislados homotalicos (Crute, 1987; llott et al., 1987; Yuen y Lorbeer,
1987). En algunas regiones productoras, solamente puede estar presente uno de los
tipos de apareamiento, esto podria explicar porque las oosporas no se encuentran
con frecuencia. Contrario a lo que sucedié en un campo de Nueva York, en el cual
se encontraron los dos tipos compatibles B1 y B2. La presencia o ausencia del ciclo
sexual esta correlacionado con la presencia de variabilidad genética y la habilidad de
las poblaciones para cambiar en su virulencia (Hulbert y Michelmore, 1988). La
recombinacion sexual es la responsable de la variabilidad genética en este patégeno
(Crute, 1987; Maisonneuve et al., 1994).

2.3.2. Importancia de la enfermedad

El mildiu es una de las enfermedades mas serias e importantes del cultivo de la
lechuga en todo el mundo (Brown et al., 2004; Grube y Ochoa, 2005) al afectar
principalmente la calidad de la planta. Las pérdidas econdmicas por la enfermedad
varian dependiendo de la regién geografica, la época del afio y el tipo de lechuga
(Smith, 1992). Es dificil valorar directamente las pérdidas econdémicas que ocasiona
Bremia lactucae, debido a ello se han realizado algunos estudios en donde se le
sefala como la enfermedad fungosa mas importante de la lechuga en varios paises
(Smith, 1992). Dixon (1981) senala que dichas pérdidas econdémicas alcanzan del 30

al 50%. En invernadero, esta enfermedad es una de las mas agresivas, ataca plantas
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jévenes (Achar, 1996), de manera que los primeros sintomas se pueden observar
sobre los cotiledones, los cuales, una vez infectados se ponen cloréticos, se secan y
mueren prematuramente. Las plantas atacadas quedan debilitadas y por tanto son

sensibles a cualquier otro parasito (Maroto et al., 2000).

Los ataques suelen manifestarse a partir de que empieza a formarse el cogollo,
apareciendo primero en las hojas externas que son las que inicialmente se
contaminan. Enseguida aparecen en ellas zonas mas o menos grandes que
empiezan a reducir la intensidad del verde normal, se tornan cloréticas y
posteriormente se oscurecen y finalmente se necrosan. El contorno de estas
manchas es anguloso y limitado por las nervaduras. En la zona atacada, y sobre todo
en la parte del envés, se forma como un fieltro blanco-harinoso constituido por las

fructificaciones del hongo (Maroto et al., 2000).

2.3.3. Ciclo de vida y epidemiologia

El mecanismo de distribucién determina la diseminacién de la enfermedad en el
campo (Wu et al., 2001b). Las oosporas presentes en el suelo son fuente de indculo
primario, aunque no esta confirmado. La lechuga cultivada y algunas plantas
silvestres pueden ser otro medio o fuente de in6éculo (Wu et al., 2001b). La
distribucion secundaria de esta enfermedad se da mediante los esporangios que son
transportados por el viento (Wu et al., 2000) y por salpicaduras de agua (Wu et al.,
2001b). La germinacién de los esporangios de B. lactucae se da con temperaturas de
2 a 10° C, siendo las optimas de 10 a 15 °C, cuando la duracion de la humedad en
las hojas es de 2 a 4 horas (Wu et al., 2001a), estos mismos autores encontraron
que cuando hay menos de 4 horas de humedad en la hoja y la temperatura aumenta
de 20 a 25 °C, el porcentaje de germinacion de esporangios disminuye
considerablemente. Los esporangios son producidos por la noche después de un
periodo oscuro seco, seguido de unas horas de humedad casi absoluta y baja
velocidad del viento, y pueden penetrar e infectar a las hojas después de 3 horas de

haber sido depositados en la superficie de la hoja (Wu et al., 2000; Wu et al.,
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2001a). Estos esporangios son liberados por la mafana a humedades relativas de
entre 50 y 90%, la dispersion de estos empieza normalmente a la salida del sol y
alcanza su nivel mas alto entre las 10:00 a.m y 12:00 p.m (Davis et al., 2002; Wu et
al., 2001a). La germinacion de las esporas asexuales o esporangios esta altamente
influenciada por la duracién de la humedad en la hoja y temperatura (Scherm y van
Bruggen., 1994). Mientras que la esporulacion se da unicamente en periodos de
oscuridad, humedad relativa alta y velocidad baja de viento (Scherm y van Bruggen.,
1994). En general, la esporulacion favorable del hongo se presenta durante la noche,
cuando la humedad relativa es alta y la velocidad del viento es baja (Wu et al.,
2001a). La temperatura que favorece la esporulacion varia de 4 a 20 ° C, con un
optimo de 10 a 15 °C 0 6 a 11 °C y una humedad relativa superior al 80% (Su et al.,
2004).

La infeccion de B. lactucae se da cuando los esporangios germinan y penetran a las
células de la hoja o por estomas, segun la temperatura y la susceptibilidad de los
tejidos, en 5 a 14 dias se forma una nueva produccién de esporas (Smith, 1992).
Aunque se ha reportado que la infeccidon puede llevar solamente 3 horas en
condiciones optimas (10 a 15° C), en presencia de agua corriente 0 humedad relativa
superior al 80%. Las temperaturas varian de -5 °C a 20 °C (Dauvis et al., 2002). En la

Figura 1 se describe el ciclo de vida de Bremia lactucae.
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Figura. 1. Ciclo de vida del mildiu en lechuga causado por Bremia lactucae
(Modificado de Agrios, 1998).
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2.3.3.1 Medicién de enfermedades

La medicion de la intensidad de una enfermedad (incidencia o severidad) es un
requisito indispensable en estudios epidemiolégicos basicos, asi como en la
caracterizacion cuantitativa de epidemias, estudios de prondstico, comparacion de
diversas practicas de manejo de enfermedades y en la estimaciéon de pérdidas de
produccion (Campbell y Madden, 1990). ElI mejor método para medir una
enfermedad, es el entendimiento de la misma, para esto se requiere de un examen
completo de la sintomatologia y de la manera como afecta al hospedante (Large,
1966). Varias técnicas se han desarrollado para medir las enfermedades (Large,
1966). De los aspectos que se pueden medir, algunos autores reconocen que la
incidencia es mas facil de medir que la severidad; cualquier relacion cuantificable
entre las dos medidas permite una estimacion de la severidad basada en los datos
de incidencia, lo que representa un gran beneficio en aquellas areas donde la
estimacion de la enfermedad y de la pérdida en la produccion tienen limitaciones que

impiden la toma de datos precisa de la severidad (Seem, 1984).

2.3.3.2. Medicion de la incidencia de enfermedades

La incidencia implica el numero de plantas enfermas muestreadas que son
expresadas en términos de porcentaje o proporcion del total de unidades estimadas
(Seem, 1984; Gaunt, 1987). La incidencia es una medida rapida y facil que es
generalmente mas segura y reproducible que otras medidas cuantitativas (Gaunt,
1987).

2.3.3.3. Severidad como un factor de la estimacion de pérdidas.

La severidad de una enfermedad es el area de una unidad de muestreo afectada y
expresada como un porcentaje o proporcion del area total y junto con las pérdidas
que se produzcan en el hospedante pueden ser usadas para determinar el impacto

econdmico (Nutter et al., 1991).
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2.4. Genética y biologia de poblaciones de hongos fitopatdgenos

Los cambios genéticos observados en los patégenos y parasitos de las plantas, ha
sido bastante amplia debido a que estos fendmenos estan marcados principalmente
por aspectos epidemiologicos y del ambiente (Burdon, 1993). La diversidad de
patégenos y parasitos en las plantas ha sido bastante amplia, por su constante
interaccién y la adaptacion a cambios en su ambiente (McDonald, 1997).

Uno de los aspectos mas dinamicos e importantes en la biologia de las poblaciones
es que las caracteristicas de los individuos de una especie no son fijas, esto es
debido a que varian de un individuo a otro. Un hecho real es que se espera que
todos los individuos que resultan de un proceso sexual difieran entre si y de sus
progenitores en numerosas caracteristicas, aun cuando conserven la mayoria de
similitudes con ellos y pertenezcan a la misma especie. Este es el caso de los
hongos que resultan de esporas sexuales, y cuando se reproducen asexualmente; la
frecuencia y el grado de variabilidad entre la progenie disminuye ampliamente, pero
aun asi, ciertos individuos de la descendencia mostraran diferentes caracteristicas
(Agrios, 2004).

McDonald y McDermont (1993) mencionan que, con el incremento de la agricultura
intensiva, basada principalmente en cultivos uniformes o clones, las poblaciones de
patégenos tienen la habilidad para desarrollarse y adaptarse a medidas genéticas o

de control quimico, provocando con esto una rapida adaptacién del patégeno.

Para poder asegurar un largo periodo de suministro de productos alimenticios,
nuevas estrategias podrian ser desarrolladas, basadas sobre todo en el
entendimiento de la genética y biologia poblacional de las interacciones planta-
patégeno, que podrian aplicarse como herramienta de control para las enfermedades
(Wolfe, 1985).
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2.5. Estructura genética de poblaciones de hongos fitopatégenos

La estructura genética de poblaciones se refiere a la cantidad y distribucion de la
variacion genética que existe dentro y entre poblaciones de hongos fitopatégenos
(McDonald, 1997; McDonald et al., 1999). Dicha informacién puede ser usada para
inferir el relativo impacto de las diferentes fuerzas evolutivas que influencian la
biologia de las poblaciones de patdégenos y con esto, predecir el potencial de
evolucion de las mismas dentro de los ecosistemas agricolas. También puede ser
usada para predecir en que periodo de tiempo un método de control puede ser mas
efectivo, ya que las poblaciones con un alto nivel de variabilidad genética pueden
adaptarse mas rapidamente a hospedantes resistentes y/o fungicidas (McDonald,
1997; McDonald et al., 1999).

2.6. Factores que influyen en la estructura genética de poblaciones de hongos

fitopatdgenos.

La mutacion, migracion, seleccion y segregacion tienen impacto en la genética de
poblaciones y sobre el patron de variacion observado en las secuencias moleculares
de los genes (Hartl y Clark, 1997).

2.6.1. Mutacion

La mutacion es un factor importante como fuente de variacion genética en las
poblaciones de hongos fitopatdégenos (McDonald, 1997). Es un cambio mas o menos
repentino en el material genético de un organismo que es transmitido

hereditariamente a la progenie (Agrios, 2004).

Es probable que las mutaciones que determinan la virulencia no ocurran con mas
frecuencia que las que determinan cualquiera de las caracteristicas heredadas, pero

dado el gran numero de descendientes que dejan los patdégenos, es probable que
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cada ano aparezcan en la naturaleza un gran cantidad de mutantes que difieren de

su progenitor en su grado de virulencia (Agrios, 2004).

2.6.2. Recombinacion

La recombinacién o el tipo de reproduccion tanto sexual, asexual o una combinacién
de ambas, incrementa la diversidad genética en las poblaciones permitiendo la
formacion de nuevas combinaciones genéticas (Burdon, 1993). Los hongos
fitopatdgenos que se reproducen de forma sexual tienden a ser mas diversos

genéticamente que las poblaciones asexuales de la misma especie (Milgroom, 1996).

El proceso de recombinacion ocurre durante la reproduccion sexual de los hongos.
En estos microorganismos, los gametos o nucleos haploides suelen dividirse para
producir micelio y esporas haploides, que resultan en grupos de individuos
genéticamente distintos relativamente homogéneos, que pueden producir

asexualmente grandes poblaciones hasta el siguiente ciclo sexual (Agrios, 2004).

2.6.3. Flujo de genes

Se refiere a los mecanismos resultantes en el flujo de genes de una poblacién a otra,
dando como resultado cambios debidos al movimiento de gametos y de individuos o
grupos de individuos de un lugar a otro, seguido por la recolonizacién, o el
intercambio de segmentos extranucleares de ADN tales como mitocondria y
plasmidos, entre otros (Slatkin, 1987). La ocurrencia de un alto flujo de genes, facilita

la similitud genética entre poblaciones (McDermott y McDonald, 1993).
2.6.4. Seleccién
La seleccidn, se ha definido como cambios genéticos reciprocos que ocurren en dos

0 mas especies que interactuan ecoldégicamente. Sin embargo, esta definicion es

muy simple y se enfoca simplemente en términos de la coevolucién, debido a que los
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fitomejoradores en sus experimentos controlan la mitad de la interaccién coevolutiva
en patosistemas agricolas. Si la seleccién natural o coevolucién esta presente en
poblaciones de hongos fitopatdégenos, es posible mantener altos niveles de flujo de
genes (McDonald et al., 1996).

2.7. Marcadores moleculares en hongos fitopatégenos

En las ultimas décadas, los marcadores moleculares han sido usados para
cuantificar la variacion genética, descifrar la distribucion espacial y distinguir como se
genera y mantiene la variacion genética (McDonald et al., 1999). Los estudios sobre
la biologia y genética en los hongos fitopatégenos se han basado en el analisis de
sus caracteristicas morfologicas, bioquimicas y aloenzimas. Sin embargo, estos
meétodos han demostrado ser insuficientes (Weising et al., 1995); en afos recientes
con los avances en la Biologia Molecular, la introduccion de técnicas de hibridacion
de ADN vy las que se basan en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
marcan una nueva era en la aplicacion de la genética molecular (Erlich y Arnheim,
1992), para la identificacion y taxonomia de microorganismos, como hongos
fitopatogenos (Ward et al, 1998). Varias de las nuevas técnicas moleculares
basadas en PCR, son directamente aplicables a la sistematica de los hongos,
especificamente a nivel de especie. Esas herramientas pueden ser usadas para
delimitar y determinar las relaciones entre especies a través de la comparacion de
analisis filogenéticos (Bridge et al., 1998). Los marcadores genéticos tienen
numerosas aplicaciones en los estudios de hongos fitopatégenos (Michelmore vy
Hulbert, 1987; Hulbert et al., 1988), sirven para identificar cepas y aislados, también
pueden ser usados en el estudio de los mecanismos de variacion de virulencia,
misma que es generada y mantenida por las poblaciones de patégenos (Hulbert et
al., 1988).

Tradicionalmente, los marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento
eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfolégicos. Sin

embargo, el bajo numero de estos marcadores y la posibilidad de interferencia
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epistatica o ambiental limitaban su uso. La revolucion en este plano se inicié con el
descubrimiento y utilizacion de los marcadores isoenzimaticos. EI nuamero de
marcadores genéticos disponibles fue ampliado y la aplicacién de la técnica se
expandié practicamente a todas las especies de plantas (Ferreira y Grattapaglia,
1998). Actualmente existen diversos métodos de deteccion de polimorfismo genético
directamente a nivel de ADN, los llamados marcadores moleculares. Estos son
definidos como cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresién de un gen o de
segmentos especificos de ADN, que puede ser detectado y su herencia monitoreada.
Un marcador molecular recibe el nombre de marcador genético cuando su
comportamiento se rige de acuerdo con las leyes basicas de la herencia Mendeliana
(Ferreira y Grattapaglia, 1998; Villamon, 2000).

La importancia de los marcadores moleculares, se basa en la infinidad de
aplicaciones que tienen (Moore y Durham, 1992), como son: la realizacion de mapas
gendémicos y estudios taxondmicos. Los marcadores basados en ADN, segun
Tanksley et al., (1989), se detectan como diferencias en la informacidén genética entre

individuos.

2.7.1. Ventajas de los marcadores moleculares

Segun Ferreira y Grattapaglia (1998), las principales ventajas de los marcadores
moleculares son:

1. El nivel de polimorfismo de los marcadores moleculares es generalmente alto
para cada locus estudiado facilitando la construccion de mapas genéticos, en
contraste con el mayor esfuerzo y planificacibn necesarios para construir
mapas genéticos a partir de marcadores morfolégicos, puesto que el numero
reducido de estos restringe la cobertura total del genoma. EIl limitado
polimorfismo que presentan los marcadores morfolégicos, generalmente hace
que el investigador deba recurrir a un gran numero de cruzamientos para el

estudio de ligamientos genéticos.
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2. En general, son neutros con relacién a los efectos fenotipicos, con efecto
epistatico o pleiotrépico minimo o nulo.

3. En su mayoria, son codominantes y contienen mayor cantidad de informacién
genética por locus que los marcadores morfolégicos, los cuales en su mayoria
son dominantes o recesivos.

4. Pueden utilizarse en cualquier fase del desarrollo de la planta. Mientras que
los marcadores morfoldgicos presentan la desventaja de ser identificados, en

su mayoria sélo a nivel de planta entera o adulta.

2.8. Clasificaciéon de los Marcadores Moleculares

La mayoria de los marcadores moleculares se incorpora en alguna de estas
categorias de técnicas que usan la hibridacién o estan basados en la PCR (Reaccién

en Cadena de la Polimerasa).

2.8.1. Técnicas basadas en la hibridacion.

Incluye principalmente los RFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restricciéon). Los RFLP han sido usados en muchos estudios sobre hongos
fitopatdogenos y estan basados en la hibridacién del ADN (McDonald, 1997), donde
los fragmentos de la sonda son cortados con endonucleasas de restriccion vy
visualizados en geles de agarosa (McDermott y McDonald, 1993). Esta técnica
detecta variacion en las secuencias del ADN entre las secciones homologas de los
cromosomas; en estudios sobre hongos fitopatdgenos, se incluye ADN mitocondrial
y ADN nuclear (McDermott y McDonald, 1993).

La técnica de RFLP, se ha utilizado para el estudio de las relaciones entre la
patogenicidad y filogenia de Leptosphaeria maculans (Koch et al., 1991), la
diversidad genética a nivel de un solo campo de Mycosphaerella graminicola
(anamorfo Septoria tritici) (McDonald y Martinez, 1990), en Bremia lactucae (Hulbert

y Milchelmore, 1988), Rhynchosporium secalis (McDonald et al., 1999), asi como en
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la determinacién de flujos de genes en Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Rosewich et al., 1999).

Una desventaja de los RFLP es que requieren cantidades relativamente grandes 5 a
10 ug de ADN con alta calidad y personal con experiencia para el andlisis; estos
marcadores incluyen clonacién y la generacion de sondas. Los materiales utilizados
en esta técnica son costosos, en comparacion con los analisis por RAPD, sin
embargo, ofrecen la ventaja de ser mas reproducibles (McDonald, 1997). Los
marcadores RFLP generalmente describen un numero limitado de alelos (Lee et al.,
1995), y al igual que los RAPD, no necesariamente reflejan la cantidad de variacion
genética presente en los genes que condicionan esa propiedad (McDonald, 1997).
Las ventajas de estos marcadores son las diversas aplicaciones que tienen,
incluyendo el desarrollo de mapas genéticos (Hulbert et al., 1988); de la misma forma
que los RAPD, los RFLP son facil de interpretar (McDonald, 1997). El analisis de
RFLP revela altos niveles de heterocigotos y el polimorfismo entre varios aislados de
alrededor del mundo (Hulbert y Michelmore, 1988; Sicard et al., 2003)

2.8.2. Técnicas basadas en PCR que usan iniciadores arbitrarios o amplifican

multilocus. Polimorfismo en el ADN Amplificado al Azar (RAPD).

Tienen la caracteristica de no necesitar mayor informacién de la secuencia del

genoma que se esta investigando.

La técnica de ADN-RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), ha sido la
metodologia mas ampliamente utilizada en la PCR para diferentes propdsitos
(Valadez y Kahl, 2000), utiliza pequefios iniciadores de secuencias aleatorias, para
amplificar multiples regiones del ADN (Burdon, 1993; McDermott y McDonald, 1993;
Bridge et al., 1998); usualmente tienen un contenido de GC mayor a 50%. Estos
iniciadores no contienen secuencias repetidas inversas internas
(“autocomplementarias”) y se pegan a distintos sitios en un genoma, si es que

existen diferentes sitios blanco para ellos. Los productos de amplificacion se separan
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en geles de agarosa, se tifien con bromuro de etidio y finalmente se visualizan bajo
luz ultravioleta (Williams et al., 1990). Esta técnica provee marcadores dominantes,
ya que los polimorfismos se detectan mediante la presencia o ausencia de bandas
(Valadez y Kahl, 2000).

Segun (Bridge et al., 1998), la técnica de RAPD-PCR tiene las siguientes ventajas:

1. No necesita informacién previa de la secuencia del ADN. El protocolo es
relativamente simple y rapido, y las cantidades de ADN que se necesitan son
nanogramos, para obtener producto de PCR.

2. La técnica es preferida cuando los genotipos de un gran numero de especies,
poblacion o patotipos necesitan ser diferenciados. Los marcadores RAPD
también pueden ser usados para analizar el parentesco en genotipos y ubicar
en diferentes niveles taxondmicos.

3. Es una buena herramienta para crear mapas genéticos y ha probado ser un
buen método para la identificacion de marcadores moleculares.

4. Esta técnica es conveniente para estudiar poblaciones genéticas y ha tenido
mucho éxito para diferenciar entre especies de plantas, animales y dentro de

especies, cepas de bacterias y hongos.

La utilizacion de los RAPD en hongos fitopatégenos ha sido eficaz para diferenciar
poblaciones de estos a nivel de especie y razas. Algunos ejemplos de hongos en los
que se ha utilizado esta técnica son: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Phytopthora
cinnamomi, Tuber magnatum y Glomus mosseae, en los que se utilizd para
diferenciar a nivel de especie la forma especial (Dobrowolsky y O’Brien, 1993;
Lanfranco et al., 1993; Manulis et al., 1994; Bridge et al., 1998). Para determinar
variacion genética, se ha empleado en los siguientes hongos: Erysiphe
cichoracearum, Fusarium oxysporum (Bentley et al., 1995), Magnaporthe poae (Huff
et al., 1994), Alternaria spp. (Sharma y Tewari, 1998), Ophiostoma piceae (Pipe et
al., 1995) y Botrytis cinerea (Yourman et al., 2000). Para diferenciar a nivel de razas,

en Peronospora valerianellae (Pietrek y Zinkernagel, 2002).
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Es de utilidad para la determinacién de distintos grupos infraespecificos, como son
los diferentes grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani (Duncans et al., 1993) y
grupos de patégenos (Brigde et al, 1998). También se ha empleado en la
identificacion de Aspergillus flavus (Bayman y Cotty, 1993) y en la autentificacién de

algunas especies de Trichoderma (Schlick et al., 1994; Bridge et al., 1998).

Los marcadores de RAPD, proporcionan un método rapido para generar mapas
genéticos y analizar poblaciones, especies de un género, diferentes géneros de una
familia (Valadez y Kahl, 2000). Aunque en otros trabajos los RAPD han sido menos

usados porque usualmente son marcadores dominantes (Milgroom, 1996).

2.8.2.2. Polimorfismos de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP).

La técnica de los AFLP (Amplified Fragment length polymorphism por sus siglas en
inglés) se basa en la amplificacion selectiva por medio de la PCR de fragmentos de
restriccién del total de ADN gendmico digerido. La técnica involucra tres pasos: 1)
Restriccion del ADN vy ligacion de los adaptadores de oligonucleétidos, 2)
amplificacion selectiva de los juegos de fragmentos de restriccion y 3) analisis del gel
de los fragmentos amplificados. Usando este método, se pueden visualizar series de
fragmentos de restriccion por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa sin el
conocimiento de la secuencia de nucleétidos. Sin embargo, el niumero de fragmentos
que pueden ser amplificados simultaneamente, depende de la resolucion del sistema
de deteccion. Tipicamente de 50 a 100 fragmentos de restriccién son detectados y
amplificados en un gel de poliacrilamida, pueden ser marcadores dominantes
(McDonald, 1997) y codominantes (Vos et al., 1995).

Los AFLP ofrecen una herramienta potencial para detectar polimorfismos en las
secuencias de ADN de los hongos fitopatdégenos (McDonald, 1997). Se han utilizado
para determinar mapas genéticos de Peronospora parasitica (Sicard et al., 2003),
también se han utilizado para diferenciar algunos patotipos de Colletotrichum

lindemuthianum, aislados de diferentes regiones (Gonzalez-Chavira et al., 2004).
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Las desventajas de los AFLP, es que requiere personal con experiencia en el manejo
de enzimas de restriccidn y geles de poliacrilamida, aunque a veces sufren las

mismas limitaciones que los RAPD (McDonald, 1997).

2.8.2.3. Minisatélites y Microsatélites

Recientemente se ha descubierto la existencia de secuencias de ADN
extremadamente variables tanto en animales como en plantas. Uno de estos son las
secuencias de ADN en minisatélites que consisten en repeticiones en serie de una
secuencia (Moore y Durham, 1992). Las secuencias estan a menudo dispersas a
través del genoma y representan diferentes loci (Moreno et al., 1998). En cada locus,
los alelos pueden representarse por un numero variable de repeticiones de
secuencia una tras otra. De esta manera, una simple prueba homodloga para la
secuencia comun puede revelar simultdneamente variabilidad en muchos loci,

produciendo la huella genética de un organismo (Moore y Durham, 1992).

El término microsatélite fue introducido por Litt y Luty (1989) para caracterizar la
Secuencia Simple Repetida amplificada por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). También son conocidas como repeticiones cortas tandem (STRs) o secuencia
simple repetida (SSR) (Gupta et al., 1996) y consisten en secuencias cortas
repetidas mono, di, tri y tetranucleétidos. Son de longitud variable (Brunel, 1994;
Groppe et al., 1995) semejantes a las secuencias que han sido ampliamente
distribuidas en el genoma eucariota (Moreno et al., 1998), en el cual incluye a
algunos hongos fitopatégenos. También suelen encontrarse, aunque en menos
frecuencia, en genoma de procariontes (Groppe et al., 1995); los microsatélites son
una importante clase de marcadores de ADN, por su abundancia e hipervariabilidad
(Gupta et al., 1996) vy difieren de los minisatélites debido a que estos
(frecuentemente son llamados VNTR “Variable Number of Tandem Repeat Loci”),
son secuencias repetidas que tienen unidades repetidas con rangos de 11 a 60 pb de
longitud. Los minisatélites fueron reportados primeramente por Jeffreys et al (1985).

Su utilidad completa en PCR fue sugerida mucho tiempo después. Los microsatélites
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estan distribuidos al azar en el genoma mientras que los minisatélites, generalmente
estan confinados a telomeros (Gupta et al., 1996). Con la ayuda de una sonda se
han utilizado para detectar huellas gendémicas de hongos (DeScenzo y Harrington,
1994). Los minisatélites producen bajos niveles de polimorfismo (Moreno et al.,
1998).

2.8.2.4. Secuencias Simples Repetidas (SSR)

Conocidas en espafol como Secuencias Simples Repetidas (SSR) o microsatélites
(Zietkiewicz et al., 1994). Las secuencia (AT)n, (GA),, son muy abundantes y se
encuentran dispersos en el genoma de la planta (Gupta et al., 1996), y la secuencia
(CAT)s sélo en algunos hongos fitopatdégenos (Groppe et al., 1995) Con el uso de
esta técnica se ha observado un alto nivel de polimorfismo, que deriva de diferencias
en el grado de repeticién de la unidad repetida dentro del microsatélite, resultando en

numerosas variantes alélicas.

Esta nueva técnica esta siendo ampliamente usada para estudiar la diversidad
genética de plantas (Moreno et al., 1998). Los SSR son motivos de secuencias de
nucleotidos repetidos en tandem (uno a seis nucleétidos por motivo) y usualmente
son altamente polimérficos debido al numero variable de repeticiones (Tenzer et al.,
1999).

Los microsatélites estan agrupados en tres clases, de acuerdo con Gobbin et al
(2003):

(1) Repeticiones perfectas, donde cada repeticion es seguida de la siguiente sin
interrupciones.

(2) Repeticiones imperfectas, donde las repeticiones son interrumpidas por bases
no-repetidas, y

(3) Componentes repetidos, donde dos o mas unidades repetidas son

adyacentes a la otra.
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Los SSR se han desarrollado para la identificacion de cepas (Groppe et al., 1995),
genotipos, elaboracién de mapas genéticos (Gobbin et al., 2003), y diversidad
genética de Venturia inaequalis (Tenzer et al., 1999). Los SSR tienen la ventaja que
son mas informativos (Tenzer et al., 1999), comparado con algunos marcadores
como lo son RFLP o RAPD, es una técnica sencilla de manejar, las cantidades de
ADN que requiere son muy pequenas para la amplificacion por PCR y los resultados
son altamente reproducibles (Tenzer et al., 1999). Para estudios en los que la planta
esta asociada a un hongo, los microsatélites tienen la ventaja de que los analisis los
hace directamente de la planta, ya que los iniciadores son suficientemente
especificos (Groppe et al., 1995). En resumen, los microsatélites son codominantes y
de ahi que sean ampliamente usados en la elaboracién de mapas genéticos (Tenzer
et al., 1999).

2.8.2.5. Inter-Secuencias Simples Repetidas (ISSR).

Recientemente, se ha descrito una novedosa técnica que permite la deteccién de
polimorfismo en loci minisatélites, asi como microsatélites sin el conocimiento previo
de la secuencia de ADN (Zietkiewicz et al., 1994; Moreno et al., 1998). Las Inter-
Secuencias simples Repetidas (ISSR), es un nuevo tipo de marcador de ADN el cual
incluye el uso de secuencias de microsatélites para la amplificacion del ADN
directamente de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Ratnaparkhe et al.,
1998b). Se han propuesto dos nombres para esta técnica: ’Inter Simple Sequence
Repeat PCR‘ (ISSR-PCR o ISSR) (Zietkiewicz et al., 1994), y ‘polimorfismos de
microsatélites amplificados al azar’ (RAMP) (Wu et al., 1994). La técnica involucra el
uso de un solo iniciador compuesto por una secuencia microsatélite mas una
secuencia arbitraria corta, la cual se ancla a la regidon microsatélites y amplifica por
medio de PCR la regién entre los dos SSR relacionados y opuestamente orientados
(Zietkiewicz et al., 1994; Moreno et al., 1998). Asi como también posibilita la
amplificacion de ADN gendmico y provee informacién acerca de muchos loci
simultaneamente. Reportes recientes muestran la herencia Mendeliana en los

fragmentos de la Secuencia Simple Repetida (SSR) como marcadores dominantes
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(Tsumura et al., 1996; Ratnaparkhe et al., 1998b), o como marcadores codominantes
(Wu et al., 1994; Ratnaparkhe et al., 1998b). Las secuencias son abundantes,
dispersas a través del genoma y altamente polimérficos en comparacion con otros
marcadores moleculares como los Polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) y Polimorfismo en el ADN amplificado por secuencias aleatorias
(RAPD) (Ratnaparkhe et al., 1998a; Ratnaparkhe et al., 1998b). Ratnaparkhe et al
(1998b), fueron los primeros en demostrar que los marcadores ISSR son utiles en la
identificacion de un gen y pueden ser usados para encontrar marcadores ligados a
genes de interés. El uso de los microsatélites como marcadores de ADN se
implementaron en hongos del genero Trichoderma (Meyer et al., 1992), en la
identificacion de cepas y especies de Aspergillus, Penicilium'y Trichoderma (Meyer et
al., 1992). El uso de microsatélites especificos se iniciaron en el género de Epichloe

(Groppe et al., 1995) y Venturia inaequalis (Tenzer et al., 1999).

2.8.2.5.1. Caracteristicas y aplicabilidad de los microsatélites

La razén principal del incremento del uso de los ISSR como una herramienta
molecular es que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo o (PIC) Polymorphic

Information Content (Powell et al., 1996).

Caracteristicas de los microsatélites:

1. Son altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos
son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

2. Ser técnicamente simples: la tecnologia de PCR puede ser facil y
rapidamente utilizada para la automatizacion en el uso de estos marcadores.

3. Ser una técnica sensible: sélo pequefias cantidades de DNA son requeridas.

4. Ser analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
altamente reproducibles.

5. Ser abundantes: los microsatélites estan uniformemente dispersos a través

del genoma, aproximadamente cada 10 Kbp.
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6. Ser ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre
especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y

7. Ser de facil intercambio de datos entre laboratorios: la informacion puede ser
comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de la

transferencia fisica de los iniciadores.

2.9. Variabilidad genética de Bremia lactucae

La variabilidad patogénica de Bremia lactucae fue descrita por Hulbert y Michelmore
(1988), quienes demostraron que los aislados analizados se encontraban agrupados
de uno a cuatro patotipos con subgrupos los cuales al parecer habian sido
generados por la variacion asexual. El aumento en la variabilidad probablemente ha
sido el resultado de la falta de cultivares de lechuga, y sobre todo la no rotacién de
fungicidas lo que a su vez genera resistencia del patégeno (Brown et al., 2004). Los
principales estudios realizados sobre la variabilidad genética en B. lactucae se han
hecho en California, pais donde se ha observado predominantemente la transicion de
las poblaciones asexual a sexual, lo cual ha incrementado variabilidad y por
consecuencia las epidemias tempranas, situacion que dificultad su control (Brown et
al., 2004). La presencia o ausencia del ciclo sexual esta correlacionado con la
cantidad de variacién y la habilidad de las poblaciones para cambiar en virulencia
(Hulbert y Michelmore, 1988). B. lactucae es un patdgeno altamente variable con un
gran numero de genotipos que difieren en virulencia, estos se han encontrado en
Lactuca serriola y otras especies de compuestas silvestres (Lebeda y Petrzelova,
2004). En algunos estudios realizados en Europa se ha demostrado la presencia de

numerosos fenotipos virulentos (llot et al., 1987).
2.10. Marcadores de ADN en Bremia lactucae
La utilizacion de las técnicas moleculares en el estudio del genoma de B. lactucae,

se ha convertido en el objetivo de numerosos trabajos de investigacion en paises

donde el cultivo de lechuga es de los mas importantes (Hulbert y Michelmore, 1988).
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Recientemente los marcadores moleculares cobran gran importancia en el estudio
del genoma de hongos fitopatégenos de importancia econémica. Particularmente los
marcadores mas utilizados en la identificacion de aislados provenientes de varias
partes del mundo de B. lactucae son los RFLP y los RAPD para la identificacion de
genes. Como la alternativa mas actual se encuentran los microsatélites con los
cuales se obtiene alto nivel de polimorfismo y sobre todo son ideales para describir
las poblaciones de B. lactucae en distintas regiones, (Stefan Wagner, comunicacién
personal), ya que estos pueden exhibir un gran numero de variantes alélicas

diferentes y de esta manera ser mas informativos (Lee et al., 1995).
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3. OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto de los factores ambientales sobre la incidencia y severidad del

mildiu en el cultivo de lechuga en Salamanca y San Miguel de Allende, Guanajuato.

2. Determinar la variabilidad genética de 15 aislados de Bremia lactucae, obtenidos
de diferentes variedades de lechuga procedentes de Salamanca y San Miguel de

Allende, Guanajuato, mediante técnicas moleculares como los RAPD e ISSR.
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4. MATERIALES Y METODOS

4 1. Localizacién de los sitios de muestreo

El tejido vegetal con sintomas y enfermo fue colectado en dos municipios del Estado
de Guanajuato: San Miguel Allende, ubicado a 1870 msnm dentro de las
coordenadas geograficas 101°06’06” latitud Norte y 100°39'08” longitud Oeste y
Salamanca cuyas coordenadas geograficas son 101°11°39” longitud Oeste y

20°34’'22” latitud Norte, como se observa en la Figura 2.

Guanajuato

Division Municipal

Zacatecas

San Luis Potosi

Jalisco

Queretaro Arteaga

Michoacan de Ocampo

Figura 2. Colecta de tejido enfermo de Bremia lactucae en los municipios de

Salamanca y San Miguel de Allende, Guanajuato.
4.2. Variables ambientales registradas en los sitios de muestreo.
Las variables ambientales de temperatura, humedad relativa, humedad de la hoja,

precipitacion fueron registradas en la estacion meteoroldgica automatizada, La Mina

en el caso de San Miguel de Allende y la de Los Aguilares para Salamanca. Las
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lecturas fueron registradas cada 15 minutos durante las 24 horas del dia en los

diferentes meses de muestreo, agosto, septiembre, octubre, noviembre y diciembre.

4.3. Muestreo del material vegetal

Para el muestreo del material vegetal se tomaron muestras de hojas al azar de 15
variedades de lechuga enfermas con Bremia lactucae en campos de cultivo ya

establecidos, las cuales se encontraban en diferentes etapas de crecimiento (Cuadro

1),

Cuadro 1. Variedades de lechuga (susceptibles y resistentes) obtenidas en campos

de cultivo en Salamanca y San Miguel de Allende, Guanajuato, México.

Municipio Variedad Resistencia y Procedencia
susceptibilidad

Salamanca Montecristo Susceptible Salamanca
FallGreen Susceptible Salamanca
Summertime Susceptible Salamanca
Magnum Susceptible Santa Rita
King Henry Susceptible Churi 1
Napoledn Susceptible Churi 2

San Miguel de Allende Sundavil Susceptible Santa Martha
Rayder Susceptible Santa Martha
Siskiyou Susceptible Santa Martha
Rayder Susceptible Mina 5
VerteMar Susceptible Nacimiento 4
Alfa Resistente a las Mina 3
razas 1-5

Magnum Susceptible Mina 3
Sundavil Susceptible Mina 7
Summertime Susceptible Mina 7
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Las hojas cortadas desde su base fueron etiquetadas y guardadas en bolsas de
papel y trasladadas en una hielera al laboratorio del Area de Microbiologia del
Colegio de Postgraduados. Los muestreos se realizaron de forma mensual en los

meses de agosto a diciembre del 2005.
4.4. Incidencia y severidad de B. lactucae en lechuga

La incidencia y severidad del patégeno se midié una vez en cada fecha de muestreo,
agosto, septiembre, octubre, noviembre y diciembre del 2005. En las 15 variedades
de lechuga, se determin6 el numero de lesiones por hoja en un total de 25 plantas
por unidad experimental. Los datos fueron obtenidos y analizados en dos
experimentos completamente al azar: Uno en San Miguel de Allende y otro en
Salamanca. Para medir la incidencia se cont6 el numero de plantas enfermas, y para
medir la severidad se utilizo la escala modificada (Figura 3) descrita por De Dios
(2003) en el (Anexo 8.5). Se contd el numero de manchas por hojas, iniciando de las
mas externas a las internas, y se le asigno un valor entre 0 y 5 correspondiente a la
escala, de los cuales se obtuvo un promedio, mismos que fueron convertidos a

porcentaje de dano con la misma escala.

Guia para medir la severidad de Bremia lactucae en campo:
: Sin dano
: Representa 2 manchas

: Representa 4 manchas

0
1
2
3: Representa 7 manchas
4: Representa 8 manchas
5

: Representa 12 manchas
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0

Sin dano

12.6 -25 % 25.1-50% >50 %

Figura 3. Escala modificada de De Dios (2003) para determinar la severidad del

mildiu (Bremia lactucae) en lechuga.
4.5. Obtencion del micelio de Bremia lactucae.

Una vez determinada la incidencia y severidad del mildiu en campo, las hojas fueron
separadas de la planta y colocadas en bolsas de papel. Posteriormente, fueron
transportadas en una hielera al laboratorio de Microbiologia, donde se incubaron a 4°

C durante 4 dias, para favorecer la esporulacion.

Cuando el hongo esporul6 totalmente, se recortaron aproximadamente 10 lesiones o
pustulas de cada muestra, las cuales se colocaron en camaras deshidratadoras
mismas que constaron de tres componentes: una base de 1.5 cm de cloruro de calcio
anhidro (Meyer)®, silica gel granulado como secante en la parte intermedia (20 y 25
granulos) y algodén en la parte superior, sobre el cual se coloco el tejido. Las

muestras se mantuvieron en dichas camaras hasta la obtenciéon del micelio, el cual
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se separo del tejido con un pincel y fue guardado en tubos Eppendorf hasta su

posterior uso.

4.6. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de B. lactucae se emplearon dos métodos. El primero de
ellos fue el de MLO (Lee et al., 1991) modificado por Rojas-Martinez (1998) y la

modificaciéon al método de Ahrens y Seemdiller (1992).

4.6.1. Método de Organismo tipo Micoplasma (MLO) modificado por Rojas-Martinez
(1998).

El método MLO modificado por Rojas-Martinez (1998) tuvo como propdsito la
obtenciéon de micelio libre fenoles. Los reactivos empleados fueron los siguientes:
217 g de Ky;HPO4. 3H;0, 0.41 g de KH;PO4, 10 g de Sucrosa, 0.15 g de BSA
(Albumina, Bovine), 2.0 g de PVP (Polyvinilpyrrolidone) y 0.53 g de acido ascdérbico
mezclados en 100 mL de agua destilada estéril. Al micelio de cada muestra se le
adiciond 1 mL de la solucion MLO, procediéndose a la agitacion en el vortex durante
10 minutos antes de ser centrifugados durante 8 minutos a 14 000 rpm para
finalmente ser decantados, el producto de la lisis de cada muestra fue utilizada para

la extraccién de ADN.

4.6.2. Modificacion del método Ahrens y Seemdller (1992)

Una vez eliminados los fenoles, se procedid a realizar la extraccion de ADN
utilizando el método de Ahrens y Seemdller (1992) modificado que const6é de los

siguientes pasos:

La pastilla obtenida de cada muestra (paso 4.6.1.) se le agregaron 800 pL de
solucién a 60 °C de CTAB 2 % (bromuro de alquiltrimetilo de amonio mixto)

preparado con los reactivos en el siguiente orden (100mM de Tris-HCI pH 8.0; 20 mM
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de Na;EDTA.2H,0, pH. 8.0; 1.4 M de NaCl; CTAB 2 %; 0.2 % de B-Mercaptoetanol),
se agitaron vigorosamente para promover el contacto con la solucién, posteriormente
se incubaron a 65 °C durante 1 hora 20 minutos mezclandose ocasionalmente,
transcurrido el tiempo mencionado se les adicionaron 600 pL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) mezclandose perfectamente para después ser centrifugadas a 14
000 rpm por 8 minutos, transcurrido este paso se separaron las fases, quedando la
fase acuosa en la parte superior misma que fue colocada en un tubo nuevo y a la
que se le adicionaron 600 uL de isopropanol frio para precipitar ADN. Los tubos se
incubaron a -20 °C toda la noche. Posteriormente el ADN se concentro por
centrifugacion a 14 000 rpm por 8 minutos eliminando el sobrenadante, el pelet
obtenido se lavé dos veces con 300 pL etanol al 70 % a 12 000 rpm por 5 minutos,
el pelet se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente se resuspendié en 50

ML de agua desionizada estéril y se guardo a -20 °C.
4.6.3. Calidad del ADN

Para verificar la extraccion exitosa de ADN, se realiz6 la prueba de calidad de ADN
propuesta por Ferreira y Grattaplagia (1998). Para ello se mezclaron 5 pL de la
solucion de ADN (obtenida en el paso 9 de la seccion 4.6.2) mas 2 uL de buffer de
carga (Naranja G 0.25%, Glicerol 30%), misma que fue colocada en un gel de
agarosa (Ultrapura Invitrogen®) al 1%; se incluyd también un pozo de 1 pL de
marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen®). De cada muestra se corrieron de manera
sincronizada, tres repeticiones en una camara de electroforesis (Life Tecnologies®)
en amortiguador TBE (Tris ultrapuro 0.1M, Acido bérico anhidro 0.1 M, Na2 EDTA
2H20 2 mM) a 85 Volts durante 35 minutos. Transcurrido ese tiempo, el gel se tifiio
en bromuro de etidio durante 35 minutos. Los geles fueron visualizados en un
transiluminador de luz ultravioleta Modelo Gel Doc 2000, BIO RAD® y analizados con
el programa Quantity One 4.0.3. La repeticion con mejor definicibn de banda fue

utilizada posteriormente en la reaccion de PCR.
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4.6.4. Cuantificacion del ADN

Para conocer las cantidades de ADN obtenidas a partir de la solucion (paso 4.6.2) se
preparé una dilucion de 1:100 (5 uL del ADN de cada muestra mas 500 uL de agua
desionizada estéril), la mezcla se coloc6 en una celda de cuarzo del
espectrofotdmetro (Perkin Elmer® Mod. Lambda Bio-10) se leyd la absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm. Los datos se convirtieron de upg/mL a pg/uL
posteriormente se diluyeron con agua desionizada estérii para obtener una

concentracion de 20 ng/uL.
4.7. Caracterizacion genética por (RAPD) Polimorfismo en el ADN amplificado al azar

Para lograr la amplificacion del ADN de B. lactucae, los componentes fueron
conjugados en la mezcla de reaccidn misma que fue aforada a un volumen final de
25 pL constituido por 15.8 uL de agua desionizada estéril, 2.5 yL de Buffer 1 X, 1.25
puL de MgClz 1.5 mM, 2.0 uyL dNTP 0.2 mM, 2.0 pL de iniciador 20 pmol, 0.2 pL de
enzima DNA polimerasa 1 U (Biotecnologias Universitarias ®) y 4.0 yL de ADN a una
concentracion de 20 ng/uL. Se centrifugd por 5 seg a 14 000 rpm, posteriormente la
reaccion se sello con dos gotas de aceite mineral estéril para evitar la evaporacion de
la mezcla de reaccion. Para la amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se uso el termociclador (Modelo 2400 Perkin Elmer®), el programa
de amplificacién estuvo compuesto por un ciclo inicial de amplificacion de 95° C por 2
minuto; 30 ciclos de 95° C por 1 minuto para separar 35° C por 30 segundos y un

ciclo de extension final de 72° C por 10 minutos.

Los iniciadores empleados para la amplificacion fueron los de la serie A de Operon
Technologies: A-01, A-02, A-03, A-04, A-05, A-06, A-15, A-16, A-17.
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4.8. Caracterizacion genética por (ISSR) Inter-Secuencias Simples Repetidas o

Microsatélites.

En el caso de los Microsatélites, los componentes fueron conjugados en la mezcla de
reaccion misma que fue aforada a un volumen final de 25 pL constituido por 14.05 ul
de agua desionizada estéril, 2.5 uL de Buffer 1 X, 1.25 yL de MgCl; 1.5 mM, 2.0 uL
dNTP 0.2 mM, 2.0 pL de iniciador 20 pmol, 0.2 uL de enzima DNA polimerasa 1 U
(Biotecnologias Universitarias ®) y 3.0 L de ADN a una concentracién de 20 ng/pL.
Se centrifugd por 5 seg a 14 000 rpm, posteriormente la reaccién se sello con dos
gotas de aceite mineral estéril para evitar la evaporaciéon de la mezcla de reaccién.
Para la amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
uso el termociclador (Modelo 2400 Perkin Elmer®), el programa de amplificacion
estuvo compuesto por un ciclo inicial de amplificacion de 94° C por 1 minuto; 40
ciclos de 94° C para separar, 40° C por 1 minuto de alineacién, y 72° C por 1 minuto
de extension; y un ciclo de extension final de 72° C por 8 minutos.

Los iniciadores empleados para la amplificacion de ADN de las 15 muestras de
Bremia lactucae fueron: DBB-[CGA]s, BDD-[CCA]s, BDD-[CAC]s, BVD-[CAG]s,
GGAT4, GATA4, BDB-[CAC]s, BDV-[CAG]s, HVH-[TGT]s, CAGs, seleccionados en
funcién de los resultados obtenidos por el Dr. Stefan Wagner en 2005 (Comunicacion

personal).
4.9. Separacioén y visualizacion de productos de amplificacion

Tanto para el caso de ISSR, como para RAPD, una vez terminado el proceso de
amplificacion de las muestras de ADN, se retiraron del termociclador y fueron
colocadas en hielo. La separacién de los fragmentos obtenidos (bandas) por PCR,
se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa ultrapura (Invitrogen®) al 3.5%
a 85 Volts durante 1 hora. Posteriormente el gel fue tefido con bromuro de etidio
durante 40 minutos, después fue enjuagado en agua destilada estéril y visualizados
en un transiluminador de luz ultravioleta (Modelo Gel Doc 2000, Bio Rad®) y

analizados con el programa Quantity One 4.0.3. La documentacion de los productos
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amplificados se realizé con un analizador de imagenes. Las bandas observadas para
cada iniciador ISSR se codificaron mediante el cédigo binario, asignando el valor de
1 a la presencia de una banda y 0 a su ausencia, formando asi una matriz de ceros y

unos, que fue empleada en el analisis correspondientes.

4 .10. Analisis de datos

El analisis de incidencia y severidad de Bremia lactucae se realizo mediante el
paquete computacional SAS y el analisis de los datos moleculares, se realiz6 a partir
de una Matriz Binaria (MB)= presencia 1 y ausencia 0, obtenida de los datos de
ISSR, analizada mediante el uso del paquete computacional Sistema de Analisis
Multivariado y Taxondmico Numérico (NTSYS-pc) versién 2.10p. La distancia
genética se estimé al transformar la MB en matriz de similitud, mediante el
Coeficiente de Apareamiento Simple. El dendograma se obtuvo por el Método del
promedio aritmético entre agrupamientos, tipo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method, Arithmetic Averages) (Sneath y Sokal, 1973). La confiabilidad del
dendograma, se prob6é mediante el Boostrap con 2000 réplicas, usando el programa
WINBOOT (Yap, 1991).



44

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Incidencia y severidad de Bremia lactucae en lechuga.

En Salamanca y San Miguel de Allende, las variedades muestreadas presentaron un
100 % de incidencia, presentandose mayormente en las hojas basales y menor en
las internas, siendo favorecida por humedad relativa superior al 80 %, temperaturas
optimas de 10 a 15 °C; y humedad en las hojas de 2 a 4 horas tal como lo mencionan
Wu et al (2001 a). Los riegos intensos, el tamafio de las hojas y la densidad de
follaje, pudieron contribuir a la generacion del microclima ideal para el desarrollo del
patégeno en campo, sobre todo en las lechugas de tipo Iceberg (Hans-Jurgen y

Hoyningen-Huene, 1986).

En cuanto a la severidad de B. lactucae en las diferentes variedades cultivadas en
Salamanca fueron estadisticamente significativas con a=0.05. Dicha severidad
fluctu6 de 8.75 % a 22.5 %, siendo las variedades Montecristo, FallGreen vy
Summertime las mas susceptibles y Napoledn la mas resistente (Cuadro 2). En lo
que respecta a San Miguel de Allende, las variedades cultivadas, estadisticamente
fueron altamente significativas con a<0.0001. La severidad fluctué de 7.5 % a 16.25
% siendo las variedades Rayder, Siskiyou y Rayder las mas susceptibles y Sundauvil

la mas resistente (Cuadro 3).

La variacién de la severidad del mildiu pudo deberse al manejo proporcionado y al
genotipo, ya que segun la informacién proporcionada por la casa comercializadora de
semillas, todas las variedades de lechuga muestreadas se consideran susceptibles al
mildiu, excepto la variedad Alfa la cual se caracteriza por ofrecer resistencia a las

razas 1 ala 5, y probablemente por ello esta variedad fue una de las mas resistentes.



Cuadro 2. Severidad del mildiu en las variedades cultivadas en el municipio de

Salamanca, Guanajuato.

Variedad Severidad
Nivel %
FallGreen 2.81a 2250 a
Montecristo 268 a 20.00 a
Summertime 2.31b 16.25b
King Henry 1.53 c 9.37 c
Napoledn 142 c 8.75¢c
Magnum 210b 13.75b

Prueba de medias Tukey con a=0.05

Cuadro 3. Severidad del mildiu en las variedades cultivadas en el municipio de San

Miguel de Allende, Guanajuato.

Variedades Severidad
Nivel %
Sundavil 221 ab 15.00 ab
Siskiyou 2.30a 16.25 a
Rayder 233 a 16.25 a
Rayder 2.32a 16.25 a
Verte Mar 223 ab 15.00 ab
Magnum 2.04 bc 12.50 bc
Alfa 1.81c 11.50 c
Sundavil 1.24 d 7.50d
Summertime 1.29d 7.50d

Prueba de medias Tukey con a<0.0001
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5.2. Efecto de factores ambientales sobre la severidad de Bremia lactucae.

Subbarao et al (1997), Hans-Jurgen y Hoyningen-Huene (1986), mencionan que
algunos de los factores importantes en la incidencia y severidad del patdégeno son
las condiciones ambientales y el manejo, debido a ello se hizo un analisis de la
temperatura, humedad relativa, humedad en la hoja y precipitacion de ambos

municipios.

La severidad de Bremia lactucae en el ciclo otofio-invierno (agosto a diciembre del
2005) en los municipios de Salamanca y San Miguel de Allende presento6 variaciones
a través del tiempo, encontrandose una mayor expresion de sintomas en el mes de
agosto y menor en diciembre. En este periodo, se analizaron de forma mensual, la
temperatura, humedad relativa, humedad en la hoja y precipitacion en ambas
localidades para tratar de evaluar su efecto sobre el patégeno. Se encontrdé que la
temperatura media mensual fluctué de 6 a 16 °C, la humedad relativa de 54 a 72 % y
la humedad en hoja de 0.51 a 13 % en el caso de Salamanca, mientras que en San
Miguel de Allende, la temperatura varié de 5 a 16 °C, la humedad relativa de 53 a 78
% y la humedad en la hoja de 2.3 a 4.7 % (Figura 4). De acuerdo con Wu et al
(2001a), las condiciones de humedad relativa y de hoja no fueron las idéneas para la
expresion de Bremia lactucae. Scherm y van Bruggen (1994) reportan que las
condiciones ideales son: temperaturas de 14 °C a 24 °C, humedad relativa superior al
80 % y humedad en la hoja del 100 % con una duracién de 2 a 4 horas, estas
condiciones son idéneas para que se lleve a cabo el proceso de infeccion de Bremia
lactucae, el cual se presume ocurre en la siguiente secuencia: En la mafiana se da la
infeccion, seguida de la dispersion de esporas entre las 10:00 y 12:00 p.m., mientras
que la supervivencia de los esporangios se da en la tarde, para terminar con la
esporulacion la cual se presenta en la noche (Scherm y van Bruggen 1994 y Wu et
al, 2001a).



47

90 1 Salamanca San Miguel de Allende
80 - ---0--- Temperatura ---X-- - Temperatura
—o——Humedad relativa —>—Humedad relativa
70 — -o— - Humedad de la hoja — - %— - Humedad de la hoja
60 - \\\
50 -
40 -
30 -
20 A
g::<:::::::::::---o _________________ 0....
10 A T~ B G ) S L T
S K — e _‘_'_"_'_‘-§<-:333----::::::- %
O x T o_--_--j ------ Q- =:-=-- F """ -_zg_'.__'.'-__'-l -------------- 1
Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

Figura 4. Comportamiento mensual de las variables temperatura, humedad relativa,
humedad en la hoja y precipitacion en los municipios Salamanca y San Miguel
de Allende.

Tratando de entender el porque de la expresidn del patégeno se optd por analizar el
comportamiento de las variables a lo largo del dia. En la Figura 5 se analizé un dia
tipico en el Municipio de Salamanca correspondiente al 21 de agosto del 2005; las
condiciones ideales para la expresion y proliferacion de B. lactucae tales como
humedad relativa superior al 80 %, humedad en la hoja del 100 % y temperaturas
menores de 16 °C se presentaron durante un periodo de ocho horas, comprendido
entre las 12 de la noche y ocho de la mafiana. En tanto, en San Miguel de Allende
(Figura 6), el dia analizado correspondié al 20 de octubre del 2005, donde las
condiciones ideales para la expresion del mildiu se presentaron durante 15 horas: de
12 de la noche a las 10 de la mafana (humedad relativa superior al 80 %, humedad
en la hoja del 100 % y temperaturas de 14 y 17 °C). Esta prolongacion de
condiciones ideales, aparentemente, fue influida por la presencia de precipitacion de

0.400 y 0.150 mm ocurrida de 4 a 5 de la mafana.
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Figura 5. Condiciones ambientales del 21 de agosto en Salamanca (Temp.:
temperatura, PP: precipitaciéon, HH: humedad en la hoja, HR: humedad
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El andlisis diario de las condiciones microclimaticas se realizo a intervalos de cuatro
horas, de la siguiente manera: 0 hr a 4:00 a.m., 4:15 a 8:00 a.m., 8:15 a 12:00 p.m.,
12:15 a 16:00 p.m., 16:15 a 20:00 p.m. y 20:15 a 23:45 p.m. Esto permitié detectar el
patron que tuvieron las variables climaticas a nivel de parcela, las cuales favorecen el
crecimiento del hongo. ElI mismo andlisis fue realizado por semana durante los
meses del muestreo en ambos municipios. Sin embargo, debido a que los campos de
cultivo ya estaban establecidos cuando se realizaron los muestreos, no hubo manera
de sincronizar la colecta en ambas localidades, por lo que no se obtuvo la misma
cantidad de material. Es por ello que se realizo el analisis y muestreo en el orden que
a continuacion se menciona: en Salamanca, durante los meses de agosto y
noviembre del 2005, y en San Miguel de Allende, de septiembre a diciembre del
mismo afo.

En el municipio de Salamanca, durante el mes de agosto del 2005, las condiciones
ideales para la expresion de Bremia lactucae tuvieron el siguiente comportamiento: la
humedad relativa superior al 97 % se encontré de 4:15 a 8:00 a.m. y de 77 a 85%
durante las 20:15 a 23:45 p.m.
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La humedad en la hoja, en el mismo municipio (Salamanca), alcanzé valores de 44.2
% a 97.9 % entre las 12 de la noche a 8:00 a.m. y de 23 % a 50 % de 20:15 a 23:45
p.m. La temperatura mas favorable para el hongo fue de 15.4 a 16.4°Cy 18.4 a 19
°C que se registro entre las 4:15 a 8:00 a.m. y 20:15 a 23:45 p.m., como se observa

en la Figura 7.

En el municipio de San Miguel de Allende, durante el mes de septiembre del 2005,
las condiciones ideales para la expresion de Bremia lactucae tuvieron el siguiente
comportamiento: la humedad relativa superior al 95 % se encontré de 12 de la noche
a 8:00 a.m., mientras que de 20:15 a 23:45 p.m. esta fue superior al 80 %. Para la
humedad en hoja, se registraron valores del 50 al 100 % de las O hr. a las 12:00
p.m., y de 21 al 83 % en el periodo de 20:15 a 23:45 p.m. La temperatura ideal de
9.2a13.9°Cy 14 a 15 °C, se registré de 4:15 a 8:00 a.m. y 20:15 a 23:45 (Figura 8).
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Figura 8. Condiciones ambientales (Temp.: Temperatura, PP: Precipitacion, H Hoja:
Humedad en la hoja, HR: Humedad relativa) promedio por semana del mes de

septiembre del 2005 en San Miguel de Allende, Guanajuato.
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En el municipio de San Miguel de Allende durante el mes de octubre, las condiciones

ideales para la expresion de Bremia lactucae tuvieron el siguiente comportamiento: la

humedad relativa superior al 92 %

se encontré de 12 de la noche a ocho de la

mafana, mientras que de 20:15 a 23:45 p.m. esta fue superior al 84 %. La humedad

en la hoja registro valores del 25 % al 100 % de las 12 de la noche a 12 del dia y

de 43 % a 88 % en el periodo de 20:15 a 23:45 p.m. Las temperaturas fluctuaron de

7,9 a 13,5 °C de 12 de la noche a ocho de la mafana, siendo la 6ptima (11,97 a
15,5 °C) de 20:15 a 23:45 p.m. (Figura 9).
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En el municipio de Salamanca durante el mes de noviembre del 2005, las
condiciones ideales para la expresion de Bremia lactucae tuvieron el siguiente
comportamiento: la humedad relativa superior al 80 % se encontrd de 12 de la noche
a ocho de la mafana. La humedad varié de 0 al17 % de 4:15 a 8:00 a.m., mientras

que la temperatura se considerd 6ptima de 4:15 a 8:00 a.m. (Figura 10).
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Figura 10. Condiciones ambientales (Temp.: Temperatura, PP: Precipitacion, H Hoja:
Humedad en la hoja, HR: Humedad relativa) promedio por semana del mes de

noviembre del 2005 en Salamanca, Guanajuato.

En lo que respecta al mes de diciembre del 2005, las condiciones ideales para la
expresion de Bremia lactucae en el municipio de San Miguel de Allende tuvieron el
siguiente comportamiento: Humedad relativa superior al 80 % de 4:15 a 8:00 a.m.,
humedad en la hoja con valores de 14 % a 86 % y temperaturas 2,4 a 6,5 °C se
encontraron de 4:15 a 8:00 a.m., durante el transcurso del dia no se presentaron

temperaturas consideradas como ideales para el patégeno (Figura 11).
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2005 en San Miguel de Allende, Guanajuato.

La temperaturas minimas, humedad relativa y humedad en la hoja mas altas se
registraron en el horario de 4:15-8:00 a.m., en todos los meses, las cuales se
consideran ¢6ptimas para la infeccion del mildiu, segun Wu et al (2005). Estas
variables fueron las Optimas para el desarrollo de Bremia lactucae, en los dos
municipios tal como lo mencionan (Wu et al., 2001a; Su et al., 2004; Wu et al., 2005).
De manera general, durante el periodo de muestreo (agosto a diciembre del 2005) en
el periodo de 12:15 a 16.00 p.m., en ambos municipios tanto la temperatura como
humedad relativa y humedad en la hoja no fueron las 6ptimas para el patégeno.

En el transcurso de ciclo de muestreo se detectd que el comportamiento de las
condiciones ambientales para los ultimos meses noviembre y diciembre, no fueron
tan favorables para el patdgeno, situacion que coincidié con la severidad detectada
en campo, lo cual concuerda con lo sostenido por Crute (1987), quien menciona que
el mildiu es la enfermedad mas importante de la lechuga y un problema

particularmente fuerte en los meses de agosto a noviembre. Wu et al (2001a), al
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respecto sefiala que las lechugas son mas susceptibles durante las estaciones con

temperaturas de frescas a frias.

Al correlacionar las variables ambientales de temperatura, humedad relativa y
humedad en el municipio de Salamanca (Anexo 8.1), los resultados estadisticos
muestran que tanto la temperatura (r = 0.9847 con a = 0.0023) como la humedad
relativa (r = 0.9735 con a = 0.0051), tuvieron una correlacién significativa sobre la
severidad del patégeno, debido a que estas condiciones microclimaticas
favorecieron la presencia de este en el campo de cultivo. La falta de precipitacion
permitié deducir que probablemente los riegos fueron los precursores de prolongar la
humedad relativa y la humedad en la hoja, influyendo negativamente en la sanidad
de la planta, tal como lo sefiala Scherm y van Bruggen (1994). Al respecto, Subbarao
et al (1997) reportaron que con el riego por goteo tanto la humedad relativa como la

humedad en la hoja son menores en comparacion con el riego por gravedad.

En San Miguel de Allende (Anexo 8.2), se encontré una correlacidon positiva de la
temperatura (r=0.9651 con a<0.0078) sobre la severidad de B. lactucae en las
variedades de lechuga cultivadas en esta zona. En lo que respecta a la humedad en
la hoja tanto en el municipio de Salamanca (Anexo 8.1) como en San Miguel de
Allende (Anexo 8.2) esta no tuvo una correlacion significativa sobre la severidad de
B. lactucae, contrario a lo reportado por Wu et al (2005), quienes mencionan una
correlacion positiva entre la humedad de hoja con la severidad e incidencia del
mildiu. Esto fue debido a que los sensores que registran la humedad de la hoja se

encuentran fuera de la parcela y la humedad en si es generada dentro del cultivo.



55

5.3. Aislamiento del ADN

La primera etapa del analisis molecular consistié en la extraccion del ADN de Bremia
lactucae, en la cual, las modificaciones hechas por Rojas-Martinez (1998) resultaron
ser los métodos mas rapidos y eficientes.

La evaluacion cualitativa se hizo en un gel de agarosa (Ultrapura Invitrogen®) al 1%,
en la Figura 12, se observan los resultados de la extraccion, evidenciando buena

calidad del ADN asi como en algunos casos la presencia de contaminantes.

<«—ADN

<4—Contaminantes

Figura 12. Presencia de ADN en gel de agarosa al 1 %.

5.4. Analisis de los marcadores moleculares RAPD en los aislados de B. lactucae

Ninguno de los iniciadores de RAPD utilizados logro amplificar los 15 aislados de B.
lactucae. Esto debido a que las secuencias del iniciador no reconocieron ningun sitio

blanco en el genoma de Bremia lactucae (Valadez y Kahl, 2000).

5.5. Analisis de los marcadores moleculares Microsatélites en los aislados de B.

lactucae.

Al analizar los polimorfismos obtenidos por la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR), se encontré que el numero de bandas amplificadas con cada uno de los
iniciadores en los aislados de Bremia lactucae varié de 1 a 20 bandas, de las cuales,
la gran mayoria fueron polimérficas en los aislados analizados procedentes de

Salamanca y San Miguel de Allende. En el cuadro 4 se presentan los resultados
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completos. Se obtuvieron 96 bandas polimoérficas (91.6 %). Los iniciadores que
presentaron mayor numero de bandas fueron: DBB-[CGA]s (19 bandas), BDD-[CAC]s
(17 bandas), BVD-[CAG]s (20 bandas), BDD-[CCA]s (19 bandas), con un porcentaje
de polimorfismo de 100 %, 94.1 %, 100 % y 100 % respectivamente. El nivel de
polimorfismo aqui detectado puede dar una estimacion de la alta variabilidad
genética existente entre los aislados (Tapia et al., 2005; Legaria et al., 2005). En
cuanto al nivel de polimorfismo, los ISSR resultaron mas informativos, situacién que
concuerda con lo encontrado por Moreno et al. (1998), quienes mencionan que los
ISSR superan a los RAPD en cuanto al nivel de polimorfismo; asi mismo Pietrek y
Zinkernagel (2002) al analizar especies de Peronospora valerianellae, encontraron
que los RAPD son menos reproducibles que los ISSR. Por su parte Salimat et al.
(1995) al trabajar con Eleusine corocana, mencionan que la técnica de ISSR detecta
mas regiones polimorficas, por lo tanto son los indicados para detectar variabilidad

genética.

Cuadro 4. Numero de bandas de ADN amplificadas y polimérficas obtenidas con los

aislados de B. lactucae.

Iniciador Numero total de Bandas Polimorfismo (%)
bandas polimoérficas

DBB-[CGA]s 19 19 100
BDD-[CAC]s 17 16 94.1
BVD-[CAG]s 20 20 100
BDD-[CCA]s 19 19 100
GGAT, No amplificd
GATA, No amplificd
BDB-[CAC]s 7 5 71
BDV-[CAG]s 8 6 75
HVH-[TGT]s 4 1 25
CAGs 2 1 50

Total 96 88 91.6

Donde:H=A,C, T, B=C,G, T; V=AC,G, D=A,G, T.
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Debido a que solo fueron cuatro los iniciadores que presentaron mayor polimorfismo,
en el siguiente analisis s6lo se hace mencién de ellos. Con el iniciador DBB-CGAs (5’
DBB-CGA- CGA- CGA- CGA- CGA 3’) el numero de bandas amplificadas de ADN
obtenido vari6 de 1 a 19 bandas de las cuales todas fueron polimérficas en
Salamanca y de 2 a 15 en San Miguel de Allende con un peso molecular entre 12216
y 396 pb.

Los aislados B-M y B-FG procedentes de las variedades Montecristo y FallGreen
compartieron ocho y 10 bandas respectivamente con un peso molecular entre 12216
y 396 pb. En el caso del aislado B-SM obtenido de la variedad Summertime amplifico
solamente 1 banda de 396 pb, lo cual indica la gran variabilidad existente en la zona,
a pesar de proceder de la misma localidad, estos aislados fueron colectados en el
mes de agosto, lo cual podria indicar que se agruparon en base a las condiciones
ambientales predominantes en la zona, lo cual concuerda con lo encontrado por
McDonald et al. (1999) quienes detectaron alta diversidad genética en aislados de

Rynchosporium secalis procedentes del mismo lugar.

En lo que respecta al aislado B-MG, fue el unico que amplificd 13 bandas, mientras
que los aislados B-KG y B-N presentaron 10, estos tres aislados se colectaron
durante el mes de noviembre, en el cual la temperatura promedio mensual fue de 15
°C, humedad relativa de 54 % y humedad en la hoja de 0.2 % (Figura 13 a).

En el municipio de San Miguel de Allende, también hubo mucha diversidad genética,
es decir, todos los aislados presentaron variacion, desde 9 en el caso del aislado B-
SD hasta 15 bandas en el aislamiento B-V, con un peso entre 12216 y 396 pb; cabe
mencionar, que este ultimo aislado se obtuvo del lote Nacimiento 4 y fue el unico

procedente de este lugar (Figura 13 b).
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Figura 13 (a). Productos de amplificacion con el iniciador DBB-CGAs en seis
aislados de Bremia lactucae procedentes de Salamanca, M=Marcador 1kb,
1:B-M:Montecristo, 2:B-FG:FallGreen, 3:B-SM:Summertime, 4:B-MG:Magnum,
5:B-KG:King-Henry, 6:B-N:Napoleén (b) Nueve aislados procedentes de San
Miguel de Allende, M=Marcador 1kb, 1:B-SD:Sundavil, 2:B-R:Rayder, 3:B-
SK:Siskiyou, 4:B-RR:Rayder, 5:B-V:VerteMar, 6:B-A:Alfa, 7:B-MG:Magnum,
8:B-S:Sundavil, 9:B-SM:Summertime.

Al emplear el iniciador BVD-CAGs (5 BVD- CAG- CAG- CAG- CAG- CAG 3)) el
numero de bandas amplificadas fue de 4 a 12 en Salamanca (Figura 14 a) y para
San Miguel de Allende de 8 a 16 (Figura 14 b).

A pesar de que los aislados B-M, B-FG y B-SM proceden de la misma localidad de
Salamanca, los tres presentan un perfil de bandeo diferente, es decir, que entre ellos
mismos hay variacion genética, como se puede observar en la Figura 14 a, de igual
que en los aislados B-MG, B-KG y B-N. En lo que respecta a los aislados
procedentes de San Miguel de Allende, todos presentan variabilidad entre ellos

mismos.
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Figura 14 (a). Productos de amplificacion con el iniciador BVD-CAGs, en seis aislados
de Bremia lactucae procedentes de Salamanca, M=Marcador 1kb, 1:B-
M:Montecristo, 2:B-FG:FallGreen, 3:B-SM:Summertime, 4:B-MG:Magnum,
5:B-KG:King-Henry, 6:B-N:Napoleén (b) Nueve aislados procedentes de San
Miguel de Allende, M=Marcador 1kb, 1:B-SD:Sundavil, 2:B-R:Rayder, 3:B-
SK:Siskiyou, 4:B-RR:Rayder, 5:B-V:VerteMar, 6:B-A:Alfa, 7:B-MG:Magnum,
8:B-S:Sundavil, 9:B-SM:Summertime.

En la Figura 15 a y b, se aprecian las bandas obtenidas con el iniciador BDD-CACs
(5 BDD- CAC- CAC- CAC- CAC- CAC 3) las cuales variaron de 7 a 17 para los
aislados de Salamanca y de 8 a 17 para San Miguel de Allende, predominando una
banda de 2036 pb en los aislados B-SD, B-R, B-SK 'y B-V.
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Figura 15 (a). Productos de amplificacion con el iniciador BDD-CAGs, en seis aislados
de Bremia lactucae procedentes de Salamanca, M=Marcador 1kb, 1:B-
M:Montecristo, 2:B-FG:FallGreen, 3:B-SM:Summertime, 4:B-MG:Magnum,
5:B-KG:King-Henry, 6:B-N:Napoleén (b) Nueve aislados procedentes de San
Miguel de Allende, M=Marcador 1kb, 1:B-SD:Sundavil, 2:B-R:Rayder, 3:B-
SK:Siskiyou, 4:B-RR:Rayder, 5:B-V:VerteMar, 6:B-A:Alfa, 7:B-MG:Magnum,
8:B-S:Sundavil, 9:B-SM:Summertime.
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Con el iniciador BDD-CCAs5 (5’ BDD- CCA- CCA- CCA- CCA- CCA 3’), el numero de
bandas amplificadas de ADN en los aislados de Bremia lactucae procedentes de
Salamanca fue de 3 a 19 (Figura 16 a) y en San Miguel de Allende de 0 a 19 (Figura
16 b).

En los aislados de Salamanca se pudo observar una banda de 3054 pb, la cual
estuvo presente en el aislado B-FG, mientras que en el aislado B-SM se observé una
banda de 2036 pb., estos aislados fueron colectados en el mes de agosto, por lo que
tal vez las condiciones ambientales predominantes, temperatura de 20 °C, humedad
relativa de 71 %, humedad en la hoja del 2 %, influyeron para que se observe esa
diversidad. En lo que respecta a los aislados B-MG, B-KG y B-N a pesar de proceder
del mismo lote y mes de colecta noviembre presentaron un perfil de bandeo diferente
(Figura 16 a).

Sélo los aislados B-SD, B-R y B-SK procedentes del lote Santa Martha en San
Miguel de Allende compartieron una banda de 1018 pb, la cual estuvo ausente en
todos los demas. El aislado B-V obtenido de la variedad VerteMar no presentd
ninguna banda, lo cual es indicativo de la gran variacién en esta localidad, esto
coincide con Sicard et al. (2003), quienes reportaron la existencia de variabilidad en
38 aislados de B. lactucae procedentes de California, aun cuando procedian de la

misma localidad.
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Figura 16 (a). Productos de amplificacion con el iniciador BDD-CCAs en seis aislados
de Bremia lactucae procedentes de Salamanca, M=Marcador 1kb, 1:B-
M:Montecristo, 2:B-FG:FallGreen, 3:B-SM:Summertime, 4:B-MG:Magnum,
5:B-KG:King-Henry, 6:B-N:Napoleén (b) Nueve aislados procedentes de San
Miguel de Allende, M=Marcador 1kb, 1:B-SD:Sundavil, 2:B-R:Rayder, 3:B-
SK:Siskiyou, 4:B-RR:Rayder, 5:B-V:VerteMar, 6:B-A:Alfa, 7:B-MG:Magnum,
8:B-S:Sundavil, 9:B-SM:Summertime.

La extensa variabilidad genética de Bremia lactucae en la zona de interés podria dar
margen a la identificacion de razas o grupos presentes apoyandose tanto con las
plantas diferenciales que actualmente se tienen en el Area de Microbiologia, ubicada
en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco y lograr la
caracterizacion de razas o grupos y una vez caracterizados, someter los aislados al
analisis molecular empleando los iniciadores que en esta investigacion resultaron

mas prometedores.
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5.5. 1. Analisis de agrupamiento molecular de los aislados de Salamanca

Una vez analizada la matriz de ceros y unos generada a partir de los datos
moleculares de las bandas de ISSR (Anexo 8.3.1) se obtuvo una matriz de distancias

genéticas (Anexo 8.3.2), con valores entre 0.40 y 1.00.

Los aislados de Salamanca B-FG y B-M presentaron mayor similitud genética con
una distancia de 0.78, colectadas en el mes de agosto. Estas distancias concuerdan
con lo encontrado por Tenzer et al. (1999) en Venturia inaequalis, quienes
mencionan que valores cercanos a 1 significan que son poblaciones muy
emparentadas genéticamente, mientras que los cercanos a 0, se refiere a

poblaciones poco emparentadas.

Los aislados B-KG Y B-SM tuvieron menor similitud genética con una distancia de
0.40, las cuales, aunque procedieron del mismo municipio (Salamanca), se
colectaron en diferente época: B-KG en noviembre y B-SM en agosto, esta similitud
baja posiblemente fue debida a que los aislados fueron colectados en diferente
época en la cual las condiciones ambientales también eran distintas, tal como lo
sefala McDonald et al. (1999).

En la Figura 17 se muestra el dendograma del analisis realizado para el municipio de
Salamanca, este analisis integré las poblaciones del patégeno en tres grupos. El
grupo | correspondié al de mayor severidad, el cual al parecer fue influenciado por
los factores ambientales imperantes en el mes de agosto (temperatura de 16 °C, HR
de 91 % y HH de 6.91 %) y conformado por los aislados B-M, B-FG, B-SM; las dos
primeras variedades Montecristo y FallGreen presentaron similitud en sus valores de
severidad. El grupo Il fue conformado por el aislado B-MG, de la variedad Magnum la
cual mostré un grado de severidad menor al encontrado en el grupo |. Este grupo fue
determinado por las condiciones ambientales imperantes en el mes de muestreo
(temperatura de 7.9 °C, HR de 80 % y HH de 0.91 %). En tanto el grupo lll,

conformado por los aislados B-KG y B-N, de las variedades King-Henry y Napoledn,
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presentaron la mayor resistencia al ataque del mildiu y, al igual que los demas
grupos, este tendié a agruparse por las condiciones ambientales imperantes durante
la colecta (temperatura de 7.9 °C, HR de 80 % y HH de 0.91 %).

B-M

I I"--F‘ ¥

B-SM

B-MG

B-KG
Il

B-N

0.4 056 064 [ | 070

Coefictente de smularidad

Figura 17. Agrupamiento de los aislados de Bremia lactucae provenientes de las
variedades de lechuga cultivadas en Salamanca, Guanajuato y obtenidos del

analisis de las Inter-Secuencias Simples Repetidas.

5.5.2. Analisis de agrupamiento molecular de los aislados de San Miguel de Allende

Para la generacion y analisis se siguié el mismo procedimiento descrito en el punto
5.5.1. Sélo que la matriz de ceros y unos generada a partir de los datos moleculares
de las bandas de ISSR se observa en (8.4.1), con la cual se obtuvo una matriz de

distancias genéticas (Anexo 8.4.2), con valores entre 0.46 y 1.

En lo que respecta al analisis realizado en San Miguel de Allende, los aislados con

mayor similitud genética fueron B-A y B-MG con una distancia de 0.82. Esto
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probablemente debido a que los dos aislados de Bremia lactucae fueron del lote

Mina 3 colectadas en octubre.

Los aislados con menor similitud genética fueron B-V y B-R, con una distancia de
0.46. Estos valores son similares a los reportados por Gobbin et al. (2003) basados
en los marcadores moleculares de SSR en Plasmopara viticola, cuyas distancias

genéticas estuvieron en el rango de 0.24 a 0.89.

En San Miguel de Allende, las poblaciones de Bremia lactucae se integraron en cinco
grupos (Figura 18), esto concuerda con lo reportado por Heilmann et al. (2006),
quienes al trabajar con aislados de Colletotrichum coccodes encontraron que cuando
hay la formacioén de varios grupos indica la existencia de alta variabilidad genética en
la zona, situacidén que también fue encontrada en Salamanca. El grupo |
correspondioé al de mayor severidad y fue determinado por los factores ambientales
predominantes en septiembre (temperaturas de 11 °C, HR de 92 % y HH de 9.6 %).
En el se ubicaron los aislados B-SD y B-SK, provenientes de las variedades Sundauvil
y Siskiyou. EIl grupo Il conformado por los aislados B-A y B-MG, provenientes de las
variedades Alfa y Magnum respectivamente y ubicados en el lote Mina 3, en el mes
de octubre con temperaturas de 10 °C, HR de 91 % y HH de 8.9 %. El
comportamiento del aislado B-A de la variedad Alfa era de esperarse ya que segun la
casa productora de semillas, esta variedad s6lo posee resistencia alasrazas 1 ala 5
de B. lactucae, por eso se dio esta separacion. El grupo Il conformado por aislados
B-Sy B-SM, de las variedades Sundavil y Summertime, consideradas como unas de
las mas resistentes al mildiu, se colectaron en octubre, cuando las condiciones
ambientales no fueron tan éptimas para su desarrollo (temperaturas de 5.3 °C, HR de
74 % y HH de 4.7 %). El grupo IV estuvo conformado por los aislados B-R y B-RR,
de las variedades Rayder, una procedente del lote Santa Martha y la otra de Mina 5;
ambas variedades mostraron el mismo valor de severidad, a pesar de una fue
colectada en septiembre y otra en octubre. El grupo V, estuvo integrado por el
aislado B-V, de la variedad VerteMar, la cual manifesté el menor grado de severidad

del patdgeno; al parecer este comportamiento fue influenciado por los factores
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ambientales predominantes del mes de octubre (temperaturas de 10 °C, HR de 91 %
y HH de 8.9 %).

B-SM

B-R

B-RR

T
0.51 0.59 0.68 0.76 0.84
Coeficiente de siilaridad

Figura 18. Agrupamiento de los aislados de Bremia lactucae provenientes de las
variedades de lechuga cultivadas en San Miguel de Allende, Guanajuato y

obtenidos del analisis de las Inter-Secuencias Simples Repetidas.
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En términos generales, los agrupamientos obtenidos en los municipios de Salamanca
y San Miguel de Allende, se dieron en base a la severidad del mildiu y a los factores
ambientales imperantes en los diferentes meses de muestreo, es decir, que los
genotipos se comportan de acuerdo con el ambiente, coincidiendo con lo sefialado
por Legaria et al. (2005), al estudiar variabilidad genética de la pitahaya, encontraron
que los genotipos se distribuyen espacialmente de acuerdo con las caracteristicas
del ambiente, situacion que también fue encontrada por McDonald et al. (1999) al
trabajar con poblaciones de Rynchosporium secalis, en dénde los aislados se
distribuyen por las condiciones ambientales. S6lo en algunas excepciones como en
el caso del grupo IV, dicho agrupamiento fue determinado por la variedad tal como lo
menciona Bardin et al., (1999) al trabajar con Erysiphe cichoracearum en el cultivo de

melon.
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6. CONCLUSIONES

Los factores ambientales tales como temperaturas de 15 °C, humedad en la hoja del
100 % y humedad relativa superior al 80 %, fueron determinantes para la presencia
de Bremia lactucae en los campos de cultivo en Salamanca y San Miguel de

Allende, Guanajuato.

Los marcadores moleculares ISSR fueron utiles para detectar variabilidad genética
del mildiu (Bremia lactucae), sin embargo, los iniciadores BVD-CAGs, DBB-CGAs,
BDD-CACs, BDD-CCAs fueron los mas idoneos para dicho propésito.

Los agrupamientos presentados en los dendogramas indicaron la existencia de
variabilidad genética en las poblaciones de Bremia lactucae presentes en las
variedades de lechuga cultivadas en Salamanca y San Miguel de Allende,

Guanajuato.
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8. ANEXOS

8.1. Correlacidon de variables ambientales con la severidad de Bremia lactucae en

Salamanca, Guanajuato.

Sev T HR HH
Sev 1.00000 0.98474 0.97357 0.62657
0.0023 0.0051 0.2580
T 0.98474 1.00000 0.99086 0.57158
0.0023 0.0010 0.3141
HR 0.97357 0.99086 1.00000 0.65975
0.0051 0.0010 0.2257
HH 0.62657 0.57158 0.65975 1.00000
0.2580 0.3141 0.2257

8.2. Correlaciéon de variables ambientales con la severidad de Bremia lactucae en

San Miguel de Allende, Guanajuato.

Sev T HR HH
Sev 1.00000 0.96517 0.59506 0.14081
0.0078 0.2898 0.8213
T 0.96517 1.00000 0.39046 -0.06097
0.0078 0.5158 0.9224
HR 0.59506 0.39046 1.00000 0.86259
0.2898 0.5158 0.0599
HH 0.14081 -0.06097 0.86259 1.00000

0.8213 0.9224 0.0599
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8.3.1. Matriz de datos obtenidos mediante los microsatélites en las variedades

de lechuga cultivadas en Salamanca.
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1= Montecristo, 2= FallGreen, 3= Summertime, 4= Magnum, 5= King-Henry, 6= Napoleén

8.3.2. Matriz de distancias genéticas de los aislados de Bremia lactucae en

Salamanca, calculada de los datos moleculares de Microsatélites.

Montecristo FallGreen Summertime Magnum King-Henry Napoledn
Montecristo 1,000
FallGreen 0,786 1,000
Summertime 0,653 0,707 1,000
Magnum 0,440 0,493 0,493 1,000
King-Henry 0,533 0,480 0,400 0,667 1,000

Napoleon 0,440 0,520 0,573 0,627 0,693 1,000
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Matriz de datos obtenidos mediante los Microsatélites en las variedades

8.4.1.

de lechuga cultivadas en San Miguel de Allende, Guanajuato.
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8.4.2. Matriz de distancias genéticas de los aislados de Bremia lactucae en San Miguel de Allende, calculada de los datos

moleculares de Microsatélites.

Sundavil Rayder Siskiyou Rayder VerteMar Alfa Magnum Sundavil Summertime
Sundavil 1,000
Rayder 0,547 1,000
Siskiyou 0,787 0,507 1,000
Rayder 0,627 0,653 0,533 1,000
VerteMar 0,520 0,467 0,587 0,413 1,000
Alfa 0,613 0,507 0,600 0,560 0,533 1,000
Magnum 0,547 0,467 0,560 0,547 0,547 0,827 1,000
Sundavil 0,520 0,547 0,640 0,493 0,547 0,640 0,573 1,000

Summertime 0,480 0,533 0,547 0,480 0,560 0,547 0,480 0,800 1,000
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8.5. Escala De Dios (2003) para B. lactucae.

% % %
0 Sin daino
0,1 0,625 1,1 6.87 2,1 13,75
0,2 1,25 1,2 7.5 2,2 15
0,3 1,87 1,3 8.12 2,3 16,25
0,4 2,5 1,4 8.75 2,4 17,5
0,5 3,12 1,5 9.37 2,5 18,75
0,6 3,75 1,6 10 2,6 20
0,7 4,37 1,7 10.62 2,7 21,25
0,8 5 1,8 11.25 2,8 22,5
0,9 5,62 1,9 11.87 2,9 23,75
1 6,25 2 12.5 3 25
3,1 27,5
3,2 30
3,3 32,5
3,4 35
3,5 37,5
3,6 40
3,7 42,5
3,8 45
3,9 47,5
4 50
4.1 50,1

5 Mas del 50 %



