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RESUMEN

En México, el area de cultivo de tabaco se ha mantenido estable por una década, donde los
principales productores son Nayarit, Chiapas y Veracruz. El tabaco es atacado por enfermedades
ocasionadas por microorganismos patégenos en donde el moho azul destaca por ser la principal
enfermedad de este cultivo. Peronospora tabacina, causante del moho azul del tabaco
historicamente ha causado pérdidas de millones de dolares a los productores de este cultivo. Es por
ello que en la presente investigacion se utilizé la técnica de PCR para la amplificacion de
microsatélites moleculares de ADN para determinar si existe diversidad genética en aislados de P.
tabacina distribuidas en las principales regiones tabacaleras del pais; asi como, determinar el
proceso de infeccidn de P. tabacina en plantas de tabaco, mediante el uso de técnicas histoldgicas.
Se identificd a este oomiceto morfolégica y molecularmente para el estudio de la diversidad
genética. Los aislados fueron analizados mediante PCR utilizando 12 pares de primers para la
amplificacion de los microsatélites de dichas cepas. Se realiz6 la secuenciacion de los
microsatélites amplificados y las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con las
secuencias depositadas en la base de datos del GenBank. En los 20 aislados evaluados en este
estudio, las secuencias (100%) de los microsatélites comprendian regiones de dinucle6tidos, la
mayoria correspondientes a motivos o estructuras repetidas (GT)n o variaciones (TG)n, también se
visualizaron motivos (AC)n, (CA)n, (AT)ny (AG)n. Con los datos obtenidos se determiné que los
aislados de P. tabacina presentes en los campos de tabaco de los principales estados productores
en México son genéticamente homogéneas, ya que se observo laamplificacion de los microsatélites
de referencia en los 20 aislados evaluados en este estudio. Respecto al estudio de histopatologia,
se observo la presencia de esporangiosporas adheridas a la cuticula de la hoja entre 2 y 48 horas
después de la inoculacion (hdi); las cuales fueron capaces de germinar a partir de los 4 dias. La
penetracion del patogeno en la parte interna de los tejidos de las hojas, fue directa por medio de
apresorios, a las 96 hdi. Las primeras hifas de infeccion emergieron entre las 96-120 hdi y entre
168 y 192 hdi se desarrollaron hifas intracelulares que colonizaron el interior de los tejidos
provocando ruptura celular en parénquimas lagunar y clorofilico; asi como en cloroplastos, haces
vasculares y células epidérmicas. El patogeno completo su ciclo de infeccion al producir oosporas

y esporangios, considerandose una fuente de indculo para la infeccion de nuevos tejidos.



Palabras clave:

Esporangiosporas.

Microsatélites

moleculares,

Histopatologia,

Hifas

intracelulares,
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ABSTRACT

In Mexico, the tobacco growing area has remained stable for a decade, with Nayarit,
Chiapas and Veracruz being the main producers. Tobacco is attacked by diseases caused by
pathogenic microorganisms where blue mold stands out as the main disease of this crop.
Peronospora tabacina, which causes tobacco blue mold, has historically caused losses of millions
of dollars to tobacco growers. For this reason, in the present research, the PCR technique was used
for the amplification of DNA molecular microsatellites to determine if there is genetic diversity in
isolates of P. tabacina distributed in the main tobacco growing regions of the country; as well as
to determine the infection process of P. tabacina in tobacco plants, using histological techniques.
This oomycete was identified morphologically and molecularly for the study of genetic diversity.
The isolates were analyzed by PCR using 12 pairs of primers for the amplification of microsatellites
of these strains. The amplified microsatellites were sequenced and the consensus sequences
obtained were compared with the sequences deposited in the GenBank database. In the 20 isolates
evaluated in this study, the sequences (100%) of the microsatellites comprised dinucleotide
regions, the majority corresponding to motifs or repeated structures (GT)n or variations (TG)n,
motifs (AC)n, (CA)n, (AT)n and (AG)n were also visualized. With the data obtained, it was
determined that the P. tabacina isolates present in the tobacco fields of the main tobacco-producing
states in Mexico are genetically homogeneous, since amplification of the reference microsatellites
was observed in the 20 isolates evaluated in this study. Regarding the histopathology study, the
presence of sporangiospores adhered to the leaf cuticle was observed between 2 and 48 hours after
inoculation (hdi); these were able to germinate after 4 days. The penetration of the pathogen into
the internal part of the leaf tissues was direct by means of appressoria at 96 hdi. The first hyphae
of infection emerged between 96-120 hdi and between 168 and 192 hdi intracellular hyphae
developed and colonized the interior of the tissues, causing cellular rupture in the lacunar and
chlorophyll parenchyma, as well as in chloroplasts, vascular bundles and epidermal cells. The
pathogen completed its infection cycle by producing oospores and sporangia, being considered a

source of inoculum for the infection of new tissues.

Key words: Molecular microsatellites, Histopathology, Intracellular hyphae, Sporangiospores.
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1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) se cultiva en todo el mundo en alrededor de 124 paises entre los
que podemos mencionar a Brasil, China, Estados Unidos, Canada, Argentina, Cuba, Guatemala e
India; constituyendo una importante fuente de divisas para su economia. El tabaco es un cultivo de
gran importancia ya que genera beneficios econémicos y sociales por las exportaciones y fuentes
de trabajo tanto en el area rural como en la urbana; ademas, en algunos paises de ingresos bajos y
medianos, muchos agricultores y funcionarios gubernamentales ven al tabaco como un cultivo
comercial que puede generar crecimiento econémico. En algunas areas, los agricultores pueden
optar por cultivar tabaco en lugar de alimentos debido a la rentabilidad de este cultivo. El tabaco
es considerado como la planta no comestible mas cultivada en el mundo y en muchos paises
constituye un instrumento de gran importancia en términos de politica financiera y econémica. En
México, en el mes de mayo se obtiene la mayor produccion de tabaco, con 43% de la produccion
nacional anual. El area de cultivo se ha mantenido estable por una década representando en
promedio el 0.04% del area total de cultivo. En 2008 se sembraron 5,900 hectareas de tabaco, la
cual aumento a 6,600 en 2018. La produccion de tabaco ha ido en aumento ya que en 2018 se
obtuvieron 15,181 toneladas, incrementandose en un 32% con respecto al afio 2008. En 2018
México ocupd la posicion nimero 7 como productor en América Latina y para 2019, este cultivo
tuvo un incremento en produccion del 11%. Los principales estados productores de tabaco en
México son Nayarit, Chiapas y Veracruz, siendo el primero el estado lider en produccion de tabaco,
cuyos productores recibieron méas de 37 mil 700 pesos por tonelada. Como todo cultivo, el tabaco
es atacado por una serie de plagas y enfermedades, siendo la mas importante el Moho Azul,
enfermedad causada por Peronospora tabacina Adam. EI moho azul ha sido considerado como
una enfermedad potencialmente catastréfica para este cultivo, ya que en 1979 caus6 pérdidas
superiores a los $240,000,000 en los EE. UU. y Canada. En 1980, Cuba sufrio graves pérdidas
debido a esta enfermedad que destruy6 un 90% de las plantaciones, lo que llevd al cierre temporal

de fabricas de puros en ese pais, dejando sin trabajo a 26,000 personas.
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Peronospora tabacina es el oomiceto mas destructivo del tabaco a nivel mundial y en México se
encuentra ampliamente distribuido; sin embargo, su diversidad genética poblacional a nivel
nacional e internacional ha sido poco estudiada; aunado a esto, el proceso infectivo de esta
enfermedad solo se ha abordado minimamente. Por lo anterior, este estudio se planted determinar
la variabilidad genética poblacional de P. tabacina con el uso de marcadores moleculares y conocer

el proceso de la enfermedad mediante el uso de técnicas histolégicas.

1.2. Antecedentes

1.2.1 Importancia Econémica del Cultivo del Tabaco

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) se cultiva en aproximadamente 124 paises
(http://tobaccoatlas.org/topic/growing/) y se considera un cultivo comercial importante para la
economia agricola de dichos paises. Particularmente, en las naciones en desarrollo de Asia y Africa
(Nowicki et al., 2021) se considera al tabaco el cultivo comercial principal, como parte de una
estrategia agricola diversificada (Monge, 2012). En 2009, China cultivé alrededor del 38-42% del
tabaco mundial, mientras que la India, Estados Unidos y Brasil produjeron juntos
aproximadamente el 25%, y Turquia, Zimbabue, Indonesia, Italia, Grecia, Malawi y Argentina otro
15%. Grecia, Malawi y Argentina cultivan un 15% maés. Estos 11 paises producen casi el 80% de
la produccion mundial de tabaco, con pequefias cantidades cultivadas en otros 70 paises en
desarrollo. Brasil es el segundo productor méas grande de tabaco a nivel mundial. Colombia y
Venezuela también son cultivadores importantes. En el 34% restante, Turquia, Zimbabue y
Argentina desempefian un papel significativo (Monge, 2012). El tabaco, representa beneficios
econdémicos Yy sociales generados tanto por las exportaciones de las mismas como por la creacion
de fuentes de trabajo tanto en el area rural como en la urbana. Debido a lo anterior, su produccién
es una actividad relevante en varias partes del mundo, como Brasil, China, EE. UU. e India (Figura
1).
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u China

w Brasil, EUA, India

Otros

Distribucidn del cultivo mundial de Tabaco por paises. Tomado de BasheerA. TheEconomic:
of Tobacco and its Consumption in India.ReportpreparedfortheWorld Bank, 2007.

Figural. La economia del tabaco y su consumo en la India. Informe elaborado para el Banco
Mundial, 2007.

Los paises en desarrollo con una balanza comercial de hojas de tabaco positiva (exportadores netos)
son: Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Guatemala, India, Kenia, Macedonia, Malawi, México,
Mozambique, Tanzania, Tailandia, Turquia y Zimbabue. En estos paises, la ganancia bruta del
cultivo es significativa (The economics of tobacco use & tobacco control in the developing world.
2003).

En México, en 2008 se dedicaban 5,900 hectéreas para la siembra de tabaco, la cual aumenté a
6,600 hectareas en 2018 (SIAP, 2023). En ese afio, la produccion de tabaco fue de 15,181 toneladas,
con un incremento de 32% con respecto a 2008, ocupando la posicion namero 7 entre los
principales productores de Ameérica, por detrds de Brasil, Estados Unidos, Argentina, Cuba,

Guatemala y Canada.

De acuerdo con informacion del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en
2019, el tabaco tuvo un incremento en su produccion del 11%, resultado de un mayor rendimiento
en Nayarit, estado lider en produccion de tabaco en México, en donde la mayor produccion se
obtiene durante el mes de mayo aportando alrededor de 43% de la produccion nacional anual,
seguido a por Veracruz. En ese afio, los agricultores de Nayarit recibieron mas de 37 mil 700 pesos
por tonelada (https://www.gob.mx/conasama/documentos/dia-mundial-sin-tabaco-

2024?idiom=es). Por otro lado, en ciertas regiones del pais se puede intensificar la siembra de
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tabaco debido a que cuentan con las condiciones ptimas para su produccion, como en el caso de
los estados de Sinaloa, Nuevo Ledn y Tamaulipas. De acuerdo con el Atlas agroalimentario 2012-
2018, en México la superficie con plantaciones de tabaco tiene un rendimiento superior al promedio
internacional, siendo los meses de marzo a mayo cuando se corta la mayor cantidad de hojas en el
pais (SIAP).

1.2.2 Usos y Propiedades del Cultivo del Tabaco

El cultivo de tabaco en México tiene una importancia econdmica y cultural, ya que éste es uno de
los productos agricolas no alimenticios mas importantes. Esta planta tiene como principal sustancia
activa a la nicotina y la mayor parte de la produccién esta destinada a la fabricacion de cigarros.
Las hojas se curan y utilizan para fabricar productos tales como puros y tabaco para pipa o bien
tabaco para mascar (Figura 2). Las hojas también se usan en la elaboracién de algunos remedios
medicinales. Las mejores marcas de puros y cigarros se hacen con tabaco que cumple con
caracteristicas como tamafio, coloracion, textura, elasticidad, grosor de la vena principal y aroma.

En 2017, México produjo 17.2 mil toneladas de tabaco.

Figura 2. Proceso de secado o pérdida de agua en hojas de tabaco.
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El tabaco se cultiva en condiciones climéticas especificas, prefiriendo temperaturas entre 18 y 28°C
y prefiere las tierras de francas a sueltas, profundas, que no se encharquen y que sean fértiles, ya
que este cultivo es sensible a una humedad elevada en el terreno lo que provocaria un desarrollo
pobre del mismo y, en general, es preferible un déficit a un exceso de agua. EI pH mas apropiado
para el cultivo de tabaco es de neutro a ligeramente acido. Este cultivo genera empleo directo,
especialmente en municipios como San Andrés Tuxtla, Veracruz, y Tepic, Nayarit (Figura 3).

(https://www.gob.mx/siap/articulos/tabaco-nicotiana-tabacum-I-usos-y-propiedades?idiom=es).

®

Figura 3. Nayarit, Veracruz y Chiapas, principales estados productores de tabaco en México
(SIAP, 2023).

La planta en su total desarrollo mide de 1 a 3 m de altura. Su sistema radicular es penetrante, aunque
la mayoria de las raices finas se encuentran en el horizonte mas fértil. Produce entre 10 y 20 hojas
grandes, las cuales pueden ser lanceoladas, alternas, sentadas o pecioladas. La siembra se realiza
por trasplante de forma manual o con maquina trasplantadora a 15 cm entre planta. Las minusculas

semillas de la planta del tabaco se tratan durante 45 dias y se plantan en fila recta (Figura 4).
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1.2.3 Clasificacién Taxondmica del Tabaco

El tabaco pertenece a la familia de las solandceas (Cuadro 1) y su clasificacion taxonémica es la

siguiente:

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica del tabaco.

Clasificacion Nombre

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Nicotiana

Especie Nicotiana tabacum L.

1.2.4 Enfermedades que Afectan al Cultivo de Tabaco

Al igual que otros cultivos, el tabaco es susceptible al dafio causado por enfermedades ocasionadas
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por patdgenos infecciosos los cuales pueden ser pertenecientes al grupo de los hongos, bacterias,
nematodos, virus y oomicetos. Dos enfermedades inducidas por hongos son: el Virus del mosaico
del tabaco (TMV) y la Pudricion negra de la raiz (Thielaviopsis basicola). algunos Nematodos
agalladores (Meloidogyne spp.), la Mancha angular de la hoja (Pseudomonas syringae pv. tabaci)
y el Moho azul del tabaco (Peronospora tabacina), el cual es un patégeno perteneciente al grupo
de los oomicetos que afecta principalmente a las hojas, causando manchas amarillas en el haz y
esporulacién azulada en el envés. Es especialmente problematico en condiciones de alta humedad
relativa. Los oomicetos biotroficos de las plantas, como es el caso de P. tabacina, causan
importantes problemas en la produccion, pérdidas econémicas en la agricultura moderna, ya que
estos presentan una alta variabilidad genética y una répida adaptacion para su sobrevivencia
(Latijnhouwers et al., 2003).

1.2.5 Importancia de los Oomicetos

Los oomicetos comprenden mas de 2000 especies, con una amplia gama de estilos de vida
encontrandose en casi todos los ecosistemas, colonizando eficientemente la materia organica en
descomposicion, asi como, en hospedantes vivos y, ademas juegan importantes roles ecologicos
como saprotrofos y patégenos (Thines, 2014). Muchas especies de oomicetos son responsables de
enormes pérdidas econdémicas y representan una gran amenaza para la seguridad alimentaria, éstos
son responsables de causar alrededor del 20% de pérdidas anuales a nivel mundial. A diferencia de
los hongos, los oomicetos son diploides durante la mayor parte de su ciclo de vida y, por lo tanto,
tienen potencial para propagarse como clones heterocigotos. La mayoria de las especies conocidas
de oomicetos causan moho suave y tienen estilo de vida como biotrofos obligados, ya que dependen
completamente de su huésped para la supervivencia y utilizan los metabolitos proporcionados por
sus hospederos. De este grupo, con mas de 800 especies, alrededor de 500 pertenecen al género
Peronospora (Thines 2014; Thines y Choi 2016).
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1.2.6 Clasificacion Taxondmica de Peronospora tabacina

Los oomicetos se han clasificado tradicionalmente dentro de la micologia; sin embargo, datos
ultraestructurales, bioquimicos y filogenéticos moleculares demuestran que no estan relacionados
con los hongos verdaderos (Reino Fungi), sino que pertenecen al Reino Chromista (Straminipila),
que también contiene las algas cromistas (heterokont) (Voglmayr, 2008). El agente patogeno del
moho azul pertenece a la clase Oomycetes, Orden Peronosporales y Familia Peronosporaceae
(Voglmayr, 2008). Las filogenias moleculares que utilizan datos del espaciador transcrito interno
(ITS) no solo confirman un concepto de especie bastante limitado en Peronospora, sino que
también ayudan a aclarar la atribucion de especies (Voglmayr, 2008). Este patdgeno del mildiu
velloso de las solanaceas se describio originalmente a partir de un Hyoscyamus sp. en
Czechoslovakia en 1859, como Peronospora effusa var. hyoscyami. En 1863, de Bary la elevo al
rango de especie, como P. hyoscyami de Bary. En 1933, Adam propuso el nombre de P. tabacina
para el moho azul de Nicotiana tabacum (tabaco) y otras Nicotiana spp., pero reconocio que habia
pocas diferencias morfoldgicas con respecto a P. hyoscyami. El analisis de una muestra mas amplia
de aislados no revel6 diferencias morfoldgicas entre P. hyoscyami y P. tabacina, por lo que se
consider6 a P. tabacina como un sindnimo del nombre anterior P. hyoscyami. No obstante, el
nombre P. tabacina ha seguido apareciendo en la literatura (Voglmayr, 2008; Borras-Hidalgo et
al., 2010).

Cuadro 2. Clasificacién taxonémica de Peronospora tabacina.

Clasificacion Nombre

Reino Chromista (Straminipila)
Filo Oomycota

Division Eumycota

Subdivision Mastigomycotin

Clase Oomycetes

Orden Peronosporales

Familia Peronosporaceae

Género Peronospora

Especie Peronospora tabacina
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1.2.7 Peronospora tabacina, causante del Moho Azul del Tabaco

El patdgeno Peronospora tabacina D. B. Adam es un microorganismo parasito obligado de plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum L) que causa una enfermedad foliar cominmente conocida como
moho azul, la cual es considerada como una de las enfermedades mas destructivas de este cultivo
debido a que causa pérdidas por cientos de millones de délares (Lucas, 1980; Nesmith, 1984) en
Ameérica, Europa sudoriental y Oriente Medio. Durante los ultimos 10 afios, las péerdidas por el
moho azul del tabaco “Burley”, tan s6lo en Kentucky, E.E.U.U., se ha estimado en 350 millones
de ddlares (Heist et al., 2002). Esta enfermedad se notificd por primera vez en zonas tabacaleras
de Australia durante el siglo X1X (Cooke, 1891). Las epidemias de moho azul han causado pérdidas
anuales superiores a 200 millones de ddlares en Norteamérica (Heist et al., 2002; Lucas, 1980;
Nesmith, 1984), mientras que, en Cuba la enfermedad causé graves pérdidas entre 1978 y 1980
(Pérez et al., 2003).

1.2.7.1 Sintomas del moho azul del tabaco. El patdgeno es capaz de infectar plantas de tabaco en
todo el mundo durante todo el periodo vegetativo (incluida la produccion de plantulas para
trasplante) y puede propagarse rapidamente cuando las condiciones climaticas son dptimas o
favorables para su desarrollo (Main, 1991). Los climas nublados y frescos favorecen el desarrollo
de la enfermedad y ésta puede provocar la destruccion total de la cosecha (Lucas, 1980). Plantulas
pequefias, en semilleros, con hojas de menos de 2 cm de didmetro, que pequefios manchones de
plantulas muertas o casi muertas atn con hojas erectas son indicio de la enfermedad (Lucas, 1980;
Wolf et al., 1934). Después de 7-10 dias, cuando el oomiceto ha producido suficiente inoculo, se
puede producir una epidemia general y todo el semillero puede verse afectado. En plantas adultas,
las hojas pueden permanecer con apariencia normal durante 1-2 dias antes de que estas empiecen
a morir. El patdégeno suele causar lesiones en las superficies superiores o haz de las hojas infectadas
en forma de manchas amarillas, las cuales son bien definidas o localizadas. Estas manchas
regularmente se unen para formar areas necréticas de color marron claro llegando a destruir las
hojas del cultivo por completo. Las plantas mas viejas, con hojas de hasta 4 cm, presentan un moho

de tono gris a azulado en la superficie inferior o envés de la hoja. Las hojas enfermas pueden
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retorcerse o doblarse hacia arriba. En estos casos, el color azulado de las plantas enfermas se vuelve
muy llamativo, especialmente en condiciones himedas, cuando la esporulacion es abundante; de
ahi el nombre de la enfermedad: moho azul del tabaco. P. tabacina es capaz de infectar a la planta
sisttmicamente, en donde la decoloracion vascular en el interior de los tallos es evidente,
observandose un retraso parcial o total en el crecimiento de la planta (Lucas, 1980; Reuveni et al.,
1986). Si esto ocurre cerca de la base del tallo, las plantas se pueden partir. Este patdgeno es capaz

de ocasionar enfermedad en cualquier etapa fenoldgica del cultivo.

La dispersion del patdgeno de una planta a otra ocurre por medio de sus esporas asexuales
conocidas como esporangiosporas o0 esporangios, las cuales se producen en la superficie de las
hojas infectadas y son arrastradas por el viento (Aylor et al., 1982). La infeccion resultante de la
colonizaciéon del patdgeno, tipicamente se presenta en las plantas como lesiones foliares
localizadas, aunque también puede afectar a las plantas en forma sistémica a traves del sistema
vascular (Lucas, 1980; Reuveni et al., 1985; Reuveni et al., 1986). Las condiciones de humedad
relativa superior al 95%, temperatura en un rango de 18 a 23°C y un periodo de oscuridad favorecen

la esporulacién de P. tabacina sobre las hojas infectadas (Wolf, et al., 1934).

1.2.7.2 Ciclo de la enfermedad. EIl patdgeno es un parasito biotréfico obligado y produce tanto
esporangioforos como oosporas. Los esporangios o esporangiosporas son hialinos y en forma de
limén (15 x 25 pm) y nacen en el esporangioforo. Los esporangioforos son dicotdmicamente
ramificados, que terminan en curvas y tienen apices agudos, €stos emergen a través de los estomas
en el envés de las hojas en gran numero y varian de 400 a 750 um de longitud, son fragiles y de
corta duracion ya que son sensibles a la luz ultravioleta y cuando son liberados, la exposicion a la
luz solar directa puede eliminar a la mayoria en 1 h aproximadamente. Es por esto que en lesiones

foliares de méas de 72 a 96 h de edad rara vez se encuentran viables (Borras-Hidalgo., 2010).

Las esporas o esporangiosporas de P. tabacina se puede diseminar facilmente a través del viento
(Lucas, 1980), también a través de las personas, por ejemplo, en la ropa o por medio de plantulas
de tabaco infectadas. Este patogeno es un prolifico productor de esporas, por ejemplo 500 ha de
tabaco muy enfermo pueden producir unas 6.44 x 102 esporas al dia (Aylor, 1982). Este patdgeno
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es capaz de producir mas de 102 esporangios/cm? en una sola lesion (Cohen, 1976).

Una vez que los esporangios transportados por el viento se ponen en contacto con la superficie de
una hoja, durante las primeras horas de la mafiana y en presencia de agua libre, la germinacién y
la infeccion pueden producirse en alrededor de 2-4 horas. Los primeros sintomas visibles de la
enfermedad se pueden observar de 5 a 7 dias (Figura 5). Para que aparezcan los esporangiéforos,
la humedad relativa debe superar el 95% durante 3 h'y la oscuridad debe durar un minimo de 1.5
h. Las temperaturas 6ptimas para que una maxima esporulacion se produzca son de15-23 °C. Los
esporangidforos y los esporangios emergen nuevamente a través de los estomas de las hojas
iniciando asi un nuevo ciclo de la enfermedad (Borras-Hidalgo., 2010).

Las oosporas son esporas sexuales y se han sugerido como otro método de diseminacion del
patogeno (Hall, 1989). Sin embargo, no esta claro si el patdgeno es capaz de hibernar en restos
infectados, por lo que el papel de las oosporas en la enfermedad no estéa claro (Ristaino et al., 2007)
En ocasiones las oosporas se producen en el meséfilo de las partes muertas de la planta infectada
(Lucas,1975; Milholland et al., 1980).

Ciclo dela enfermedad

Asexual

Germinacion
e infeccion

Oosporas:  esporas  sexuales
consideradas otro método de
diseminacién. Mecanismo de
sobrevivencia del patégeno.

Figura 5. Ciclo de la enfermedad del moho azul del tabaco causada por el oomiceto Peronospora
tabacina (Borras-Hidalgo et al., 2010).
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1.2.8 Marcadores Moleculares de ADN

A pesar de la importancia de éste patdgeno, son pocos los estudios realizados para conocer su
biologia y genética poblacional; lo que puede deberse a la dificultad que representa trabajar con un
patdgeno parasito obligado y que dificulta también caracterizarlo y obtener un nimero adecuado
de aislados (Derevnina et al., 2015; Nowicki et al., 2022).

Los marcadores de ADN nos permiten analizar la dindmica de las poblaciones de patdgenos de las
plantas debido a sus altos niveles de precision (Milgroom y Peever. 2003), son répidos, altamente
especificos y pueden detectarse utilizando una cantidad minima de ADN (Schaad et al., 2003). Los
microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencias simples (SSR) o repeticiones
cortas en tandem (STR), son uno de los marcadores genéticos altamente versatiles que han sido
ampliamente utilizados para el estudio genético de patdgenos de plantas y comprenden secuencias
de nucledtidos repetidos en tandem de uno a seis pares de bases de largo (Ellegren, 2004; Téth et
al., 2000; Capote et al., 2012; Owati et al., 2019;). Estas secuencias simples son relativamente
abundantes, co-dominantes, ubicuas y exhiben niveles extensos de polimorfismos en genomas
procariotas y eucariotas (Moges et al., 2016; Peixoto-Junior et al., 2014; T6th et al., 2000).
Ademas, los polimorfismos genéticos se encuentran en regiones codificantes y regiones no
codificantes (T6th et al., 2000, Katti et al., 2001; Ellegren, 2004), aunque son mas abundantes en

regiones no codificantes (Capote et al., 2012; Zane et al., 2012).

El uso de microsatélites permite obtener mayor poder estadistico y discriminacion entre genotipos
(Halkett et al., 2005). Los altos niveles de polimorfismos observados en los marcadores SSR y la
relativa facilidad de deteccion de estos polimorfismos por amplificacién por PCR ha llevado a las
amplias aplicaciones de SSR como marcadores geneticos (Karaoglu et al., 2005). Diversas
investigaciones han sido realizadas para conocer la diversidad genética de Peronospora tabacina,
tal es el caso de Sukno et al. (2002), quienes analizaron la variabilidad genética y de poblacién en
Peronospora tabacina utilizando fragmentos de ADN gendmico al azar para examinarlos mediante
la técnica de RFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion), a partir de
aislamientos del patdgeno provenientes de Kentucky y otras regiones productoras de tabaco de los
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Estados Unidos. Los autores también incluyeron aislamientos de la especie de tabaco silvestre
Nicotiana repanda y del tabaco ornamental N. alata., encontrando que la poblacién de P. tabacina
que infecta el cultivo de tabaco de Kentucky, es genéticamente muy homogénea. Por su parte,
Trigiano et al. (2012) caracterizaron microsatélites en 44 aislamientos de Peronospora tabacina
colectadas de plantas de tabaco cultivadas en Europa, Cercano Oriente y América del norte y Sur,
desarrollando oligonucle6tidos para 63 loci, de los cuales tan solo 10 de ellos fueron polimérficos.

Blanco-Meneses et al. 2017 examinaron la estructura genética de P. tabacina para comprender la
diversidad genética de sus aislamientos, estructura de la poblacién y patrones de migracion. Dos
loci nucleares (Igs2 e Yptl) y un locus mitocondrial (cox2) se amplificaron, clonaron y
secuenciaron de cincuenta y cuatro aislamientos de P. tabacina provenientes de Estados Unidos,
Ameérica Central —Caribe- México, Europa y Medio Oriente. Las secuencias de los tres genes
mostraron una alta variabilidad genética en todas las poblaciones; sin embargo, en la especie
Peronospora belbahrii cuyo genoma contiene alrededor del 16% de secuencias simples repetidas
se encontrd un alto grado de evolucion convergente lo que refleja su estilo de vida como parésito
obligado (Thines et al., 2020).

La disponibilidad de la secuenciacién de proxima generacién (NGS, por sus siglas en inglés) o
secuenciacion masiva en paralelo permite un analisis econdmico y facil de los genomas, lo que
Ileva a muchos conocimientos importantes sobre la biologia de muchos oomicetos (Judelson 2012;
Schena et al., 2008). Debido a su importancia econdémica, la secuenciacion de los genomas de
algunos mildius, incluyendo Peronospora tabacina, ha sido realizada, encontrando que
aproximadamente el 24% del genoma nuclear estd constituido por elementos repetitivos,

principalmente retrotransposones (Derevnina et al., 2015).

Nowicki et al. (2021), investigaron si existia diversidad genética en 122 aislados provenientes de
tres continentes: Europa Central, Meridional y Occidental, Medio Oriente, América Central y del
Norte y Australia utilizando 9 microsatélites. Estos investigadores encontraron alta diversidad

genética y flujo de genes entre las cepas de los 3 continentes.

Al igual que la importancia de conocer si existe diversidad genética entre los aislados de P.
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tabacina en México, es de suma importancia conocer el proceso y las estrategias que utiliza P.
tabacina para causar infeccion en las plantas de tabaco, ya que se sabe que algunas estrategias de
ciertos patdgenos estan correlacionadas con la especificidad en el hospedante (Pring et al., 1995),
con lo cual se podria determinar el proceso de infeccion. Lo antes sefialado es de gran importancia,
ya que proporcionaria herramientas Utiles para un adecuado manejo de la enfermedad, al conocer
el periodo en el que se desarrolla el patdgeno en el hospedante. Actualmente se conoce poco sobre
el proceso de patogénesis de P. tabacina, por lo que es importante determinar los cambios
histologicos que se presentan durante la infeccion de P. tabacina en plantas de tabaco inoculadas

artificialmente.

1.2.9 Proceso de Infeccion de Peronospora tabacina

El proceso de infeccion de P. hyoscyami f. sp. tabacina comienza con la germinacion de esporas
en la superficie de la hoja, seguida del desarrollo de un apresorio, el cual depende de una sefial de
la superficie de la hoja de la planta huésped. La infeccidn inicia cuando el apresorio entra en la
hoja a traves de una estoma, seguido por el desarrollo de un subestoma, una vesicula subestomatica,
una hifa de infeccion, una célula madre haustorial, la penetracién de una célula mesofila
fotosintética y el establecimiento de un haustorio (Lo Presti et al., 2015). El desarrollo del haustorio
es el paso final de la infeccion en la que la planta huésped desempefia un papel fundamental (Lucas,
1975). El oomiceto patdgeno establece relaciones especificas con sus huéspedes formando
haustorios, redirigiendo el metabolismo del huésped y suprimiendo las defensas del huésped
mediante la produccion de proteinas efectoras al citoplasma del mismo (Hahn y Mendgen, 2001,
O'Connell y Panstruga, 2006; Voegele y Mendgen, 2003; Whisson et al., 2007).

Milholland et al. 1980, en un estudio de histopatologia realizado en Carolina del Norte, observaron
hiperplasia en regiones del floema, severa distorsién de los tejidos e hifas gruesas creciendo
intercelularmente en plantas de tabaco de la variedad Burley (KY-14). En este caso, el follaje fue
infectado en condiciones naturales en campo por el patégeno. En este estudio no se determino el

proceso infectivo de P. tabacina, ya que se desconoce el tiempo inicial de infeccion del oomiceto,
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al igual que los tiempos en los que se dieron las demas etapas de infeccidn del patégeno. Por lo que
es importante realizar técnicas histopatologicas realizando inoculaciones artificiales en laboratorio

y controladas para asi determinar dicho proceso de infeccion por éste importante oomiceto.

1.3. Hipotesis

1. Los aislados de Peronospora tabacina provenientes de las diferentes regiones productoras de
Meéxico no presentan variabilidad genética.
2. El patégeno P. tabacina penetra las células de hojas de tabaco intercelularmente e

intracelularmente.

1.4. Objetivo General

Determinar la diversidad genética poblacional y el proceso infectivo de cepas de Peronospora

tabacina, oomiceto causante de la enfermedad del moho azul del tabaco.

1.5. Objetivos Especificos

1. Determinar la prevalencia de Peronospora tabacina agente causal de moho azul en diferentes
zonas productoras de Mexico.

2. Determinar la diversidad genética poblacional de Peronospora tabacina en México con el uso
de microsatélites moleculares.

3. Describir la patogénesis de P. tabacina en su interaccién con plantas de tabaco, mediante el

uso de técnicas histologicas.
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1.6. Seccion Integradora del Trabajo

La informacion presentada en este manuscrito estd dividida en secciones denominadas capitulos.
A continuacion, se describe el contenido de cada uno de ellos. En el articulo 1 se describe el estudio
de la diversidad genética entre aislados del patdgeno Peronospora tabacina causante de Moho azul
o Mildiu velloso del cultivo del tabaco, recolectados en los principales estados productores de este
cultivo como lo son Nayarit, Chiapas y Veracruz; evaluados mediante la utilizacion de 12
microsatélites con la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés). Se realiz6 la amplificacion y secuenciacion de estos microsatélites; asi como el
alineamiento y comparacion de las secuencias depositadas en la base de datos del GenBank,
encontrando que las cepas de P. tabacina presentes en México son genéticamente homogeéneas,
pudiéndose considerar productos de lineas clonales. Este articulo se encuentra publicado en la
Revista Mexicana de Fitopatologia.

En el articulo 2 se describe el proceso de infeccion del patdgeno Peronospora tabacina en plantas
de tabaco, analizado con la técnica de tincion diferencial de tejidos safranina-verde rapido en
plantas inoculadas artificialmente y bajo condiciones de invernadero. Los cortes de tejido se
realizaron a diferentes horas después de la inoculacion (hdi), determinando que las
esporangiosporas adheridas a la cuticula de la hoja se observaron en las primeras 48 hdi;
germinaron a partir del 4to dia de la presencia del patégeno en la planta. En este articulo también
se describe como se da la penetracion de este oomiceto en las hojas infectadas y el tiempo en el
que el patégeno pudo introducirse a los tejidos vegetales de las plantas inoculadas. Se determino
que P. tabacina produce hifas de infeccion las cuales emergen a partir de las 96-120 hdi y que este
microorganismo fue capaz de desarrollar hifas intracelulares que colonizaron el interior de los
tejidos vegetales. Se determind que el causante del moho azul del tabaco tiene la capacidad de
infectar intercelular e intracelularmente a su hospedante y se confirmd que los sintomas de la
enfermedad en las hojas de tabaco aparecen alrededor de los 7 dias después de la inoculacién;
también se observo la presencia de esporangios y oosporas desde las 96 hdi, tiempo en el que por
lo general el oomiceto completa su ciclo de vida. Este articulo fue enviado a la Revista Mexicana
de Fitopatologia para que se considere su publicacion.
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Abstract. Peronospora tabacina is considered
the main limiting factor in tobacco production
worldwide. In Mexico, information on the genetic
diversity of this pathogen is scarce; therefore,
the objective of this research was to evaluate 12
microsatellites in 20 isolates collected in the states of
Nayarit, Chiapas, and Veracruz. PCR amplification

Resumen. Peronospora tabacina es considera-
do el principal factor limitante en la produccion de
tabaco mundialmente. En México, la informacion
sobre la diversidad genética de este patogeno es
escasa; por lo que, el objetivo de esta investiga-
cion fue evaluar 12 microsatélites en 20 aislados
recolectados en los estados de Nayarit, Chiapas y
Veracruz. Se realiz6 la amplificacion por PCR y
secuenciacion de estos microsatélites; asi como el
alineamiento y comparaciéon de las secuencias de-
positadas en la base de datos del GenBank. Die-
cinueve aislados mostraron amplificacion para los
12 microsatélites evaluados; mientras que, en uno
de los aislados no se observo la amplificacion de
dos microsatélites, pudiéndose determinar que las
cepas de P. tabacina presentes en México son ge-
néticamente homogéneas. Se observaron regiones
de dinucleotidos, la mayoria correspondientes a
motivos repetidos (GT)n o variaciones (TG)n, tam-
bién se visualizaron motivos (AC)n, (CA)n, (AT)n
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and sequencing of these microsatellites were
performed; as well as the alignment and
comparison of the sequences deposited in the
GenBank database. A total of 19 isolates showed
amplification for the 12 microsatellites evaluated,
while in one of the isolates, the amplification of two
microsatellites was not observed, it being possible
to determine that P tabacina isolates present in
Nayarit, Chiapas, and Veracruz are genetically
homogeneous. Regions of dinucleotides were
observed, most corresponding to (GT)n repeat
motifs or (TG)n variations, as well as (AC)n, (CA)
n, (AT)n and (AG)n motifs. The isolates analyzed
in this study can be considered products of clonal
lines, therefore no genetic diversity was found in

these isolates.

Keywords: Blue Mold, Oomycetes, PCR, Mildew,
SSRs.

Peronospora tabacina is a pathogen that causes
the disease known as blue mold or tobacco mildew.
In the past, it caused significant economic losses
m US crops, with estimated losses of $250 million
(Lucas, 1980). This oomycete infects primarily
the aerial parts of plants, such as leaves. However,
under favorable environmental conditions, it can
infect any stage of the crop and cause systemic
infections (Milholland et al., 1981; Spurr and Todd,
1982; Caiazzo et al., 2006). Its most common
reproductive structures are asexual, known as
sporangiophores or sporangia, containing multiple
diploid nuclei. These sporangia are produced
massively and are easily dispersed by wind, being
the main means of reproduction and spread of this
pathogen (Hall, 1989; Spring ef al., 2018). Under
optimal environmental conditions, this pathogen
can produce over l(F sporangia/cm’ in a single

lesion (Cohen, 1976).

y (AG)n. Los aislados analizados en este estudio,
pueden considerarse productos de lineas clonales
por lo que no se observo diversidad genética en di-

chos aislados.

Palabras clave: Moho azul, Mildiu, Oomicetes,
PCR, SSRs.

Peronospora tabacina es un patdégeno que causa
la enfermedad conocida como moho azul o mildiu
del tabaco y que histéricamente ocasiono pérdidas
econdmicas importantes como lo acontecido en
cultivos de EE. UU. en donde se observaron peérdi-
das estimadas en $250 millones de dolares (Lucas,
1980). Este oomicete infecta principalmente las
partes acreas de las plantas como las hojas, pero si
las condiciones ambientales le favorecen también
puede afectar cualquier etapa fenologica del culti-
vo y ocasionar infecciones sistémicas (Milholland
et al., 1981; Spurr y Todd, 1982; Caiazzo ef al.,
2006). Sus estructuras de reproduccion asexual co-
nocidas como esporangioforos y esporangios que
contienen multiples niicleos diploides son las mas
comunes. Dichos esporangios se producen masiva-
mente v son facilmente dispersados por el viento
y son el principal medio de reproduccion y propa-
gacion de éste patogeno (Hall, 1989; Spring ef al.,
2018). En condiciones ambientales optimas, éste
patdgeno es capaz de producir mas de 10° esporan-
gios/cm’ en una sola lesion (Cohen, 1976).

A pesar de la importancia de éste patogeno, son
pocos los estudios realizados para conocer su bio-
logia y genética poblacional; lo que puede deberse
a la dificultad que representa trabajar con un pa-
togeno parasito obligado y que dificulta también
caracterizarlo y obtener un nimero adecuado de

aislados (Derevnina ef al., 2015; Nowicki ef al.,

2022).
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Despite its importance, few studies have
investigated the biology and population genetics of
this pathogen. This may be because it is an obligate
parasite, which makes it difficult to characterize and
obtain a sufficient number of isolates (Derevnina et
al., 2015; Nowicki et al., 2022).

Genetic variation studies in plant pathogen
populations have become increasingly important
due to the availability of several molecular markers.
These studies have applications in detection,
diagnosis, taxonomy, epidemiology, and population
structure, each requiring different sampling,
genetic markers, and analyses (Milgroom, 1997).
Moreover, genotypic diversity measurements and
patterns within populations can infer clonality or
recombination (Milgroom, 1996).

DNA markers are widely used for analyzing
plant pathogen population dynamics due to their
high precision (Milgroom and Peever, 2003).
Microsatellites, also known as Simple Sequence
Repeats (SSRs), are one of the available molecular
markers that offer significant advantages. They
consistof'short DNA sequences of 1 to 6 nucleotides,
repeated a certain number of times in tandem, and
are abundant in the genomes of most eukaryotic
organisms (Gupta et al.,, 1996). Microsatellite
analysis uses the PCR technique, requires small
amounts of DNA, and its codominant nature makes
microsatellites one of the most preferred markers
for marker-assisted selection programs and genetic
mapping and diversity studies (Gupta et al., 1996;
Jarne and Lagoda, 1996). Microsatellites are
ideal for obtaining the genetic identification and
fingerprinting of many organisms, including fungi
and oomycetes, that show high polymorphism.

Several studies have aimed to characterize
microsatellites of Peronospora tabacina. One such
study was conducted by Trigiano et al. (2012), in
which 10 microsatellite loci were characterized in
44 isolates of this pathogen collected from various

Los estudios de variacion genética en pobla-
ciones de patogenos de plantas han aumentado de
relevancia en los tltimos tiempos, debido a que ac-
tualmente existen varios marcadores moleculares
disponibles. Algunas de las aplicaciones del estudio
de la variacion genética en la patologia vegetal son
la deteccion, diagnoéstico, taxonomia, epidemiolo-
gia y estructura de la poblacion y cada una de éstas
requiere diferentes tipos de muestreo, marcadores
genéticos y analisis (Milgroom, 1997). A su vez, la
medida y patrones de diversidad genotipica dentro
de las poblaciones se pueden utilizar para inferir si
las poblaciones son clonales o han experimentado
recombinacion (Milgroom, 1996).

Los marcadores de ADN son utilizados amplia-
mente para analizar la dinamica de las poblaciones
de los patogenos de plantas debido a sus altos nive-
les de precision (Milgroom y Peever, 2003). Entre
los marcadores moleculares disponibles, los micro-
satélites, también llamados secuencias simples re-
petidas (SSRs, Simple Sequence Repeats), ofrecen
apreciables ventajas, ya que son secuencias cortas
de ADN de 1 a 6 mono-, di-, tri-, tetra-, o penta-
nucledtidos, repetidos cierto nimero de veces o en
tandem y se encuentran en abundancia dentro de
los genomas de la mayoria de los organismos eu-
cariotas (Gupta et al., 1996). Esta metodologia se
basa en la técnica de PCR y requiere pequeias can-
tidades de ADN y su naturaleza codominante hace
de los microsatélites uno de los marcadores mas
escogidos para los programas de seleccion asisti-
da por marcadores y para los estudios de mapeo
genético y de diversidad (Gupta et al., 1996; Jarne
y Lagoda, 1996). Por todo esto, los microsatélites
son ideales para obtener la identificacion y la huella
genética de muchos organismos, incluyendo a los
hongos y oomicetes debido a su alto polimorfismo.

Existen algunos estudios que han tenido como
objetivo caracterizar microsatélites de Peronospo-
ra tabacina, tal es el caso del estudio realizado por
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regions of the world. The microsatellite loci were
found to be polymorphic. Polymorphism is the
genetic variation through time in populations,
resulting from some type of mutation. The
amplification of these microsatellites allows
visualizing or indicating the presence of allelic
variants, which 1is essential for distinguishing
groups, populations, isolates, species, or higher
taxonomic groups, identifying the source of
populations, estimating population divergences,
and 1identifying the gene flow between natural
banks or seedbeds. Furthermore, seven of the
ten microsatellites characterized in the study
by Trigiano et al. (2012) were evaluated by
Nowicki et al. (2022), who added two additional
microsatellites to their analysis to assess the
genetic diversity in 122 P tabacina isolates. Thus,
the objective of the present study is to identify and
characterize molecular microsatellites in isolates
of Peronospora tabacina collected from tobacco
fields distributed across three producing states in
Mexico, using 12 microsatellites.

Leaf samples with blue mold symptoms and
pathogen signs were collected from commercial
tobacco fields in Nayarit, Chiapas, and Veracruz,
Mexico, between 2018 and 2021. Samples were
taken to the Phytopathology Laboratory of the
Research Center for Food and Development
Culiacan Unit, where they were air-dried daily and
stored between newspapers.

DNA extraction from each P tabacina isolate
was performed using the CTAB method according
to the method reported by Voigt er al. (1999). The
quantification of the obtained DNA was carried out
using a Nanodrop One (Thermo Scientific, USA).
A polymerase chain reaction (PCR) was iitially
performed for genotyping and confirmation of the
genus and species of P. fabacina using the specific
oligonucleotides PTAB and ITS4 under specific
conditions described by Ristaino et al (2007).

Trigiano et al. (2012) en donde se caracterizaron 10
loci de microsatélites en 44 aislados de este pato-
geno recolectados de diversas regiones del mundo,
los cuales fueron polimorficos; es decir, la ampli-
ficacion de éstos microsatélites permite visualizar
o indicar la presencia de variantes alélicas, pro-
ducto de algin tipo de mutacion establecida en las
poblaciones a través del tiempo evolutivo; dicha
variacion genética detectada es conocida como po-
limorfismo y es la que permite separar grupos, po-
blaciones, aislados, especies o grupos taxonomicos
mayores, identificar la fuente de las poblaciones,
estimar divergencias poblacionales e identificar el
flujo genético entre bancos naturales o semilleros.
A su vez, siete microsatélites de los 10 caracte-
rizados en el estudio de Trigiano et al. (2012) se
evaluaron por Nowicki er al. (2022) quienes adi-
cionaron a su analisis otros dos microsatélites, con
los que evaluaron la diversidad genética en 122
aislados de P, tabacina. Por lo anterior, el objetivo
de esta investigacion fue identificar y caracterizar
microsatelites moleculares en aislados de Peronos-
pora tabacina recolectados en campos con tabaco
distribuidos en tres estados productores en México,
mediante el uso de 12 microsatélites.

Durante los afios de 2018 a 2021, se recolecta-
ron muestras de hojas de tabaco con la presencia
de sintomas de moho azul y signos del patogeno,
en campos comerciales distribuidos en las regiones
tabacaleras de Nayarit, Chiapas y Veracruz, Méxi-
co. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigacion en Ali-
mentacion y Desarrollo Unidad Culiacan y poste-
riormente, se preservaron entre papel periodico y
se airearon cada 24 h hasta su secado y posterior
uso.

La extraccion de ADN de cada uno de los aisla-
dos de P. tabacina se realizé6 mediante el método
de CTAB de acuerdo a la metodologia reportada
por Voigt et al. (1999). La cuantificacion del ADN
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Subsequently, the amplification and genotyping
of 12 microsatellites were performed using the
method proposed by Trigiano ef al. (2012) and
Nowicki et al. (2022). The PCR was carried out in
a 15 pL reaction volume using 7.5 pL of Master
Mix, 1 pL of each oligonucleotide, 4.5 pL of water,
and 1 pL of DNA (15 ng pL). The amplification
conditions were as described by Trigiano et al.
(2012). The amplified products were separated
in 2% agarose gels stained with Gel Red and run
in an electrophoresis chamber (BioRad, USA) at
80 V for 60 min. The expected amplicons were
visualized using a Gel Doc ™ XR + Imaging
System photodocumentor (BioRad, USA). The
purification of the amplicons was performed using
the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
kit (Promega, USA) following the manufacturer’s
instructions.

The purified DNA products were sent for
sequencing to the National
Agricultural, Medical and  Environmental
Biotechnology located in San Luis Potosi, S.L.P. The
obtained DNA sequences were manually aligned
and edited using BioEdit Sequence Alignment
Editor Software Version 7.2.5.0 (Hall, 2011).
Subsequently, the consensus sequences obtained

Laboratory of

were compared with the sequences deposited in the
GenBank Overview NCBI database.

A total of 20 isolates of Peronospora tabacina
were collected from different tobacco fields in
Nayarit, Veracruz, and Chiapas (Table 1). The PCR
technique was used to process the 20 isolates using
the specific oligonucleotide pairs PTAB and ITS4
for P. tabacina, resulting in a 764 bp fragment in
each isolate, which confirmed the identity of the
oomycete under study.

According to the analysis of the amplification
of the 12 microsatellites evaluated, 19 isolates
showed 100% amplification for all microsatellites
evaluated. For isolate Ptl4Ta from Tantoyuca,

obtenido se llevé a cabo en un Nanodrop One
(Thermo Scientific, EE. UU.). En un primer paso,
se realizo una reaccion en cadena de la polimerasa
para la genotipificacion y confirmacion del géne-
ro y especie de P. tabacina mediante la utilizacion
de los oligonucledtidos especificos PTAB e ITS4,
considerando las condiciones especificas descritas
por Ristaino et al. (2007). Posteriormente, la am-
plificacion de 12 microsatélites y genotipificacion
de los mismos se realiz6 utilizando la metodologia
propuesta por Trigiano et al. (2012) y Nowicki et
al. (2022). La PCR se realizéo en un volumen de
reaccion de 15 pL utilizando por reaccion 7.5 pL
de Master Mix, 1 pL de cada oligonucleétido, 4.5
uL de aguay 1 pL de ADN (15 ng uL"). Las con-
diciones de amplificacion fueron las descritas por
Trigiano ef al. (2012). Los productos amplificados
se separaron en geles de agarosa al 2% tefiidos con
Gel Red y se corrieron en una camara de electrofo-
resis (BioRad, EE. UU) con 80 V durante 60 min.
La visualizacion de los amplicones esperados se
realizé en un fotodocumentador Imager Gel Doc
™ XR + Imaging Sistem (BioRad, EE. UU.). La
purificacion de los amplicones se realizo con el kit
de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, EE. UU.), de acuerdo a las
instrucciones sugeridas por el fabricante.

Los productos de ADN purificados se enviaron
para su secuenciacion al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental, ubi-
cado en San Luis Potosi, S. L. P. Las secuencias de
ADN obtenidas se alinearon y editaron manualmen-
te usando el Software BioEdit Sequence Alignment
Editor Version 7.2.5.0 (Hall, 2011). Posteriormente
las secuencias consenso obtenidas se compararon
con las secuencias depositadas en la base de datos
del GenBank Overview NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Se recolectaron un total de 20 aislados de Pero-
nospora tabacina de diferentes campos de cultivo
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Table 1. Isolates of Peronospora tabacina collected from tobacco plants with the

presence of blue mold.

Cuadro 1. Aislados de Peronospora tabacina recolectados de plantas de tabaco
con presencia de moho azul y utilizadas en este estudio.

ID Aislados Localizacion Coordenadas
PtISA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°49"N95°9°14”0
Pt3SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°17"N95°9°34°0
Pt4SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25722”"N95°9°32”0
PtSSA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°37"N95°9°27"0
Pt6SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°25"N95°9°58"0
Pt7SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°41"N95°9°53”0
Pt8SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°47"N95°9°2”0
Pt9SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°35"N95°9°10”0
Pt10SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 21°17°23”N98°17°35”0
Pt11SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 21°17°12”N98°17°40”0
Pt13Ta Tantoyuca, Ver. 21°18712”N98°21°54”0
Pt14Ta Tantoyuca, Ver. 21°18"13”N98°21°56”0
Ptl15Ta Tantoyuca, Ver. 21°18°3"N98°21°24”0
Pt16Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°43°40"N105°15°1370
Pt17Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°43°18”N105°15°35”0
Pt18Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°43°20”N105°15720”0
Pt19Na Acaponeta, Nay. 22°29°21”N105°28°8”0
Pt20Na Rosamorada, Nay. 21°57°48"N105°13°8”0
PR21Ch Coltprepan Repming, 14°47°31"N92°18°3"0
Tapachula, Chis.
Pt22Ch El Manzano, Tapachula, Chis.  14°45°40”"N92°18°16”0

Veracruz, amplification was not observed for two
of the 12 oligonucleotide pairs evaluated (Table 2).
The isolate was thus considered a partially clonal
strain.

To confirm the results, the 12 microsatellite
amplicons were sequenced for isolates Pt7SA and
Pt16Na, and the consensus sequences obtained were
compared with sequences deposited in GenBank.

The consensus sequences showed identity
percentages ranging from 95.83 to 100% (Table 3)
compared to the sequences of the P. tabacina isolates
from the study by Trigiano et al. (2012). It should
be mentioned that for the oligonucleotide pairs of
the microsatellites PT034, PT041, and PT056, poor
quality was observed in the obtained sequences
even though they were performed in triplicate, so it
can be considered that there is some problem with

de tabaco de Nayarit, Veracruz y Chiapas (Cuadro
1). Se realiz6 la técnica de PCR para procesar los
20 aislados, utilizando los pares de oligonucledti-
dos especificos PTAB e 1TS4 para P. tabacina, vi-
sualizando un fragmento de 764 pb en cada uno de
los aislados, corroborando la identidad del oomice-
te en estudio.

De acuerdo al analisis de la amplificacion de los
12 microsatélites evaluados, 19 aislados mostraron
100% de amplificacion para todos los microsatéli-
tes evaluados; mientras que, para el aislado Pt14Ta
proveniente de Tantoyuca, Veracruz no se observo
la amplificacion para dos de los 12 pares de oligo-
nucleodtidos evaluados (Cuadro 2), considerandose
como una cepa parcialmente clonal.

Con la finalidad de corroborar los resultados
obtenidos, los 12 amplicones de los microsatélites
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Table 2. Amplification of 12 microsatellites in 20 isolates of Peronospora tabacina collected in Mexico.
Cuadro 2. Amplificacion de 12 microsatélites en 20 aislados de Peronospora tabacina recolectados en México.

Muestras

Oligonu- Ptl Pt3 Pt4 Pt5 Pt6 Pt7 Pt8 Pt9 Ptl0 Ptll Pt13 Ptl4 Ptl5 Ptl6 Ptl7 Ptl8 Ptl9 Pt20

cledtidos Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa

Sa

Ta Ta Ta Na Na Na Na Na

Pt21 Pt22

PT034
PT041

PT002
PT004
PTO007
PTO14
PT028
PT032
PT047
PT048
PT054
PT056

+ 4+ + A+ +
+ 4+ 4+ +++++ A+ A+ +
+ +++++++++++
+ 4+ ++++++ A+
+ 4+ + 4+ ++++++++
+ 4+ ++ A+ +
+ 4+ 4+ +++++ 4+ A+ ++
+ 4+ ++++ A+ + A+
+ 4+ 4+ +++++++++

T T I S S S S T T

o+ ok

+ 4+ 4+ 4+ +++ o+ o+
+ 4+ 4
+ 4+ 4+ +++++++++
i S S N S A T T
+ 4+ ++++ A+t
+ 4+ ++++ A+ ++
+ + 4+ +++ A+t
+ +++++++++++
+ 4+ 4+ ++ A+t

+ o+ A+

+ 4+ 4+ 4+

their design. In all the evaluated isolates in this
study, the sequences (100%) of the microsatellites
comprised dinucleotide regions (Table 4), mostly
corresponding to repeated motifs or structures
(GT)n or variations (TG)n. Motifs (AC)n, (CA)n,
(AT)n, and (AG)n were also visualized, and these
were perfect repetitions since the sequences were
not interrupted by non-repeated nucleotides.

With the obtained data, it was determined that
the P tabacina isolates present in the tobacco
fields of the main producing states in Mexico are
genetically homogeneous since the amplification of
the reference microsatellites was observed in the 20
isolates evaluated in this study. Likewise, in a study
by Edreva et al. (1998), it was observed that P
tabacina isolates collected in Europe (France and
Bulgaria) between 1978 and 1992 were genetically
stable. These results were supported by the
observation of a high similarity of the isoenzyme
patterns of natural populations of the pathogen
and the non-significant changes in these patterns.
Similarly, Zipper et al. (2009) also reported genetic
uniformity in European isolates of P. tabacina.

evaluados se secuenciaron para los aislados Pt7SA
y Ptl6Na y las secuencias consenso obtenidas se
compararon con secuencias depositadas en el Gen-
Bank.

Las secuencias consenso mostraron porcentajes
de identidad que van de 95.83 a 100% (Cuadro 3)
comparadas con las secuencias de los aislados de P.
tabacina del estudio de Trigiano et al. (2012). Cabe
mencionar que, para los pares de oligonucledtidos
de los microsatélites PT034, PT041 y PTO056, se
observo mala calidad en las secuencias obtenidas
aun cuando éstas se realizaron por triplicado, por lo
que se puede considerar que existe algun problema
con el disefno de los mismos.

En el total de los aislados evaluados en este es-
tudio, las secuencias (100%) de los microsatélites
comprendian regiones de dinucleétidos (Cuadro 4),
la mayoria correspondientes a motivos o estructu-
ras repetidas (GT)n o variaciones (TG)n, también
se visualizaron motivos (AC)n, (CA)n, (AT)n y
(AG)n, observandose que estas eran repeticiones
perfectas ya que las secuencias no estaban inte-
rrumpidas por nucleoétidos no repetidos.
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Table 3. Microsatellite sequences and percentage identity compared with sequences deposited in GenBank.

Cuadro 3. Secuencias de microsatélites v porcentaje de identidad comparadas con secuencias depositadas en el

GenBank.

Locus

Secuencias consenso

No. de accesion

PTOO2

PTOO4

PTOO7

PTO14

PTO28

PT032

PT034
PT041

PTO47

PTO48

PT054

PTO56

CTGAACCATACGATGACCCCCATGGACCGCAGGGCACGTCACGGGCT
CTTGACGAAGAAAACGACAATGACTGAAGGACGTCGAGTCGACACG
ATGCGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCTATGCAGTTGAGTTGTCCCT
TTCTAGTGCACGTGGAG

CAGTGGCTCGGAACCAGCACACACACACACACACACACACAGTTCC
ATAATATTTCGAAGGTGGCCAGCAGCAGGAAGAGCTTTCTTCGTTGC
AGCGA

AGAAGCAACCAACGGACAGOAAGCGGTCOGGAAGGAAGAGATGCG
AGACACACACACACACACGCGTTTCTAAGTTGGTTTGTGTATGGACA
AGTAAAGAGGGAAATGCGTGCGACAGAACGAACGGGTAATGGAGGA
GACGAGTGTGGCAGCGGCCAGCGGACGCGCGGTCATGGCGGTGAGC
AAGCGCGAGCAGAGCATGGCTGGCTGACTTTTGACT

TATTTGTTTTCACTTGTTTGCGTGCAGTTCCGATCCGCGTTCTTGGGGG
ACGTACGATACGGACGCGTTTTCTGTGTGCTATTTGAGACTCGTTGCTC
TOGTCOGTTGACTGTACAAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTGTGTGA
CGCTCTTGTGGCGTTTTGTTIT

TCGTTGGACGTTCATGTATGTGTGTGTGTGTGTGCTTTGTGTAT
TGTAGACGATTCTGCACCGCATCTATGGCAAGTCGATGGCATTG
CGTTCGTTTATCCGTCGCTCGATCAATGACATGTTCTAC

GAGTGGCGTCCGAAATTGGCGGTACGTGACGAGCGGCAGTTGCTCGT
GCTTGATACGGGGTTTACGGACTGTTTTTGATGGTGTGTGTGTGTG

Datos no obtenidos
Datos no obtenidos

ATACATACCTCGCAACAACCCCCCATCCTATACATGCAATAGACACACA
CAAACTATTCAAAATGAACCATGAAACCACACGCCAATTCTTAGTTC
ACTTTAAATACTATGTATACATCATATATATATATAAAAATGCATTGCCG
GATACATAATAGAATCATAAATGCCTCGTCTGCATCCCTCA

ACACACACAGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGACACACACACACACA
CACTGGTCATCATCCCCGTTTCGAGTGTCTTCACCTTGTTCCTCCCA
TTTACCGGTAGTTTTTATTGTTCAATCCAAAAATCTAAGTCCAAACC
ACGACCCTACATCGTCA

GTCACTAGCTGCGTTCTCACGTCGATTGGCATGCCCGTGCTGTGCAT
GGTGAGCGAGCAGGACGCCTCTACAATCGGCAAAGTGAGCAGCAT
TGATTGCGATAAGCAAATTCGTATCAGATTGATCGAGCACTGATATG
TTTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTGTCTGTAAAGTGGGCCATGTGTGGTA
COGATCATGCTGTTCGGTA

Datos no obtenidos

JF261112
100% de identidad

JF261113
100% de identidad

JF261114
05.91% de identidad

JE261115
96.89% de identidad

JE261116
100% de identidad

JE261118
98.92% de identidad

JF261120
100% de identidad

JF261121
99.36% de identidad

JF261122
99.02% de identidad

Oomycetes are diploid organisms with both
asexual and sexual reproduction in their life
cycle. Asexual reproduction tends to exhibit high
clonality, whereas sexual reproduction generally

Con los datos obtenidos se determind que los
aislados de P tabacina presentes en los campos de
tabaco de los principales estados productores en

Mexico son genéticamente homogéneas, ya que se
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Table 4. Microsatellite sequences and different types of microsatellite repeat sequences identified in 20 isolates of

Peronospora tabacina collected in Mexico.

Cuadro 4. Secuencias de microsatélites y diferentes tipos de secuencias repetidas de microsatélites identificadas en 20

aislados de Peronospora tabacina recolectados en México.

Locus

Secuencias consenso

Motivos o estructuras repetidas

PT002

PT004

PT007

PTO14

PT028

PT032

PT034
PTO41

PT047

PT048

PT054

PT056

CTGAACCATACGATGACCCCCATGGACCGCAGGGCACGTCACGGGC
TCTTGACGAAGAAAACGACAATGACTGAAGGACGTCGAGTCGACA
CGATGCGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCTATGCAGTTGAGTTG

TCCCTTTCTAGTGCACGTGGAG

CAGTGGCTCGGAACCAGCACACACACACACACACACACACAGT
TCCATAATATTTCGAAGGTGGCCAGCAGCAGGAAGAGCTTTCTTCG
TTGCAGCGA

AGAAGCAACCAACGGACAGGAAGCGGTCGGGAAGGAAGAGATGC
GAGACACACACACACACACGCGTTTCTAAGTTGGTTTGTGTATGG
ACAAGTAAAGAGGGAAATGCGTGCGACAGAACGAACGGGTAATGG
AGGAGACGAGTGTGGCAGCGGCCAGCGGACGCGCGGTCATGGCGG
TGAGCAAGCGCGAGCAGAGCATGGCTGGCTGACTTTTGACT

TATTTGTTITTCACTTGTTTGCGTGCAGTTCCGATCCGCGTTCTTGGGG
GACGTACGATACGGACGCGTTTTCTGTGTGCTATTTCGAGACTCGTT
GCTCTGTCGTTGACTGTACAAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TCTGTGTGACGCTCTTGTGGCGTTTTGTTTT

TCGTTGGACGTTCATGTATGTGTGTGTGTGTGTGCTTTGTGTATTGT
AGACGATTCTGCACCGCATCTATGGCAAGTCGATGGCATTGCGTTCGT
TTATCCGTCGCTCGATCAATGACATGTTCTAC

GAGTGGCGTCCGAAATTGGCGGTACGTGACGAGCGGCAGTTGCTCGT
GCTTGATACGGGGTTTACGGACTGTTTTTGATGGTGTGTGTGTGTG
Datos no obtenidos

Datos no obtenidos

ATACATACCTCGCAACAACCCCCCATCCTATACATGCAATAGACACA
CACAAACTATTCAAAATGAACCATGAAACCACACGCCAATTCTTAG
TTCACTTTAAATACTATGTATACATCATATATATATATAAAAATGCAT
TGCCGGATACATAATAGAATCATAAATGCCTCTGTCTGCATCCCTCA

ACACACACAGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGACACACACACACA
CACACTGGTCATCATCCCCGTTTCGAGTGTCTTCACCTTGTTCCTCC
CATTTACCGGTAGTTTTTATTGTTCAATCCAAAAATCTAAGTCCAAAC
CACGACCCTACATCGTCA

GTCACTAGCTGCGTTCTCACGTCGATTGGCATGCCCGTGCTGTGCA
TGGTGAGCGAGCAGGACGCCTCTACAATCGGCAAAGTGAGCAGCAT
TGATTGCGATAAGCAAATTCGTATCAGATTGATCGAGCACTGATATGT
TTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTGTCTGTAAAGTGGGCCATGTGTGGTA
CGATCATGCTGTTCGGTA

Datos no obtenidos

GT GT GT GT GT GT
GT GT GT

CACACACACACA
CACACACACACA

ACACACACACACACAC

TGTGTGTGTG TG
TGTGTGTG TG

TGTGTGTGTGTGTG TG

GT GT GT GT GT GT

AT AT AT AT AT AT

AGAGAGAGAGAG
ACACACACACAC
ACACAC

TGTGTGTGTGTGTG TG
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has a higher degree of genotypic diversity (Chen
and McDonald, 1996). Populations that reproduce
sexually produce offspring with a high level of
genetic diversity, while the variation of asexual
populations 1s limited by mutations that can occur
within populations (McDonald, 1997). Notably,
P tabacina is a pathogen that mainly reproduces
asexually through sporangia and sporangiophores,
while oospores, the sexual reproductive structures,
are rarely observed (Blanco-Meneses ef al., 2017,
Nowicki et al., 2022).

These results differ from those reported by
Nowicki et al. (2022), who observed high genetic
diversity and gene flow using nine microsatellite
molecular markers evaluated in 122 P tabacina
isolates collected on three continents (Central,
Southern, and Western Europe, the Middle East,
and North America, and Australia).
However, they reported the presence of partially

Central

clonal subpopulations among the isolates they
evaluated. Additionally, Nowicki et al. (2022)
mentioned that the high genetic variation and
population structure observed among the evaluated
isolates could be explained by continuous gene
flow across continents and by the exchange of
infected plant material and/or the dispersal of P
tabacina sporangia over long distances through
wind (LaMondia and Aylor, 2001).

The present study determined that the Peronospora
tabacina isolates causing the disease known as blue
mold of tobacco in the main tobacco-producing
states in Mexico are genetically homogeneous.
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observo la amplificacion de los microsatélites de
referencia en los 20 aislados evaluados en este es-
tudio. Asi mismo, en un estudio realizado por Edre-
va et al. (1998), se observd que aislados de P. taba-
cina recolectados en Europa (Francia y Bulgaria)
entre 1978 y 1992, fueron genéticamente estables,
sustentando lo anterior con la observacién de una
alta similitud de los patrones de isoenzimas de las
poblaciones naturales del patogeno, y los cambios
no significativos en estos patrones. Similarmente,
Zipper et al. (2009), también reportaron uniformi-
dad genetica en aislados europeos de P tabacina.

Los oomicetes son organismos diploides cuyo
ciclo de vida incluye tanto reproduccion asexual
como sexual. Los organismos que se reproducen
asexualmente tienden a exhibir un alto grado de
clonalidad, mientras que los organismos que se
reproducen sexualmente generalmente tienen un
mayor grado de diversidad genotipica (Chen vy
McDonald, 1996). Por el contrario, las poblacio-
nes que se reproducen sexualmente producen des-
cendencia con un alto nivel de diversidad genéti-
ca. Por esta razon, las recombinaciones genéticas
resultado de la reproduccion sexual permiten mas
combinaciones; mientras que, la variacion de las
poblaciones asexuales es limitada por la mutacion
que puede ocurrir dentro de las poblaciones (Mc-
Donald, 1997). Cabe mencionar que P tabacina es
un patogeno que se reproduce principalmente por
via asexual mediante esporangios y esporangiofo-
ros; mientras que, las oosporas que son estructuras
de reproduccion sexual son raramente observa-
das (Blanco-Meneses et al., 2017, Nowicki et al.,
2022).

Estos resultados difieren de los reportados por
Nowicki et al. (2022), quienes observaron alta di-
versidad genética y flujo de genes mediante el uso
de nueve marcadores moleculares microsatélites
evaluados en 122 aislados de P tabacina recolecta-
dos en tres continentes (Europa Central, Meridional
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Resumen. FPeronospora fabacina es un oomiceto causante de moho azul en tabaco. Debido a la
escasa informacion del proceso de infeccidn del patogeno en plantas de tabaco, en este estudio se
describe dicho proceso analizado con tincion diferencial de tejidos con safranina-verde rapido en
plantas inoculadas y bajo condiciones de invernadero. Los cortes de tejido se realizaron a las 2, 4,
6,9,12, 18, 20, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 148, 172, 196 y 220 horas después de la inoculacion
(hdi). La presencia de esporangiosporas adheridas a la cuticula de la hoja se observé entre 2 y 48
hdi; las cuales germinaron a partir de las 96 hdi. La penetracion del patogeno en las hojas ocurrio
de manera directa por medio de apresorios 96 hdi. Las primeras hifas de infeccion emergieron a
partir de 96-120 hdi y entre 168 y 192 hdi se desarrollaron hifas intracelulares que colonizaron el
interior de los tejidos provocando ruptura celular en parénquimas lagunar y clorofilico; asi como
en cloroplastos, haces vasculares y células epidérmicas. El patdgeno completd su ciclo de infeccidn
al producir oosporas y esporangios a las 192 hpi, considerandose una fuente de indculo para la

infeccion de nuevos tejidos.

Palabras clave: Patdgeno intracelular, Patdgeno intercelular, oosporas, patogénesis, oomiceto,

biatrofo.

Abstract. Peronospora tabacina is an oomycete that causes blue mold in tobacco. Due to the
scarce information on the infection process of the pathogen in tobacco plants, this study describes
this process analyzed with differential staining of tissues with safranin-fast green in inoculated

plants and under greenhouse conditions. Tissue sections were made at 2, 4, 6, 9, 12, 12, 18, 18, 20,
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24, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 148, 172, 196 and 220 hours after inoculation (hdi). The presence
of sporangiospores attached to the leaf cuticle was observed between 2 and 48 hdi; they germinated
after 96 hdi. Penetration of the pathogen into the leaves occurred directly by appressoria 96 hdi.
The first hyphae of infection emerged from 96-120 hdi and between 168 and 192 hdi intracellular
hyphae developed and colonized the interior of the tissues causing cellular rupture in lagunar and
chlorophyll parenchyma, as well as in chloroplasts, vascular bundles and epidermal cells. The
pathogen completed its infection cycle by producing cospores and sporangia at 192 hpi, being

considered a source of inoculum for the infection of new tissues.

Keywords: Intracellular pathogen, Intercellular pathogen, Oospores, Pathogenesis, Oomycete,

Biotroph.

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) se cultiva en 124 paises (http://tobaccoatlas.org/topic/growing/)
y se considera un cultivo comercial importante para la economia agricola de dichos paises,
particularmente en las naciones en desarrollo de Asia vy Africa (Nowicki er al., 2021). Derivado de
su uso principal que es la fabricacidn de cigarrillos v puros; entre otros, el cultivo de esta planta
representa beneficios econdmicos y sociales generados tanto por las exportaciones de las mismas
como por la creacion de fuentes de trabajo tanto en el drea rural como en la urbana. Debido a lo

anterior, su produccion es una actividad relevante en varias partes del mundo, como Brasil, China,

EE. UU. e India.

En México, el drea de cultivo de tabaco se ha mantenido estable por una década. En el ano
2008, se dedicaban 5,900 hectdreas para la siembra de este cultivo, el cual aumentd a 6,600 en el
ano 2018 (SIAP, 2023). En ese afio, la produccion de tabaco fue de 15,181 toneladas,
incrementando en un 32% con respecto al afo 2008 y ocupd la posicion mimero 7 entre los
principales productores de América, por detrds de Brasil, Estados Unidos, Argentina, Cuba,

Guatemala y Canada.

En 20189, el tabaco tuvo un incremento en su produccion del 11%, resultado de mayor
rendimiento por parte de Nayarit, el estado lider en produccion de tabaco en México, en donde la
mayor produccidn se obtiene durante el mes de mayo aportando alrededor de 43% de la produccidn

nacional anual. Cabe mencionar que, los agricultores en esta entidad, recibieron mas de 37 mil 700

49



pesos  por tonelada  (https://www.gob.mx/conasama/documentos/dia-mundial-sin-tabaco-

2024%diom=es).

Al igual que otros cultivos, el tabaco es susceptible al dano por enfermedades causadas por
patdgenos infecciosos pertenecientes al grupo de los hongos y oomicetos. En este sentido, los
oomicetos biotrdficos de las plantas causan importantes problemas en la produccidn, pérdidas
economicas en la agricultura moderna, ya que estos presentan una alta variabilidad genética y una

rdpida adaptacién para su sobrevivencia (Latijnhouwers et al.,, 2003).

Peronospora spp. normalmente se limitan a hospedantes especificos o a un nimero de
hospedantes relacionados y son capaces de causar danos graves. Se han reportado pérdidas
econdmicas en cultivos ornamentales y cultivos alimenticios a nivel mundial vy la enfermedad del
mildiu velloso causada por este fitopatogeno se considera una de las enfermedades mas importantes
de este cultivo, ya que puede provocar graves pérdidas economicas. En Estados Unidos, la P.
tabacina incluso ha sido clasificada como una potencial arma biologica, ya que su presencia podria
afectar gravemente la economia de este pais en lo que respecta a la industria del tabaco (Thines y
Choi, 2016). Entre los seis oomicetos biotréficos mads importantes se menciona a Peronospora
tabacina, causante moho azul del tabaco. Este oomiceto es un bidtrofo obligado que requiere de
un tejido vivo del hospedante para completar su ciclo de vida (Perfect er al. 1999, Webster y
Weber, 2007). El moho azul del tabaco es una enfermedad policiclica y en condiciones favorables
para su desarrollo, el patdgeno puede completar su ciclo de vida en 10 dias o menos (Heist er al,
2002). El indculo primario y secundario de P. tabacina consiste en esporangios asexuales, que
normalmente son producidos en las hojas y tallos de plantas infectadas, observandose una
esporulacion activa en tejido foliar de hasta un millén de esporangios/cm?, siendo este un factor
importante que puede contribuir a la devastacion completa de los cultivos de tabaco infectados.
Los esporangios de este patogeno tienen la capacidad de viajar largas distancias y causar
enfermedades a varios cientos de kildmetros de su lugar de origen (Hall, 1989; Heist er al., 2004;

Spring et al., 2018).

Los sintomas que ocasiona F. fabacina cominmente son lesiones o manchas amarillas en las
hojas de tabaco que aparecen individualmente o en grupos, y en muchas ocasiones se fusionan para
formar dreas necrdticas de color marron claro. Algunas de las hojas presentan un moho velloso de

color gris azulado en el haz de estas. Las hojas enfermas pueden deformarse hacia arriba. En tales
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casos, el color azulado de las plantas enfermas se vuelve bastante llamativo, especialmente en
presencia de alta humedad relativa cuando la esporulacion es abundante, de ahi el nombre de la
enfermedad: moho azul del tabaco (Borras-Hidalgo et al., 2010). Para una identificacion rapida y
confiable de posibles fenotipos de virulencia de P. tabacina se sugiere el monitoreo intensivo del
mismo, lo que seria fundamental para prevenir epidemias y las pérdidas econdmicas en la
agricultura, para esto se requiere la identificacion de los caracteres del patégeno que se

correlacionan con el comportamiento de la infeccion.

Conocer el proceso y las estrategias que utiliza P. tabacina para causar infeccion en las
plantas de tabaco es de suma importancia, ya que se sabe que algunas estrategias de ciertos
patdgenos estan correlacionadas con la especificidad en el hospedante (Pring et all, 1995), con lo
cual se podria determinar el proceso de infeccion, lo que proporcionaria herramientas utiles para
un adecuado manejo de la enfermedad, al conocer el periodo en el que se desarrolla el patdgeno en
el hospedante. Actualmente se conoce poco sobre el proceso de patogénesis de F. tabacina, por lo
que el objetivo de este estudio fue describir los cambios histolégicos que se presentan durante la

infeccidn de P. tabacina en plantas de tabaco inoculadas artificialmente.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas sanas de tabaco de tres meses de edad y se utilizé como indculo el
aislado Pt15A de F. tabacina proveniente de San Andrés, Tuxtla, Veracruz, México y caracterizado
molecularmente con los oligonucledtidos especificos PTAB e ITS4 para P. tabacina (Ramos-
Barraza et al, 2023). La suspensidn de esporangios se prepard a partir hojas de tabaco con
esporulacion activa del oomiceto, recolectando los esporangios con un pincel y ajustando a una
concentracidn de 1 x 10° esporangiosporas/mL mediante el conteo de las esporas en una cdmara de

MNeubauer.

La superficie del envés de 15 plantas de tabaco se desinfestd con etanol al 70 % por 1 min,
se lavo con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se inocularon Se
seleccionaron diez sitios por hoja en cada planta de 1 cm” que fueron inoculados con 10 pl de la
suspensicn de esporangiosporas. Como tratamiento testigo, se colocaron alicuotas de 10 pL de
agua destilada estéril en cinco plantas de tabaco. Tanto las plantas de tabaco inoculadas como las

plantas de tabaco testigo se colocaron en un invernadero tipo malla sombra a temperatura ambiente
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que varid en un rango de 15 a 17°C v una alta humedad relativa (95-100%), condiciones que se

consideran propicias para el desarrollo de la enfermedad.

De las plantas de tabaco, se realizaron 5 cortes de tejido (cada uno de 1 cm?), de los sitios
inoculados a las 2, 4, 6, 9. 12, 18, 20, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 148, 172, 196 y 220 horas
después de la inoculacion (hdi), y se colocaron en casetes de plastico para su fijacion. Las muestras
se sumergieron en solucidn fijadora FAA (10 % formaldehido. 5 % dcido acético glacial, 50 %
etanol al 96%) durante al menos 24 h. Los tejidos se lavaron tres veces en etanol a 50% durante 15
min cada uno, luego se deshidrataron gradualmente en una serie de etanol (50, 70, 96 y 100%),
transfiriéndose posteriormente a alcohol absoluto-xileno (1:1), dos cambios de xileno y dos
cambios en parafina Paraplast (3 horas por cada paso de deshidratacion). La inclusion de los tejidos
consistid en embeber las muestras en moldes metilicos con parafina fundida orientindose
longitudinal o transversalmente para posteriormente realizar cortes en un micrétomo (Rojo-Baez

et al. 2016; Cruz-Lachica ef al., 2018).

Se cortaron secciones longitudinales y transversales de 10 pm de espesor en un microtomo
rotatorio Leica RM2125 RT (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania) y estos fueron adheridos en
portanbjetos previamente preparados con adhesivo Haupt y agua en un calentador de portaobjetos
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), a una temperatura de 40 °C durante 24 h para su secado.
Posteriormente, se inicié con la eliminacion de parafina de los cortes mediante tres cambios de
xileno (3 min en cada uno), después se hidrataron con una serie gradual de alcohol etilico (100, 96,
70 y 50 %) por 3 min cada uno. La tincidn en safranina al 1 % (preparada en alcohol etilico a 50
%) se realizo por 3 h. Después los cortes, se deshidrataron en una serie de alcohol etilico a 50, 70
v 96 % (3 min en cada uno) y tiferon con verde rdpido (Técnica Quimica®, México) al 1 %
(preparada en alcohol etilico al 96 %) por 30s. Enseguida se lavaron y deshidrataron pasiandolos
por alcohol etilico al 96 y 100 %, por 3 min en cada uno. Finalmente, las secciones tenidas se
pasaron por tres cambios de xileno (3 min en cada uno), se cubrieron con resina Entellan y los
cubreobjetos se dejaron secar durante 24 h (Fierro-Corrales et al., 2015). Las secciones tefiidas
fueron observadas en un microscopio dptico marca Carl Zeiss Imager A2 (Carl Zeis, Oberkochen,
Alemania) con camara integrada, para visualizar los dafos en los tejidos en objetivos de 10, 20 v

40X.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron esporangios de F. tabacina sin germinar, adheridos en la superficie de la hoja
entre las 2 y 48 hdi (Figura 1C y 1D). La adhesidn de las esporas a las plantas hospedantes es
esencial para el inicio de la enfermedad en las interacciones patdgeno-planta (Perfect et all, 1999).
El inicio de la germinacion de los esporangios se observo a partir de las 96 hdi (Figura ZE) v el
patdgeno mostrd la capacidad de formar apresorios melanizados en el extremo apical de los tubos
germinativos de los esporangios de color café oscuro, de forma globosa a irregular (Figura 2 E-1),
mediante los cuales el patogeno se adhirio y penetrd por aberturas naturales como lo son los
estomas de las hojas (Figura 2E). La adhesidn de los tubos germinativos y los apresorios a las
superficies suele ser mas fuerte que la de las esporas. La adhesion de los apresorios es
particularmente fuerte para proporcionar una base firme para la penetracion, lo que fue sefalado
por Pain et al. (1996), quienes indican que los fragmentos de la pared celular de los apresorios
permanecen adheridos al sustrato después de la sonicacion o agitacion (Pain er al, 1996). La
germinacion directa de los esporangios ha evolucionado de forma independiente en varios géneros
(por ejemplo, Peronospora). El modo de penetracion del patdgeno es tan diverso como el
comportamiento del esporangio. Mientras que, los oomicetos parasitos de las raices suelen formar
apresorios para invadir los tejidos internos penetrando directamente en las células rizodérmicas o
apretandose entre la lamina media de las células (por ejemplo, Pythium, Aphanomyces, etc.), otras
especies que atacan las hojas de forma similar (por ejemplo, Peronospora y Bremia) utilizan los

estomas comao puntos de entrada (5pring et al, 2018).

Después de la formacion de los apresorios, se observo el desarrollo de las primeras hifas de
infeccidn; las cuales se observaron a partir de las 96-120 hdi (Figura 2F). En el lapso de 96-120
hdi se determind la presencia de hifas secundarias invadiendo en forma intracelular los tejidos de
la hoja-(Figura 2-E2), lo cual coincidid con lo reportado por Milholland et al. (1981) quienes
mencionaron que, aunque F. fabacina se propaga intercelularmente por todo el tejido vascular,

también se observan hifas intracelulares en algunos vasos del xilema y células del parénquima.
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Figura 1. Etapas del proceso de infeccion de P tabacina en hojas de tabaco inoculadas
artificialmente. A) Corte transversal de hoja sana de tabaco mostrando epidermis adaxial y abaxial,
B) Corte longitudinal de hoja sana de tabaco mostrando epidermis adaxial y abaxial, Barra = 40
pm). C) Corte longitudinal de hoja de tabaco a las 24 hdi, observacion de esporangio (Es) en la
base de un tricoma. D) Corte longitudinal de hoja de tabaco a las 48 hdi, observacion de esporangio
en la epidermis.
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Figura 2. E) Corte longitudinal de hoja a las 96 hdi con observacion de tubo germinativo
emergiendo de un esporangio. Barra = 40 pm. E-1) Corte longitudinal de hoja a las 96 hdi con
observacion de hifas de penetracion (Hp) emergiendo del apresorio (Ap), Barra = 40 pm. E-2)
Corte longitudinal de hoja a las 96 hdi con presencia de hifas infectivas secundarias (Hs)
invadiendo intracelularmente. F) Corte longitudinal de la hoja a las 120 hdi con observacion de
hifas de infeccion (Hi) emergiendo de apresorio e invadiendo tejidos intracelularmente, Barra = 40
pm.

Entre las 168 y 192 hdi se observé el desarrollo de hifas primarias intracelulares (Fig. 3-F1)
e hifas secundarias cenociticas colonizando el interior de los tejidos y provocando desorden celular
y destruccion del parénquima lagunar, parénquima clorofilico y cloroplastos, haces vasculares y
células epidérmicas de la hoja (Fig. 3G-G-6). Durante la colonizacién de plantas hospedantes, los

oomicetos patégenos presentan dos modos principales de nutricién: biotrofia, en la que los
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nutrientes se obtienen de las células hospedantes vivas, y necrotrofia, en la que los nutrientes se
obtienen de las células hospedantes muertas que han sido atacadas por el comiceto (Perfect er al.,
1999). Dentro de la familia Peronosporaceae se han desarrollado haustorios como una estructura
celular especializada que penetra en la pared celular del hospedante, pero no altera el plasmalema.
De este modo, las células vegetales afectadas permanecen vivas y su metabolismo apoya
continuamente al patdgeno. Este tipo de interaccion es tipico de los bidtrofos como los mildius

(Spring et al., 2018).

La destruccion de los tejidos epidérmicos (Figura 3-G1) se asocia con la coloracidn oscura
en la superficie de las plantas de tabaco en contraste con las hojas de las plantas testigo, en las
cuales no se observaron los sintomas de la enfermedad (Figuras 4C y 4D). Entre las 192 y 216 hdi,
el patogeno completd su ciclo de vida al producir cosporas y esporangios (Figura 3-G1). los cuales
son la fuente de indculo para infecciones en nuevos tejidos. Las oosporas se producen en el interior
de los tejidos de la hoja afectada, cuando se encuentra en contacto con el suelo. Las oosporas al
madurar no germinan de inmediato, sino hasta después de que la hoja se haya caido al suelo. Estas
permanecen en el suelo y germinan en el momento adecuado para iniciar la infeccion en plantas
jovenes. La formacién de ocosporas varia, en algunos casos es extensa y en otros casos su presencia
es casi indetectable. Lo antes sefialado es probablemente debido a cambios ambientales adversos.
Algunos autores han demostrado que las oosporas pueden sobrevivir hasta 4 anos. Otros
investigadores demostraron que la infectividad de las oosporas a niveles bajos puede ser de hasta
50 meses en suelos. También se ha demostrado que la morfologia de las oosporas difiere segun los
distintos aislados del patdgeno (LaMondia, 2010; Spurr y Todd, 1982). La infeccidn puede iniciarse
a partir de oosporas diploides formadas sexualmente o con frecuencia, a partir de esporangios
diploides asexuados, que se producen para la propagacion masiva y normalmente se distribuyen
por el viento (Spring et al,, 2018). Un aspecto importante del proceso de patogénesis es la estrategia
de infeccidn empleada por el patogeno (Perfect er al., 1999). El dafio celular y la produccién de
0O0sporas y esporangios se asociaron con la aparicion de lesiones amarillentas de forma irregular,
las cuales con el paso del tiempo se vuelven de color café oscuro a negro, aproximadamente al
noveno dia después de la inoculacion (Figuras 4C y 4D). en contraste con la hoja testigo (Figuras

1Ay 4B).
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Figura 3. F-1) Corte longitudinal de hoja a las 120 hdi con presencia de hifas secundarias (Hs) de
infeccién invadiendo intracelularmente, G) Corte longitudinal de hoja a las 192 hdi mostrando
crecimiento de hifas secundarias cenociticas creciendo intracelularmente, G-1) Corte longitudinal
de hoja a las 192 hdi mostrando formacion de oosporas (Oo) y esporangio, G-2) Corte longitudinal
de hoja a las 192 hdi con presencia de micelio cenocitico (Mc), provocando desorden celular,
destruyendo parénquima lagunar, parénquima clorofilico y cloroplastos, haces vasculares y células
epidérmicas de la hoja.
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Figura 4. Sintomas de moho azul ocasionados por el aislado PtISA de P. tabacina en tabaco. A)
plantas sanas de tabaco utilizadas para la inoculacion con el patogeno. B) Plantas sin inocular
utilizadas como testigos. C) y D) Hojas de tabaco con sintomas en superficie adaxial y abaxial

observados a partir de las 168 hdi.

En los cortes que se realizaron en plantas con sintomas visibles de la enfermedad a través
de toda la hoja provocados por la presencia del patogeno P. tabacina, se observé destruccion
masiva de las células de las plantas de tabaco, tanto en epidermis (abaxial y adaxial), como en el
mesofilo y en los haces vasculares (Figura 6, HI-H3). Lo anterior coincide con los resultados y
hallazgos observados por Milholland et al. (1981), quienes encontraron hifas intercelulares e

intracelulares de P. tabacina en el xilema de plantas de tabaco infectadas sistémicamente.
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Figura 5. G-3, 4, 5, 6) Corte longitudinal de hojara las 192 hdi mostrando crecimiento de abundante
micelio cenocitico invadiendo intracelularmente los tejidos y destruyendo los tejidos vegetales de

la hoja de tabaco.
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Figura 6. H, H1-H3) Corte longitudinal de hoja a las 216 hdi mostrando hifas secundarias, micelio

cenocitico, colonizando por completo el interior de los tejidos provocando desorden celular y asi
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destruyendo parénquima lagunar, parénquima clorofilico y cloroplastos, haces vasculares y células
epidérmicas de la hoja, también se observan hifas secundarias, invadiendo los tejidos celulares
intercelular e intracelularmente, H4-H5 Corte longitudinal de hoja sana de tabaco mostrando

epidermis adaxial y abaxial.

CONCLUSIONES

P. tabacina tiene la capacidad de infectar intercelular e intracelularmente a su hospedante y
causo sintomas en hojas de tabaco a las 168 h después de la inoculacidn. Este patdgeno es capaz
de producir esporangios y oosporas desde las 96 h después de la inoculacion, tiempo en el que por
lo general completa su ciclo de vida. Estos resultados contribuyen a comprender el proceso de
infeccidn en el ciclo de la enfermedad causada por P. tabacina en plantas de tabaco y son itiles

para emplear estrategias en el manejo de la enfermedad.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Mediante la técnica de PCR y la utilizacion de microsatélites moleculares de ADN se
determiné que los aislados de Peronospora tabacina causantes de la enfermedad conocida como
moho azul del tabaco, presentes en los principales estados productores de tabaco en México son
genéticamente homogéneas. Asi mismo, se determiné que P. tabacina tiene la capacidad de infectar
los tejidos de las hojas de tabaco intercelular e intracelularmente causando sintomas de la
enfermedad en las plantas a las 168 h después de la inoculacion. Este oomiceto es capaz de producir
esporangios y oosporas desde las 96 h después de la inoculacion, tiempo en el que por lo general
completa su ciclo de vida. Estos resultados contribuyen a comprender el proceso de infeccion en
el ciclo de la enfermedad causada por P. tabacina en plantas de tabaco y son utiles para emplear

estrategias en el manejo de la enfermedad.
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5. RECOMENDACIONES

Debido a qué, se desconoce el papel que juegan algunas moléculas efectoras producidas por
Peronospora tabacina para causar infeccion en su planta huésped, se recomienda realizar mas
investigacion acerca de la expresion de ciertos genes como lo son los péptidos inductores de
necrosis y etileno (Necrosis- and Ethylene-inducing peptide 1-like proteins) o NLPs por sus siglas
en inglés, ya que existen antecedentes de que se encuentran ampliamente distribuidos en genomas
bacterianos, fngicos; asi como, en oomycetes fitopatdgenos incluyendo a P. tabacina; ademas de
que, se conoce que desencadenan la respuesta inmune de la planta con subsecuente muerte celular,
por lo que su analisis a lo largo del proceso de infeccidén podria generar un conocimiento mas

profundo para mejorar nuestro entendimiento sobre este importante patdgeno.
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