
95 

Haplotipos de Phytophthora de tomate de árbol 
Flores-Garcés et al. 2019 

REVISTAECUATORIANADEMEDICINA YCIENCIASBIOLOGICAS 

Volumen 40. No. 2, Noviembre 2019 

Artículo científico 

e-ISSN 2477-9148 

Haplotipos mitocondriales de Phytophthora andina de 
tomate de árbol en el Ecuador 

Mitochondrial haplotypes of Phytophthora andina 

in Ecuador 

Diana Flores-Garcés1,2, Gabriela Chacón1 y María Eugenia Ordónez1*
 

1 Fungario QCAM, Escuela de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica del Ecuador, Quito, Ecuador. 

2 Centro de Investigación de la Biodiversidad y Cambio Climático, Universidad Tecnológica Indoamérica, Quito, 

Ecuador. 

* meordonez@puce.edu.ec

https://doi.org/10.26807/remcb.v40i2.764

Recibido 28-03-2019; Aceptado 01-04-2019 

RESUMEN.- Se determinó el haplotipo mitocondrial de 131 aislamientos puros de Phytophthora andina 
colectados de tomate de árbol (Solanum betaceum) en varias provincias del  Ecuador.  Se  amplificaron 
las regiones P2 y P4 del ADNmt, y los productos de PCR obtenidos fueron digeridos con las enzimas de 
restricción MspI y EcoRI. Todos los aislamientos analizados mostraron un patrón de bandas correspondiente 
al haplotipo Ia para P. infestans, es decir, bandas de tamaño 720 y 350 pb con MspI (región P2) y bandas de 
tamaño 394, 361 y 309 pb con EcoRI (región P4). Sin embargo, también se observó de forma consistente 
en todos los aislamientos analizados bandas adicionales que no han sido reportadas anteriormente. Para   
la región P2 se obtuvieron bandas adicionales de 400 y 500 pb y un fragmento no digerido de 1070 pb,     
y para la región P4 bandas adicionales de 603 y 755 pb además de un fragmento no digerido de 964 pb. 
El encontrar un patrón nuevo de bandas de manera consistente para todos los aislamientos de P. andina 
analizados sugiere que la descripción del haplotipo Ia asignado a P. andina de tomate de árbol debería ser 
redefinido. 

PALABRAS CLAVE: ADN mitocondrial, enzimas de restricción, Solanum betaceum, tizón. 

ABSTRACT.- The mitochondrial DNA haplotype of 131 pure cultures of Phytophthora andina collected 
from tree tomato (Solanum betaceum) in several provinces in Ecuador was determined. The P2 and P4 
regions of the mtDNA were amplified, and the PCR products obtained were digested with MspI and EcoRI 
restriction enzymes. All isolates analyzed showed a band pattern corresponding to the Ia haplotype for 
P. infestans, that is, bands of sizes 720 and 350 bp with MspI (P2 region) and bands of sizes 394, 361 and
309 bp with EcoRI (P4 region). However, additional bands that have not been reported previously were also
consistently observed in all isolates analyzed. For the P2 region, additional bands of 400 and 500 bp and an
undigested fragment of 1070 bp were obtained, and for the P4 region, additional bands of 603 and 755 bp
in addition to an undigested fragment of 964 bp. Finding new band patterns in a consistent manner for all
analyzed isolates of P. andina suggests that the description of haplotype Ia assigned to P. andina from tree
tomato should be redefined.
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INTRODUCCIÓN 
 

El tomate de árbol (Solanum betaceum) es un 
cultivo nativo del Sudamérica, bastante extendido 
en todas las provincias de la Sierra y Amazonía del 
Ecuador, de alta rentabilidad y con propiedades 
organolépticas deseables(Bohs 2007; Morales 2002; 
ESPAC 2016). Este cultivo es de gran importancia 
económica para pequeños y medianos agricultores 
del Ecuador, con una producción en el 2016 de 28 
500 t (ESPAC 2016). Tradicionalmente, la mayor 
producción se ha concentrado en las provincias de 
Tungurahua e Imbabura. 

 

Una de las principales enfermedades del cultivo   
es el tizón, presente en todas las zonas tomateras 
del Ecuador (Revelo et al. 2004a, Revelo et al. 
2004b). El agente causal es Phytophthora andina, 
que ha sido reportada  únicamente  en  los Andes  
y fue descrita en base a colecciones y estudios 
realizados en el Ecuador (Ordoñez et al. 2000; 
Adler et al. 2004; Chacón Acosta 2007;  Oliva et 
al. 2010). También puede atacar al pepino  dulce 
(S.  muricatum)  y  la  naranjilla  (S.  quitoense), 
así como a especies silvestres de la sección 
Anarrhichomenum de Solanum (Oliva et al. 2010; 
Forbes et al. 2013, 2016). Phytophthora andina 
ataca los tejidos del ápice, hojas y tallos de las 
plantas jóvenes, y follaje y ramillas en las plantas 
adultas (Revelo et al. 2004b), ocasiona defoliación 
severa y afecta seriamente la producción si no se 
toman medidas de control (Revelo et al. 2004a). 
En un principio, el patógeno fue identificado como 
P. infestans (el tizón tardío de la papa), pero análisis 
genéticos determinaron que era una especie nueva 
resultado de la posible hibridación entre P. infestans 
y otra especie aún no identificada de Phytophthora 
(Kroon et al. 2004; Gómez-Alpizar et al. 2008; 
Oliva et al. 2010; Goss et al. 2011; Martin et al. 
2014). Recientemente, el agente causal de tizón en 
tomate de árbol en Colombia ha sido descritocomo 
P. betacei (Mideros et al. 2018), mientras que en 
Perú se ha determinado que es P. andina. (Forbes 
et al. 2016). 

 

Se han desarrollado varios marcadores fenotípicos 
y genéticos para caracterizar e identificar las 
diferentes poblaciones de P. infestans, como son 
polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción (RFLP) del genoma nuclear, tipos de 
apareamiento, haplotipos mitocondriales (ADNmt), 
patrones enzimáticos y más recientemente 
microsatélites (Waterhouse 1963;  Galindo  y  
Hohl 1985; Griffith y Shaw 1998; Ordoñez et al. 
2000; Flier et al. 2002; Adler et al. 2004; Gómez- 

 

Alpizar et al. 2008; Oliva et al. 2010; Goss et al. 
2011; Blair et al. 2012; Forbes et al. 2012, 2016; 
Mideros et al. 2018; Martin et al. 2019). En base a 
estos mismos marcadores se han caracterizado a las 
poblaciones de Phytophthora en tomate de árbol. 
Así, se ha reportado en Colombia para P. betacei el 
linaje EC-3 en base a RFLPs, tipo de apareamiento 
A1 y haplotipo mitocondrial Ia (Mideros et al. 
2018), para P. andina en Perú el linaje PE-8, tipo 
de apareamiento A2 y haplotipo mitocondrial Ic, 
(Forbes et al. 2016) y para P. andina en Ecuador el 
linaje EC-3, tipo de apareamiento A1 y haplotipo 
mitocondrial Ia (Oliva et al. 2010). 

 

El empleo de marcadores moleculares de fácil uso, 
bajo costo y eficaces en distinguir las poblaciones 
del patógeno son indispensables para el estudio y 
manejo de la enfermedad. La población ecuatoriana 
de P. andina de tomate de árbol fue descrita por 
última vez en el 2010 (Oliva et al., 2010), y desde 
entonces no se ha realizado un análisis exhaustivo 
de la población. En esta investigación se reporta  
un posible nuevo haplotipo mitocondrial para 
P. andina en base a muestras colectadas en tomate 

de árbol en el 2018 en el Ecuador, obtenido tras    
la amplificación de las regiones P2 y P4 de ADN 
mitocondrial, y la respectiva digestión con las 
enzimas de restricción MspI y EcoR. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Cultivos puros de 131 aislamientos de P. andina 
obtenidos de hojas infectadas de S. betaceum de 21 
localidades en el Ecuador fueron multiplicados en 
cajas petri con agar centeno A (Caten y Jinks, 1968). 
El micelio fue recogido de la superficie de la caja 
con un asa bacteriológica previamente esterilizada 
y, se colocó en microtubos de 1.5 mL. El ADN 
genómico total fue extraído usando el Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Cat. # 
A1125), segúnlasespecificaciones delfabricante. La 
concentración de ADN (ng/µL) de cada muestra fue 
cuantificada usando el espectrofotómetro Nanodrop 
1000 (Thermo Fisher Scientific) y el programa ND- 
1000 V3.7.1 (Thermo Fisher Scientific). 

 

Dos regiones específicas del ADN mitocondrial 
denominadas P2 (1070 pb) y P4  (964  pb)  
(Griffith  y  Shaw,  1998)   fueron   amplificadas 
por separado, utilizando 15 ng de ADN y las 
siguientes condiciones (concentraciones finales): 
1X PCR Buffer, MgCl2 3 mM, dNTPs 0.2 mM, 1 
U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Thermo 
Fisher Scientific, Cat. # 10966-030 y # R0181) y 
0.325 µM por cada cebador en volúmenes de 20 



97 

REVISTAECUATORIANADEMEDICINAYCIENCIASBIOLOGICAS 

Haplotipos de Phytophthora de tomate de árbol 
Flores-Garcés et al. 2019 

 

 

 

 

Tabla 1.-Aislamineto ecuatoriano de Phytophtora andina de tomate de arbol 

 

 

 

 

 
 

μL. Los cebadores empleados fueron, en sentido 
5’-3’: P2, F2: TTCCCTTTGTCCTCTACCGAT, 
R2:   TTACGGCGGTTTAGCACATACA;    P4, 
F4: TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT, R4: 
CCGATACCGATACCAGCACCAA)    (Griffith  y 
Shaw 1998). Las reacciones de PCR fueron llevadas 
a cabo en el termociclador SureCycler 8800 (Agilent 
Technologies), con los siguientes parámetros: 94 
ºC por 3 minutos, seguido de 27 ciclos de 92 ºC 
por 30 segundos, 60 ºC por 50 segundos, 72 ºC  
por 1 minuto y 10 segundos y, finalmente, 72 ºC 
por 5 minutos. Se confirmó la amplificación de las 
regiones P2 y P4 mediante electroforesis de los 
productos en un gel de agarosa al 1.5 % preparado 
en TBE 0.5X y teñido con Syber® Safe DNA Gel 
Stain (Thermo Fisher Scientific, Cat. # S33102). 
Luego, los productos de PCR (16 µL) de la región 
P2 fueron digeridos con 2 U de enzima de restricción 
AnzaTM 65_Msp1 (Thermo Fisher Scientific,  Cat.  
# IVGN0656), mientras que los productos de la 
región P4 (16 µL) fueron digeridos con 2 U de 
enzima de restricción AnzaTM 11_EcoR1 (Thermo 
Fisher Scientific, Cat. # IVGN0116) según las 
especificaciones del fabricante, en un termociclador 
MultiGene TM OptiMax (Labnet International) a 37 
ºC por 2 horas. Los productos de digestión fueron 
visualizados en un gel de agarosa al 2 % preparado 
en TBE 0.5X y teñido con Syber® Safe DNA Gel 
Stain, según las especificaciones del fabricante. La 
electroforesis de los productos de digestión sellevó 
a  cabo  en  una  cámara  horizontal  (EnduroTM 96, 

 

Labnet International) a 100 V, 50 mA por 1 hora 30 
min en buffer TBE 0.5X. Se documentó el tamaño 
de banda de los productos de digestión con el equipo 
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio- 
Rad). Los tamaños de banda se calcularon según el 
marcador TrackIt TM 100 bp DNA ladder (Thermo 
Fisher Scientific, Cat. # 10488058) y el programa 
Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad). Los resultados fueron 
comparados con lo reportado para los haplotipos 
mitocondriales Ia, Ib, IIa, IIb (Carter et al. 1990; 
Griffith y Shaw 1998) y Ic (Ordoñez 2000; Flier et 
al. 2002; Oliva et al. 2002). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Los 131 aislamientos de P. andina analizados 
presentaron fragmentos de digestión cuyo tamaño 
concuerda con lo reportado para el haplotipo 
mitocondrial Ia de P. infestans en las regiones P2 y 
P4 del ADNmt (Griffith y Shaw 1998): 720 y 350 
pb para P2, y 394, 361 y 209 pb para P4 (Figura  
1). Sin embargo, los productos de PCR de la región 
P2 digeridos con la enzima MspI, presentaron de 
forma consistente fragmentos adicionales de 400 
pb y 500 pb y un fragmento no digerido de 1070  
pb (Figura 1A). Así mismo, los productos de PCR 
de la región P4 digeridos con la enzima EcoRI 
presentaron fragmentos adicionales de 603 pb y 
755 pb, así como un fragmento no digerido de 964 
pb (Figura 1B). 
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Figura 1.. Haplotipos mitocondriales de las regiones P2 y P4 de P. andina de tomate de árbol. 1A. Fragmentos de 
digestión de la región P2 con MspI. 1B. Fragmentos de digestión de la región P4 con EcoRI. El orden de las muestras 
es la misma para 1A y 1B, para cada columna se indica la provincia y localidad. Columna 1, 2 y 3: Napo, Linares; 
Columna 4 y 5: Tungurahua, San Francisco; Columna 6 y 7: Pichincha, Nanegalito; Columna 8: Azuay, Tomebamba; 
Columna 9: Azuay, Don Julo; Columna 10: TrackIt TM 100 bp DNA ladder. Bandas adicionales en amarillo. 



99 

REVISTAECUATORIANADEMEDICINAYCIENCIASBIOLOGICAS 

Haplotipos de Phytophthora de tomate de árbol 
Flores-Garcés et al. 2019 

 

 

 

La determinación de los haplotipos mitocondriales 
en P. infestans y P. andina tiene su base en la 
metodología de Griffith y Shaw (1998), en el que 
los cebadores utilizados fueron desarrollados para 
la caracterización de P. infestans. La mayor parte 
de estudios sobre la caracterización de P. andina 
no incluyen imágenes de los distintos haplotipos 
mitocondriales encontrados ni se reportan los 
tamaños de bandas obtenidos, a excepción de la 
investigación de Forbes et al. (2016), que en la 
información suplementaria muestra el patrón de 
bandas característico del haplotipo  mitocondrial  
Ia de P. andina de tomate de árbol con MspI. Allí 
también se observan bandas adicionales leves de 400 
y 1070 pb, similares a las encontradas en el presente 
trabajo. Estas bandas adicionales también se las 
puede observar en Ordoñez et al. (2000), donde se 
documenta el patrón de bandas característico de P2 
con MspI para los haplotipos  mitocondriales Ia de 
P. infestans y Ic de aislamientos que en ese entonces 
fueron considerados como P. infestans sensu lato, 
pero que posteriormente fueron clasificados  como 
P. andina (Adler et al. 2004; Oliva et al. 2010). 

 

Hasta donde se tiene conocimiento, no existen 
trabajos publicados sobre P. andina proveniente de 
tomate de árbol en los que se reporte los haplotipos 
mitocondriales en la región P4 del ADNmt 
utilizando EcoRI. Este trabajo sería el primer 
reporte de este tipo, y que documenta bandas 
adicionales a lo previamente descrito para este 
patógeno de S. betaceum (Adler et al. 2004; Oliva 
et al 2010; Forbes et al. 2016; Mideros et al. 2018). 

 

La presencia de bandas adicionales en los haplotipos 
de P. andina de tomate de árbol, además de los 
registrados para P. infestans, se podría explicar por 
la existencia de sitios de restricción  adicionales  
en las regiones P2 y P4 del ADNmt. Esto tendría 
coherencia con la postulación de que P. andina es 
un producto de hibridación entre P. infestans y otra 
especie desconocida de Phytophthora (Goss et al. 
2011, Martin et al. 2015). Así, el sitio de anclaje  
de los cebadores y los sitios de restricción de las 
enzimas pudieran variar, ya que originalmente éstos 
fueron diseñados para P. infestans. 

 

Análisis recientes de cinco loci del genoma 
mitocondrial de P. infestans (Martin et al. 2019), 
donde  se  incluyó  en  el  estudio  una  muestra  de 
P. andina de tomate de árbol del Ecuador, 
evidenció la presencia de 37 diferentes haplotipos 
mitocondriales en P. infestans y un  haplotipo 
único para la muestra de P. andina. Esos autores 
reconocen que su técnica no es práctica para estudios 

poblacionales con un número grande de muestras, 
ya que el tiempo y los costos son elevados. El hecho 
de que bandas adicionales se presenten de manera 
consistente en todos los aislamientos de P. andina 
de tomate de árbol analizados en este estudio, 
mediante técnicas rápidas y económicas, sugiere 
que estas bandas deberían ser consideradas para la 
descripción de un nuevo haplotipo mitocondrial en 
P. andina de tomate de árbol  que difiere del  Ia de 
P. infestans. 
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