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Resumen. Cuarenta y dos cepas de Phytophthora cinnamomi
Rands de aguacate, de cinco municipios del estado de Michoacin,
Meéxico, fueron examinados por polimorfismos de ADN amplifica-
dos al azar, con el objetivo de determinar la variabilidad genética.
Dicha variabilidad se evalué por reaccién en cadena de la polimerasa
con 21 cebadores de 10 bases, los cuales produjeron un total de 23
bandas. La distancia genética entre los aislados fue calculada por el
método del promedio no ponderado y se obtuvo un dendrograma. E1
andlisis mostré que las agrupaciones geogréficas fueron fuertes.

Palabras clave: Persea americana, RAPDs, tristeza del agua-
catero.

INTRODUCCION

Phytophthora cinnamomi Rands, causante de la tristeza del
aguacatero, es una de las enfermedades mds devastadoras del
frutal Zentmyer (1980). Este patégeno posee dos grupos de
compatibilidad sexual A1y A2 (Erwin y Ribeiro, 1996; Alexo-
poulos, 1996). El grupo A2 presenta mayor grado de agresivi-
dad, y es el mds comun en cultivos agricolas Zentmyer (1980);
el estado sexual es una fuente potencial de variabilidad intraes-
pecifica en especies heterotilicas (Boccas y Zentmyer, 1976).
Un andlisis de isoenzimas realizado en poblaciones de P, cinna-
momi indicé que ambos grupos de compatibilidad sexual solo

Abstract. Forty two Mexican isolates of Phytophthora cinnamomi
Rands were examined for genetic diversity by the random amplified
polymorphic DNA assay. The amount of genetic variation was evalu-
ated by polymerase chain reaction amplification with a set of twenty
one random 10-mer primers. All amplifications revealed scorable
polymorphisms among the isolates, and a total of 23 band positions
were scored for the 21 primers tested. Genetic distances among the
isolates were calculated, and cluster analysis was used to generate a
dendogram which showed relationships between them. These results
suggest that the geographic groups were strong.
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estdn presentes en Australia (Old et al., 1984,1988) y Sudaifrica
(Linde et al., 1997, 1999) reproduciéndose sexualmente.

En México, este patégeno se ha detectado en las zonas agua-
cateras de Michoacdn, Puebla, Veracruz, Nayarit y Morelos (Téliz
etal., 1992). En Morelos y Puebla se han encontrado incidencias
que fluctian entre 45 y 90 por ciento. Actualmente, en huertas de
aguacate de Michoacin, México, es alarmante el nimero de dr-
boles que muestran sintomas de P, cinnamomi. Téliz (2000) indic6
que el 5% de la superficie cultivada con aguacate presenta dafios
por esta enfermedad, la que tiende a incrementarse.

Existe un gran nimero de métodos para determinar diferen-
cias fenotipicas y genotipicas en poblaciones de hongos y bacte-
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rias, entre los que se destacan los basados en andlisis de todo el
genoma. Entre ellas se incluyen, por ejemplo, rep- PCR (PCR
de elementos Palindrémicos extragénicos repetitivos); RAPD
(Polimorfismos de ADN amplificados al azar); la amplificacién
16S por el andlisis de restriccién de ADN ribosomal (ARDRA)
y Ribotyping (Polimorfismos de la longitud de los fragmentos de
restriccién de genes de rARN; electroforesis en gel con gradiente
de desnaturalizacion de productos de PCR (PCR-DGGE), y se-
cuenciacion. Varios estudios indican que el nivel de discrimacién
obtenido se encuentra directamente relacionado a la resolucién
taxondmica que ofrece cada método. Por ejemplo ARDRA, pro-
porcionard informacién a nivel de especies, mientras que RAPD
y rep-PCR, revelardn la diversidad entre especies y subespecies
(Péros et al., 1997; Shain et al., 2003; Picard y Bosco, 2008).

Otra de las técnicas ampliamente utilizadas para determi-
nar variabilidad genética es Polimorfismos de la longitud de
los fragmentos amplificados (AFLP). Por ejemplo, esta técnica
ha sido utilizada para determinar variabilidad genética entre
aislados de Colletotrichum lindemuthianum y Claviceps africana
(Gonzélez et al., 1998; Tooley et al., 2000) y diversidad genética
en Hordeum sp. (Pakniyat et al., 1997) y Miscanthus sp. (Greef et
al., 1997). Ademis, ha sido usada en fitomejoramiento, mapeo
genomico y biologia de poblaciones (Breyne et al., 1997).

En nuestro estudio utilizamos RAPD, que ha sido usada
para detectar la variabilidad intraespecifica existente entre pat6-
genos (Crowhurst et al., 1991; Assigbetse et al., 1994; Zimand
et al., 1994). Para hongos fitopatégenos, el andlisis por RAPD
provee marcas para diferenciar: (1) razas de Fusarium solani {.
sp. cucurbitae Snyder & Hansen (Crowhurst et al., 1991) y £
oysporum f. sp. pisi (Schlecht.) Snyder y Hansen (Grajal-Mar-
tin et al., 1993); (2) aislados agresivos y no agresivos de Phoma
lingam (Tode ex Fr.) Desm. (Goodwin y Annis, 1991; Schifer
y Wostemeyer, 1992); (3) aislados con diferentes origenes geo-
gréficos de Collectotrichum graminicola (Ces.) Wils. (Guthrie et
al., 1992),y (4) aislados de Discula umbrinella Sacc. en diferen-
tes hospederos (Haemmerli et al., 1992).

Hasta el momento, la diversidad genética de P, cinnamomi
no ha sido determinada en Michoacin, México. Este es un
importante interrogante a resolver, que permitird planear es-
trategias de control. El objetivo de este trabajo fue determinar
la variabilidad genética y las relaciones entre 42 aislados de
P, cinnamomi utilizando polimorfismos de ADN amplificados
al azar. Los aislados de P, cinnamomi fueron obtenidos de las
principales dreas productoras de aguacate en Michoacdn.

MATERIALES Y METODOS

Cuarenta y dos aislados (Tabla 1) de P cinnamomi se analiza-
ron por la técnica Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar
(RAPD). Los aislados fueron extraidos de raiz y suelo bajo drboles
de aguacate. E1 método de Zentmyer y Erwin (1970) se utilizé para
aislar a P cinnamomi de las raices,y el método de Campbell (1949) y
Réndon et al. (1988) para aislar el patdgeno desde el suelo.
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Tabla 1. Aislados de Phytophthora cinnamomi de Michoacan, Méxi-
co, usados en polimorfismos de ADN amplificados al azar.

Table 1. Phytophthora cinnamomi (Michoacan, México) isolates used in
DNA polymorphs amplified at random.

Aislado Municipio
C1 Periban
C2 Periban
C3 Periban
C4 Periban
Cs5 Periban
C29 Periban
Cé6 S. Escalante
C7 S. Escalante
C8 S. Escalante
C9 S. Escalante
C10 S. Escalante
C24 S. Escalante
C26 S. Escalante
C31 S. Escalante
C11 San Juan Nuevo
C12 San Juan Nuevo
C13 San Juan Nuevo
C25 San Juan Nuevo
C27 San Juan Nuevo
C28 San Juan Nuevo
C30 San Juan Nuevo
C35 San Juan Nuevo
C36 San Juan Nuevo
C40 San Juan Nuevo
C14 Tancitaro
C15 Tancitaro
C16 Tancitaro
C32 Tancitaro
C37 Tancitaro
C38 Tancitaro
C39 Tancitaro
C41 Tancitaro
C42 Tancitaro
C17 Uruapan
C18 Uruapan
C19 Uruapan
C20 Uruapan
C21 Uruapan
C22 Uruapan
C23 Uruapan
C33 Uruapan
C34 Uruapan
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Tabla 2. Secuencia de Nucledtidos de MWG, Inc. (Biomol) iniciadores
usados en el experimento, y nimero de productos de PCR polimorficos
en Phytophthora cinnamomi.

Table 2. Sequence of starting nucleotides of MWG, Inc. (Biomol) used in the
study and number of polymorphic PCR products in Phytophthora cinnamoni,

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

Se obtuvo el micelio de P, cinnamomi de una caja de Petri con
medio V-8 agar clarificado (20% V-8, 0,2% de CaCO,, 1,6% de
agar bacteriolégico y 2,0% de dextrosa anhidra). La extracciéon
de ADN se realiz6 por el método Doyle y Doyle (1990) mo-
dificado por Vézquez. Se pesaron 0,2 g de micelio que fueron
macerados con una varilla de metal para resuspenderlos en 500
pL de buffer de extraccién (Tris-HCI, pH 8,0 100 mM; EDTA
pH 8,5 50 mM; NaCl 50 mM, y SDS 2%). Se agit6 en un
vortex durante 30 segundos, y se dejé reposar en hielo por 15
minutos. Se agregaron 500 pL de cloroformo alcohol isoamilico
24:1, y agité en un vortex, para posteriormente centrifugarlo a
12.000 rpm durante 15 minutos. Se recuper6 la fase acuosa a
la que se le adicion6 un volumen igual de isopropanol. Se dejé
reposar por 15 min. en hielo para posteriormente centrifugar a
12.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue desechado y
la pastilla recuperada, la cual fue resuspendida en 50 pLL de agua
desionizada estéril. Se agregaron 10 pL. de ARNasa y se incub6
a 37°C por 1 h. Finalmente, se determiné la concentracién de
ADN, el cual fue diluido hasta obtener 50 ng/uL.

Condiciones de PCR. La amplificacién del ADN se rea-
lizé con cada uno de los iniciadores mostrados en la Tabla 2.
Estos oligonucleétidos constan de 10 bases de longitud, ob-
tenidos de MWG, Inc. (Biomol). Las condiciones de PCR

optimas para la reaccion de RAPD fueron las siguientes: Cada
24 uL mezcla para PCR contenia 2,5 pL. de buffer de la Taq
10X; 1,2 pL. de MgCl, a 50 mM; 2 pLL de mezcla de DNTPs a
10 mM; 0,2 pL Taq polimerasa 5U/pL; 1 pL. de iniciador 10
picomoles; 2 uL. ADN a 50 nanogramos, y 15,1 pL de agua.

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un
ciclo inicial de 94°C por 5 min., 45 ciclos a 94°C por 1 min.,
alineamiento a 35°C por 1 min. y extensién a 72°C por 1 min. 10
seg.,y un ultimo ciclo a 72°C por 7 min. (Chang, 1996).

Andilisis de los productos PCR. Los productos de PCR se
corrieron en un gel de agarosa al 2% (Promega Inc Biomol) en
TAE buffer 1X (pH 8,3) a 60 V por 3 h. El gel se tifié con 5
pL de bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador
de luz UV (302 nm).

Andilisis de datos. Para obtener un dendograma, se obtu-
vieron las disimilaridades genéticas, utilizando el coeficiente
de apareamiento multiple (Sneath y Sokal, 1973) y el método
de agrupamiento jerarquico UPGMA o método del promedio
no ponderado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuarenta y dos aislados de P, cinnamomi de aguacate de los
municipios de Periban, Tancitaro, San Juan Nuevo, Salvador
Escalante y Uruapan del estado de Michoacin México, fue-
ron analizados con 21 oligonucleétidos. Cuatro de estos oli-
gonucledtidos presentaron amplificaciones con un total de 23
bandas, que representaron el 95.65% de polimorfismos. Los
iniciadores usados, el nimero total de bandas, asi como bandas
polimérficas obtenidas de los aislados se muestran en la Tabla
2. El patrén de bandeo obtenido con los iniciadores OPS-13,
OPE-04, OPE06 y OPE-10 se utiliz6 para determinar la dis-
tancia genética entre los aislados y construir un dendograma
(Figs. 1y 2). Chang (1996) encontré 80,2% de polimorfismos,
asi como coeficientes de similaridad de los grupos de compa-
tibilidad sexual A1 (0,695) y A2 (0,63) a partir de 25 aislados
de P cinnamomi analizados por RAPDs. Los aislados fueron
obtenidos de raices de Cinnamomum osmophloeum y aguacate de
suelos forestales. Estos resultados indicaron que las poblaciones
A1 presentaron menor variacién que las poblaciones A2. Sin
embargo, la diferenciacién genética no fue significativa.

Las amplificaciones obtenidas en nuestro trabajo de investi-
gacién oscilaron entre 0,564 a 2,7 kb, a las que se les otorgaron
dos valores: 1 para la banda presente y O para la ausente. Esta
agrupacién mostr6 dos niveles de asociacion. Asi, los aislados se
clasificaron dentro de dos grupos principales y dos subgrupos.
Esta separacion estd relacionada con la localizacién geogrifica de
la cual fueron obtenidos los mismos. El andlisis y la determina-
cién de los niveles de confianza muestran que estas agrupaciones
geogréficas son fuertes. Para obtener los coeficientes de confianza
de Felsenstein (1985) se utilizé un total de B=1000 remuestras
para los nodos del dendograma; el dendograma reporta 95% de
conflanza o nimero de veces que dicho nodo se repite.
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Fig. 1. Patron de bandeo obtenido por polimorfismos de ADN amplifi-
cados al azar con los iniciadores OPS13 y OPEO4; con A Hindlll como
marcador de peso molecular.

Fig. 1. Banding pattern obtained through DNA polymorphs amplified at
random with starters OPS13 and OPEO4; with A Hindlll as a molecular
weight marker.

Fig. 2. Patron de bandeo obtenido por polimorfismos de ADN amplifi-
cados al azar con los iniciadores OPEOG y OPE10; con A Hindlll como
marcador de peso molecular.

Fig. 2. Banding pattern obtained through DNA polymorphs amplified at
random with starters OPEO6 and OPE10; with A Hindlll as a molecular
weight marker.

Al comparar las poblaciones de P cinnamomi de los cinco
municipios del estado de Michoacdn, México, la agrupacién
de los aislados se mantuvo en relacién a la distribucién geo-
grifica. En el grupo A se encuentran el 87,5% de los aislados
de Salvador Escalante, el 83,3% de los aislados de Peribdn,
el 66,6% de los aislados de Tancitaro, 50% de los aislados de
San Juan y 45% de los aislados de Uruapan. En el grupo B se
muestra el 50% de los aislados de San Juan Nuevo y el 55% de
los aislados de Uruapan. Los sitios de muestreo pertenecientes
al grupo B presentan condiciones climdticas de suelo y vege-
tales semejantes: una altura promedio de 1950 msnm, clima
templado con lluvias en verano, precipitacién de 900 mm y
temperaturas de 7 a 38°C. El suelo es andosol ocrico-himico
moderadamente drenado, de uso forestal y en menor propor-
cién agricola. En la vegetacién domina el bosque de coniferas
con pino oyamel y juniperos, y el bosque mixto de pino-encino
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(ASSEAM, 1998). Con respecto a los dos subgrupos presen-
tes en el dendograma y en relacién con el origen geogréfico
de los aislados fueron designados como al, a2, bl y b2. Esto
podria deberse a una fuente de variabilidad genética, produc-
to de la reproduccién del patégeno. Esto es debido a que P
cinnamomi es un importante patégeno de raiz en un enorme
nimero de hospederos, principalmente en regiones forestales
de todo el mundo (Thorn y Zentmyer, 1954; Zak y Campell,
1958; Podger, 1972; Zentmyer, 1980; Shea et al., 1983).

La reproduccién sexual en especies de Phyzophthora, ha te-
nido una influencia significativa en los niveles de diversidad
genotipica en poblaciones de estos patégenos. Por ejemplo, la
introduccién de ambos grupos de compatibilidad de Phyro-
phthora infestans dentro de Europa incrementé la diversidad
genotipica de este patégeno (Drenth et al., 1994). Aislados de
P cinnamomi en Sudifrica presentaron diferencias genéticas
significativas (Linde et al., 1997,1999).

En el mundo, la variacién genética de poblaciones de P
infestans podria no ser totalmente atribuida a la reproduccién
sexual (Goodwin et al., 1994; Xu et al., 1999). La variabilidad
genética generada por recombinacién mitética puede explicar
variabilidad fenotipica. Esto sugiere la expresién de clones
de P cinnamomi en el mundo (Oudemans y Coffey, 1991).
La considerable variacién de poblaciones de P cinnamomi
en Australia es atribuida a la reproduccién asexual y sexual
(Dudzinski et al., 1993). La variacién genotipica y fenotipica
de poblaciones de P cinnamomi en el mundo, no es conoci-
da con claridad. Sin embargo, la reproduccién asexual se ha
informado como un mecanismo predominante de variacién
en poblaciones del patégeno (Huberli et al., 1997, 2001). Es-
tos autores demostraron una variacién sustancial en fenotipos
dentro de una linea clonal de P cinnamomi, en dos poblaciones
localizadas a 70 km de distancia. Este fue el primer estudio
en P, cinnamomi donde se usaron un gran nimero de aislados
(73). Nuestro trabajo de investigacién demostré que existe va-
riabilidad genética en P, cinnamomi de aguacate en la regién
productora de Michoacdn, México.
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