CARACTERIZACION DE POBLACIONES DE Phytophthora infestans

(MONT, DE BARY) OBTENIDAS DE Solanum TRANSGENICAS
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RESUMEN

En el valle de Toluca, México, durante el verano de 2003, clo-
nes obtenidos por ingenieria genética y por hibridacion somdtica
entre Solanum tuberosum y S. bulbocastanum fueron expuestos a
infeccion natural por Phytophthora infestans, a fin de cuantificar
su resistencia al oomiceto, previamente comprobada en otras con-
diciones. El objetivo fue identificar los genotipos de P. infestans
que selectiva y progresivamente infectaron a los clones de papa.
La mayoria de éstos fueron resistentes en los estados tempranos de
crecimiento, aunque se presento infeccion gradual posteriormente.
Se identificaron 21 variantes de P. infestans con base al tipo de
compatibilidad (TC) y a los perfiles multilocus aloenzimdticos de
glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) y peptidasa (PEP). A la sexta
semana postsiembra se obtuvieron las primeras infecciones por

cinco aislamientos en el testigo no transformado (H6, cv. Katah-
din). A la siguiente semana, en el mismo hospedante, se aislaron
otros cinco genotipos de P. infestans, cuatro de ellos diferentes a
los de la semana anterior; y se presentaron otros cuatro genotipos
en un clon que no adquirio la transgenia (H4). Ambos clones mu-
rieron a la mitad del ciclo de cultivo. Los genotipos mds frecuentes
infectando todos los clones, principalmente al final del ciclo, fue-
ron Al, 100/100, 100/100 (TC, GPI, PEP, 19%), y A2, 100/100,
1007100 (14%). La proporcion Al:A2 para toda la poblacion fue
1:1 (86,77; 52,7%:47,3%). Se concluye que hubo gran diversidad
genética de P. infestans, que los transgenes que confieren la resis-
tencia funcionaron bien en plantas jovenes, al principio del ciclo
de cultivo, y no se observo especificidad hospedero-patogeno.

Introduccion

El valle de Toluca hay una
gran diversidad genética de
Phytophthora infestans Mont.
De Bary, oomiceto causante
del tizén tardio de la papa y
el jitomate, gracias a la inci-
dencia, en igualdad de pro-
porciones, de los dos tipos
de compatibilidad (Gallegly
y Galindo, 1958; Goodwin,
1996; Griinwald ef al., 2001).
Ademads, altiplano mexica-
no es considerado como el
segundo centro de diversifi-
cacién de especies de papa
(Solanum spp.) después del
area andina de Peru, Bolivia
y Chile (Hawkes, 1994; Spo-
oner et al., 2004). Por consi-
guiente, muchas de las espe-
cies mexicanas de Solanum,
al convivir con el patégeno
en la naturaleza, han desa-
rrollado genes de resistencia
(Flores-Crespo, 1969). Esto

ha implicado que para el me-
joramiento genético de la papa
se busque dicha resistencia en
las plantas silvestres del valle,
y que la prueba de fuego para
demostrar la resistencia sea la
exposicion de los genotipos
a la infeccién natural por el
oomiceto en el valle. Solanum
bulbocastanum es una espe-
cie mexicana histéricamente
reconocida como resistente
(Reddick, 1939; Niederhauser
y Mills, 1953; Graham et al.,
1959) pero, por su naturaleza
diploide, tradicionalmente no
ha sido cruzada con la papa
cultivada (tetraploide). Re-
cientemente se han generado
hibridos somaticos entre S.
bulbocastanum y S. tubero-
sum (Helgeson et al., 1998)
y plantas trangénicas que han
demostrado su resistencia a la
enfermedad bajo condiciones
de invernadero (Naess et al.,
2000; Song et al., 2003). En

el presente trabajo se describe
la exposicion de estos clones
al tiz6n tardio en Toluca, con
el objetivo de describir las
variantes de P. infestans que
los infectan, y de demostrar
su resistencia al exponerlos
a las severas condiciones de
infeccién natural y de presion
de la enfermedad del valle.

Materiales y Métodos

Los clones de papa inclui-
dos en este estudio fueron
proporcionados por John P.
Helgeson y James Bradeen de
la Universidad de Wisconsin-
Madison, EEUU. Los hibri-
dos somdticos, hexaploides
(2n= 6x= 72), resultaron de
la fusién de células entre S.
tuberosum, tetraploide (2n=
4x= 48) y S. bulbocastanum,
diploide (2n= 2x= 24; Hel-
geson et al., 1998). En retro-
cruzas posteriores se ubicé

a la resistencia en el cromo-
soma 8 (Naess et al., 2000).
La transgenia se obtuvo me-
diante la incorporacién de
los genes de resistencia RB
y de enriquecimiento de leu-
cina de S. bulbocastanum en
Agrobacterium tumefaciens
desarmado, linea LBA4404,
con el vector binario de trans-
formacién pBINPlus-ARS,
mediante electroporacién, para
la posterior introduccién de
los genes a la variedad recep-
tora Katahdin (Song et al.,
2003). De los nueve genoti-
pos de papa incluidos, cua-
tro adquirieron la transgenia
(H1, SP904; H2, SP920; H3,
SP925; y HS5, SP951), uno
no la adquirié (H4, SP946),
tres fueron hibridos somaticos
(H7, J101K6; HS, J103K7; y
H9, J101k6A22), y por tultimo
se tuvo a la variedad Kata-
hdin sin transformar, como
testigo (H6).
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CARACTERIZATION OF Phytophthora infestans (MONT, DE BARY) POPULATIONS OBTAINED FROM TRANSGENIC

AND RESISTANT SOMATIC Solanum HYBRIDS

Hector Lozoya-Saldafia, Claudia Rocio Belmar-Diaz, James M. Bradeen and John P. Helgeson

SUMMARY

In the Toluca Valley, México, in the summer of 2003, clones
obtained by genetic engineering and somatic hybridization be-
tween Solanum tuberosum and S. bulbocastanum were exposed
to natural infection by Phytophthora infestans in order to quan-
tify their resistance to the oomycete, previously proven under
different conditions. The objective was to identify was to identify
the P. infestans genotypes that selectively and progressively in-
fected the potato clones. Most clones were resistant in the early
growing stages, although gradual infection showed up later in
the cycle. Twenty two P. infestans variants were identified on
the basis of mating type (MT) and on the allozymatic multilocus
profiles for glucose-6-phosphate isomerase (GPI) and peptidase
(PEP). Six weeks after planting the first infections by five iso-

lates were obtained in the non transformed control (H6, cv. Ka-
tahdin). A week later, other five P. infestans genotypes were iso-
lated in the same host, four of which were different to the ones
obtained the previous week. At the same time, other four geno-
types were obtained in another clone that did not acquire the
transgene (H4). Both clones died at midseason. The P. infestans
genotypes infecting most frequently all the clones, mainly at the
end of the cycle, were Al, 100/100, 100/100 (MT, GPI, PEP;
19%), and A2, 100/100, 100/100 (14%). The Al1:A2 ratio for all
the population was 1:1 (86:77; 52.7%:47.3%). It is concluded
that a great P. infestans genetic diversity was present; the trans-
genes conferring resistance worked well in young plants early
in the cycle, and no host-pathogen specificity was observed.
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RESUMO

No vale de Toluca, México, durante o verdo de 2003, clones
obtidos por engenharia genética e por hibridagdo somdtica en-
tre Solanum tuberosum e S. bulbocastanum foram expostos a
infeccdo natural por Phytophthora infestans, com o fim de quan-
tificar sua resisténcia ao oomiceto, previamente comprovada
em outras condi¢des. O objetivo foi identificar os gendtipos de
P infestans que, seletiva e progresivamente, infectaram os clo-
nes de batata. A maioria destes foram resistentes nos estados
tempranos de crescimento, ainda que se apresentou infecgdo
gradual posteriormente. Identificaram-se 21 variantes de P. in-
festans baseado no tipo de compatibilidade (TC) e nos perfis
multilocus aloenzimdticos de glicose-6-fosfato isomerase (GPI)
e peptidase (PEP). Na sexta semana pos-plantio foram obtidas
as primeiras infec¢cées por cinco isolamentos no testemunho

ndo transformado (H6, cv. Katahdin). Na seguinte semana, no
mesmo hospedante, foram isolados outros cinco gendtipos de P.
infestans, quatro deles diferentes aos da semana anterior, e se
apresentaram outros quatro gendtipos em um clone que ndo ad-
quiriu a transgenia (H4). Ambos clones morreram na metade do
ciclo de cultivo. Os gendtipos mais frequentes infectando todos
os clones, principalmente ao final do ciclo, foram Al, 100/100,
1007100 (TC, GPI, PEP, 19%), e A2, 100/100, 100/100 (14%).
A propor¢cdo Al:A2 para toda a populacdo foi 1:1 (86,77;
52,7%:47,3%). Conclui-se que houve grande diversidade genéti-
ca de P. infestans, que os transgenes que conferem a resisténcia
funcionaram bem em plantas jovens, no inicio do ciclo de culti-
vo, e ndo foi observada especificidade hospedeiro-patogeno.

Se sembraron diez tubér-

culos de cada clon en surcos
individuales en junio 2003,
bajo régimen hidrico de tem-
poral, siguiendo las practicas
culturales propias de la zona,
excepto por la ausencia total
de fungicidas, para permitir
la infeccién natural por tizén.
Se tomaron lecturas semanales
de infeccién foliar durante
ocho semanas en julio y agos-
to, de acuerdo a la escala de
Henfling (1987), ademds de
muestras de follaje con lesio-
nes individuales causadas por
Phytophthora infestans, para
su posterior aislamiento y ca-
racterizacién. Esta consistié
en la identificacion del tipo de

compatibilidad (Al, A2), per-
fil aloenzimatico para glucosa-
fosfato-isomerasa (GPI, EC
5.3.1.9) y peptidasa (PEP, EC
3.4.3.1 ), asi como la resisten-
cia al fungicida metalaxil, con
cuatro aislamientos por hospe-
dante/dosis (0, 5 y 100ppm),
siguiendo procedimientos des-
critos previamente (Goodwin
et al., 1995a; Shattock, 1998;
Griinwald et al., 2001).

Resultados y Discusion

Infeccion y desarrollo de la
epidemia

Considerando que las con-
diciones Optimas para el esta-
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blecimiento y desarrollo de la
epidemia incluyen temperaturas
entre 10° y 20°C, ademads de
un minimo de 10h diarias con
humedades relativas >90%
(Fry et al., 1983), el periodo
critico de exposicién del follaje
a la infeccién natural y a las
lecturas del dafio se ubicé en-
tre los dias julianos 180 y 240,
es decir, julio y agosto (Figura
1). Esto indujo la muerte de la
variedad sin transformar (H6)
y del clon que no adquirié el
gen de resistencia (H4) en la
tercera semana de agosto (Fi-
gura 2, Tabla II). El resto de
los clones presenté un retraso
de 2-3 semanas para iniciar la
epidemia.

Los testigos susceptibles
H6 y H4 fueron seguidos en
infeccién por los clones H1 y
HS5, con mayor infeccién que
el resto, e igualados por el
H2, pues terminaron con poco
mas del 80% de su follaje da-
flado, mientras que H7, hibri-
do somadtico no transformado,
mostré mayor resistencia al
terminar con 30% de infec-
cién foliar (Figura 2). Se debe
aclarar que una cosa es la se-
veridad de la infeccion (canti-
dad follaje enfermo), y otra es
la cantidad de genotipos del
patégeno encontrados en dicha
infeccién. Las dos situaciones
no se relacionan, pues por un
lado puede haber infeccién
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severa por un solo
genotipo, y por el
otro, varias lesio-
nes simples causa-
das por diferentes
cepas.
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Se identifica-
ron 21 genotipos
multilocus de P.
infestans (Tabla
I), todos previa-
mente reportados
(Griinwald et al.,
2001). De acuerdo
al perfil de las va-
riables utilizadas
(grupo de compa-
tibilidad y perfil
aloenzimético de
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GPI y PEP), los 0
tres genotipos mads 140
frecuentes no tu-
vieron equivalen-
cia con las cepas
de la clasificaciéon
norteamericana
(Grupo US, Tabla
I, columna de la
derecha). Estos genotipos co-
rrersponden a nuestro nime-
ro 1, Al; 100/100; 100/100,
en un 18% de la poblacién;
al nimero 6, Al; 86/100;
100/100, con 13.5% de la po-
blacién; y al nimero 13, A2;
100/100; 100/100, en 14%
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Figura 1. Datos meteoroldgicos en el lote del ensayo. A, lineas:
acumulacion de humedad relativa, barras: nimero de horas/dia con
humedad relativa superior al 90%; b, lineas: temperaturas maxima,
media y minima; barras: precipitacion pluvial/dia (mm).

US 8, que corresponde al A2;
100/111/122; 100/100 (Go-
odwin et al., 1995a), aunque
si se encontraron otros (US
1, US 6, y US 7), pero en
muy baja proporcién (Tabla
I). Griinwald et al. (2001) re-
portaron 56 genotipos de P.

100 plica su ausencia los aislamientos obtenidos de
en el ambiente, las transgénicas (H1, H2, H3,
~ siendo lo mas y HS5; Figura 3), asi como
L 80 & probable que los el testigo sin transformacién
g clones fueran re- (H6), se ubicaron entre los
% sistentes a ellos susceptibles. De igual mane-
3 o simplemente ra, los genotipos de P. infes-
g0 © o se infectaron  rans obtenidos del hospedante
g con ellos. que no adquiri6 la trangenia
2 (H4), asi como de los hibri-
Resistencia a dos somaticos (H7, HS, y H9)
| 40 metalaxil fueron sensibles al fungicida,
r aunque con mayor crecimiento
| 30 Esta variable que el primer grupo mencio-
2 se obtiene mi- nado (Figura 3).
Lo _ & diendo el radio
& 9 de crecimiento Secuencia de aparicion
© = in vitro del mi-
10 > © . ..
% £ croorganismo Para el seguimiento de
g% en  presencia la incidencia cronoldgica se
0 § g del producto, en identificé a los genotipos en
F E relacién al del Tabla II de acuerdo a su nu-
L 10 é testigo, que cre- mero correspondiente en la
ce en un medio Tabla I. La variedad Katah-
280 sin metalaxil din sin transformar (H6) fue

(crecimiento del
100%). Un ais-
lamiento es sus-
ceptible cuando
crece menos del
30%, es mode-
radamente resis-
tente si crece del
30 al 60%, y resistente si su
crecimiento supera al 60% del
testigo. Considerando las dos
dosis utilizadas (5 y 100ppm),

la primera en infectarse. A
las seis semanas postsiembra,
en el primer muestreo, se
obtuvieron cinco genotipos
diferentes de P. infestans (ge-
notipos nimeros 4, 8, 10, 12
y 18, Tabla II). Una semana
después, en este mismo hos-
pedante, se repiti6 el genoti-
po 10 y se identificaron cua-
tro nuevas cepas diferentes
a las anteriores (genotipos

TABLA 1

GENOTIPOS DE P. infestans AISLADOS

DE LOS CLONES

de la poblacién. En el pre- infestans en tres ambientes Genotipo GC GPI PEP Freq N° FR/EQ
sente estudio tampoco fue del valle de Toluca. La no
identificado el genotipo mds  deteccién de muchos de ellos 1 Al 100/100  100/100 31 18%
agresivo norteamericano, el en el presente estudio no im- 2 Al 100/100 92/100 2 US 6
3 Al 100/111 100/100 1 us 7
1004 4 Al 100/122  100/100 13
5 Al 122/122  100/100 1
6 Al 86/100  100/100 23 13.50%
80+ 7 Al 86/100 96/100 2
8 Al 86/100 92/100 2 US 1
S 9 Al 86/122  100/100 3
8 604 10 Al 86/122 92/100 5
£ 11 Al 86/122 96/100 2
e 12 Al 86/86 100/100 1
° 404 13 A2 100/100  100/100 24 14%
14 A2 100/100 96/100 8
20/ 15 A2 100/100 92/100 1 US 6
16 A2 100/122 100/100 12
17 A2 122/122 100/100 7
ol ‘ ‘ ' 18 A2 86/100  100/100 16
0 1 2 3 4 5 6 7 8 19 A2 86/100 96/100 4
Semanas de lectura de infeccion 20 A2 86/100 92/100 1 Us 1
21 A2 86/122  100/100 4

Figura 2. Curvas de progreso de la enfermedad. H4, clon de Ka-
tahdin que no adquiri6 la transgenia; H6, Variedad Katahdin sin
transformar. Ver identidad del resto de los clones en Materiales y
Métodos.

GC: grupo de compatibilidad, GPI: glucosa-fosfato-isomerasa, PEP: peptida-
sa, FREQ N°: nimero de aislamientos de cada genotipo, FR/EQ: frecuencia
de los mds abundantes en %, y equivalentes a la serie US.

OCT 2010, vOL. 35 N° 10 IIVERCJENZIA

786



1, 6, 13 y 21). En 40
esta misma fecha se
obtuvieron los pri-

meros aislamientos £ 30
del clon H4, que no k)
adquiri6 la transge- % 20
nia (genotipos 1, 4, &
13 y 18; Tabla I). S
La fecha del tercer g 10

muestreo de H6 co-
rrespondié al segun- 0
do de H4 y al pri-
mero de H1 y HS,
con repeticiéon de la
incidencia de los ge-
notipos ya presentes
en H4 y H6, y dos
adicionales en H6
(genotipos 14 y 19).
Posteriormente no fue posible
tomar mds muestras a estos
dos clones, porque murie-
ron por el ataque del tizoén.
En este tercer muestreo (del
11/08) por primera vez se ob-
tuvieron aislamientos del pa-
tégeno sobre los clones resis-

H1 o

L] 5ppm [ 100ppm

H3

Clones

Figura 3. Promedio de crecimiento radial in vitro de ais-
lamientos de P. infestans en presencia de metalaxil como
porcentaje del testigo sin el fungicida.

ambiente sobre hospedantes
susceptibles. Varios de los
genotipos del patégeno fue-
ron identificados solamente
en un aislamiento en todo el
ciclo (3, 5, 15, y 20; Tabla I;
Tabla IIT). La frecuencia de
genotipos de P. infestans y la

dos testigos suscep-
tibles murieron pre-
maturamente, como
era lo esperado, por
lo que solo se les
tomaron muestras
en las primeras tres
de las ocho sema-
nas programadas.
No obstante, en tres

H7  Hs

muestreos se tuvie-
ron 6 y 13 muestras
para H4 y H6 (sus-
Ho ceptibles), respecti-
vamente, contra 20
y 29 en H2 y HI1
(resistentes; Tabla
III), en cuatro y
seis muestreos, res-
pectivamente (Tabla II).

Discusion

Se considera a Solanum
bulbocastanum como una
fuente importante de resis-
tencia genética contra Phyto-

tradicionales. Esta dificultad
se supera mediante hibrida-
cién somdtica in vitro, y los
caracteres indeseables se eli-
minan mediante retrocruzas
(Helgeson et al., 1998). De
ahi surgieron los clones H7,
H8, y H9 del presente estu-
dio. Otra forma de insertar
genes deseables especificos
en variedades comerciales es
mediante ingenieria genética
(Song et al., 2003; Kuhl et
al., 2007).

Entre dichos genes desea-
bles se cuenta con los de
resistencia al tizén tardio,
identificados en el cromoso-
ma 8 de S. bulbocastanum
(Naess et al., 2000; van der
Vossen et al., 2005) y en el
cromosoma 5 de S. tubero-
sum'y S. demissum (Ballvora
et al., 2007). Los clones ob-
tenidos de esta manera y que
se incluyeron en el presente
estudio (H1, H2, H3 y H5)

TABLA II
SECUENCIA DE APARICION DE LOS GENOTIPOS DE P. infestans EN EL CICLO DE CULTIVO*
Clon\Fecha** 28/07 04/08 11/08  19/08 25/08 04/09 08/09 15/09
HI 4,18 13,1820 1,3,12,13,16 1,13, 16, 17 1,4,6 13, 14, 16
H2 6,7 1,6, 17, 19 2,4,10,13 11,1317, 18,19
H3 1,16 9,17, 18 4,6,7, 13, 16 1,6, 14
H4 1,4,13,18 10,18
H5 516 1,17,21 4,6 1, 4,14, 16 1,613 1,13
H6 4,8,10,12,18 1,6, 10,13, 21 13,14, 19
H7 1, 4,17 1,6,18 4,610, 11,14, 18 1,6, 16, 19
H8 4,6 8, 18 1,6,13,18,21 1,2,13, 14, 16,21 1, 14, 15
H9 1,13, 17, 18 1,621 1,6,9 13

* Ver perfil de los genotipos a los que corresponde cada nimero en la Tabla I.

** 2003.

tentes H1 (genotipos 4 y 18
de P infestans) y H5 (genoti-
pos 5y 16). En el caso parti-
cular de este ultimo, las dos
cepas que lo infectaron no se
encontraron con anterioridad
en los hospedantes suscepti-
bles ni posteriormente
en las mismas plantas
de donde se aislaron.
Los genotipos 4, 10, 13

cantidad total de aislamientos
obtenidos por clon no se co-
rresponde inversamente a la
resistencia, es decir, a mayor
resistencia menos infeccién
o menos aislamientos (Tabla
III). Esto se debe a que los

phthora infestans; no obs-
tante, esta caracteristica no
se puede aprovechar en la
papa comun (S. tuberosum)
debido a las diferencias en
ploidia entre ambas especies,
que no permite cruzamientos

TABLA III

NUMERO DE GENOTIPOS DE P. infestans Y CANTIDAD DE CADA UNO

OBTENIDOS POR CLON

resultaron de la insercion de
los genes de resistencia men-
cionados, de S. bulbocasta-
num en S. tuberosum cv. Ka-
tahdin. Estos materiales mos-
traron resistencia a P. infes-
tans en el invernadero (Song
et al., 2003), pero en
el presente ensayo este
comportamiento se ma-
nifestd solamente en las

y 18 repitieron infec-

L P Clon\Genotipo
cién en los tres unicos
muestreos de los dos H1 7 3 1
clones mencionados (H4 H2 3.1 1 51
y H6), pero en ese pe- H3 2 1 11
riodo se identificaron H4 1 1
13 genotipos, incluyen- H5 5 313
do a los que infecta- Hé 1 1 2 1
ron a los clones HI1 y gg g | % ; |
HS5, evidenciando su

H9 4 3

gran variabilidad en el

12345678 91011121314151617 18 192021 Tot.

1 3 212
11 312
2 2
41 21
21 1 11

12 1 2131
3311 2
3 11

primeras etapas de cre-

___ cimiento.

29 En trabajos posterio-
20 res la resistencia fue
15 demostrada nuevamente
7 al insertar los mencio-

2L hados cromosomas en
13 Htros clones (Kuhl et
%} al., 2007?. .En este caso
15 las condiciones de ex-

posicién de las plantas
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al patégeno no fueron tan
severas como las del valle de
Toluca, y aunque no se espe-
cifica, seguramente tampoco
se expusieron las plantas a la
gran amplitud de genotipos
del patégeno que se detectd
en el presente ensayo.

En relacién al patégeno,
el genotipo 1 de P. infestans
del estudio (US 6.4, varian-
te de US 6) fue el mas fre-
cuente (31 aislamientos, 19%
de la poblacién total; Tabla
I), pero no asi en otro re-
porte en donde fue el ter-
cero (9,3%; Griinwald et
al., 2001), o de incidencia
marginal (Goodwin et al.,
1998; Lozoya-Saldafa et al.,
2003). El segundo genotipo
mdas predominante del pa-
tégeno en Toluca fue el 13,
con 24 aislamientos (14,7%
de la poblacién, equivalente
al US 13 norteamericano).
Este fue el mas abundante en
el reporte de Griinwald et al.
(2001), con un 13% del total.
Es posible que esta cepa se
haya generado por recom-
binacién sexual, y aunque
estd presente en los EEUU,
pudiera ser de origen mexi-
cano (Goodwin et al., 1995b,
1998). Esta posibilidad toma
fuerza por la alta frecuencia
detectada tanto en el reporte
de Griinwald et al. (2001)
como en el presente trabajo,
ambos describiendo cepas
del valle de Toluca, México.
Destaca también el genotipo
6 de P. infestans, por ser el
tercero en frecuencia en nues-
tro estudio (23 aislamientos,
14%; Tabla I) y es el equiva-
lente al US 1 norteamericano
(Goodwin et al., 1998). En
el estudio ya mencionado de
Griinwald et al. (2001) fue
el quinto en abundancia, con
una frecuencia del 8%, que
sigue siendo alta si se consi-
dera que en dicho estudio se
identificaron 56 genotipos en
mas de 500 cepas del valle.
La variante US 1 es de am-
plia distribucién en el mundo
y posiblemente la mas anti-
gua en EEUU y Canadai, tal
vez desde los 1840’s, previo a
la hambruna irlandesa (Good-
win et al., 1998).

En funcién de las coinci-
dencias en la frecuencia de
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aparicioén de los genotipos del
patégeno entre este estudio y
el de Griinwald et al. (2001),
resaltan varios aspectos: a)
se comprueba la aceptacion
generalizada del origen de
la gran variabilidad genética
de P. infestans en el valle de
Toluca, México; b) los clones
transgénicos de papa demues-
tran su resistencia contra el
patégeno en condiciones me-
nos severas de la enfermedad
que en Toluca y en las fases
tempranas de crecimiento; c)
en funcién de los reportes
recientes sobre la caracteri-
zacién de P. infestans, éste
continuard presentdndose en
el valle en una gran amplitud
genética cada verano; y d)
las plantas transgénicas per-
derdn la resistencia a medida
que avancen en edad ante las
cepas incidentes en Toluca,
lo que seria improbable en
otras regiones que presenten
menor variabilidad del pat6-
geno y condiciones ambien-
tales diferentes a las de este
valle. Asi, en los EEUU los
genotipos mas frecuentes del
oomiceto han sido US 7, US
8 y US 17 (Goodwin et al.,
1995b), ninguno de los cuales
se obtuvo en Toluca de los
hospedantes transformados.
Esto es, no se presentaron en
el ambiente en el lugar y el
tiempo del presente estudio, o
lo mas importante, pudieron
estar ahi pero no atacaron a
las plantas transgénicas.

Conclusiones

Se presentd una gran am-
plitud de variabilidad gené-
tica del patdgeno, sensible al
metalaxil, sin que se aprecie
especificidad hospedero-paté-
geno, y los transgenes de la
resistencia funcionaron bien
en plantas jovenes.
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