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RESUMEN

Utilizando los clones diferenciales de
papa que contienen genes R (1-11) se evalud la
composicion de las razas fisiologicas de P. infes-
tans presentes en una muestra de 40 aislamientos
colectados en 5 zonas geograficas de Costa Rica.
La estructura de las razas, respecto a los factores
de virulencia, fue determinada mediante la ino-
culacion del patdogeno en foliolos separados de
cada uno de los clones diferenciales. Se encon-
tr6 una alta variabilidad y complejidad en la
poblacion evaluada de P. infestans, y diferencias
entre las zonas geograficas y la estructura de las
razas. De los 40 aislamientos, 37 resultaron ser
razas diferentes y solamente 3 de los patotipos
comparten los mismos factores de virulencia. De
acuerdo con los indices relativos de Shannon y
Gleason, en Zarcero y Cartago es donde existe la
complejidad (factores de virulencia) y variabili-
dad (diferentes patotipos) mas altas de la pobla-
cion. Los factores de virulencia que se expresan
en una frecuencia mayor en la poblacion estudia-
dasonel 3, el 7y el 8, mientras que el factor que
se expresa con una frecuencia menor es el 5.
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ABSTRACT

Physiological race composition of
Phytophthora infestans in Costa Rica.
Composition of the physiological races
of P. infestans present in a sample of 40
isolates from 5 geographical zones of Costa
Rica was assessed, using indicator potato
clones possessing R genes 1 to 11. Races were
determined by their reaction on detached leaflets
of differential potato clones. A high variability
and complexity were found in the pathogen
population. There were also differences among
the geographic zones in regard to race structure.
Thirty seven out of 40 isolates were different
races and only 3 of the pathotypes shared the
same virulence factors. Shannon and Gleason
relative diversity indices showed that Zarcero
and Cartago populations presented the highest
complexity (virulence factors) and variability
(different pathotypes). Virulence factors 3, 7 and
8 were found most frequently, whereas virulence
factor 5 was rare.
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INTRODUCCION

El tizdn tardio de la papa, causado por el
oomicete fitopatogeno Phytophthora infestans, es
la enfermedad més importante que afecta a este
cultivo alrededor del mundo. En varias oportuni-
dades, la enfermedad ha alcanzado proporciones
de epifitia. La mas conocida fue la ocurrida en
Irlanda en 1845, que ocasion6 una gran hambru-
na y provoco la muerte de cerca de un millon de
personas. A pesar del avance en el conocimiento
que se tiene de la enfermedad, hoy dia el tizon
tardio continfia siendo uno de los principales
factores limitantes en la produccion de papa alre-
dedor del mundo. Segtin estimaciones del Centro
Internacional de la Papa (CIP), esta enfermedad
ha reducido la produccion mundial en 15%; por
otra parte, la pérdida econdmica estimada para
los pafses en desarrollo representa unos US $ 2,75
millones al afo (CIP 1996).

El origen del patosistema P. infestans / S.
tuberosum no es del todo claro (Abad y Abad
1997). Sin embargo, tradicionalmente se ha suge-
rido el Valle de Toluca en México como el centro
de origen de P. infestans (Tooley et al. 1986), por
encontrarse en este lugar las 2 formas de com-
binacion sexual; denominadas arbitrariamente
A,y A,. Goodwin (1997) sehala que desde este
lugar se inici6 la diseminacion del hongo de
tipo sexual A, en 1842, y posteriormente el tipo
sexual A, en la década de 1980. Una de las cua-
lidades més sobresalientes de P. infestansy que
ha sido documentada en diferentes regiones del
mundo, tanto en papa como en otras solaniceas
es su gran variabilidad o complejidad patogénica
(Derie y Inglis 2001). La existencia de razas en
este patogeno es lo que ha dificultado hasta el
momento la obtencién de variedades comerciales
de papa con resistencia duradera. Los principales
mecanismos que justifican tal variabilidad en P.
infestans son: la posibilidad de la reproduccion
sexual, la hibridacion somatica de hifas y la
variacion poblacional del hongo provocada por
la presencia de genes R en la poblacion de los
cultivares comerciales (Tooley et al. 1986, Shaw
1991, Goodwin €t al. 1995). Estas caracteristicas,
aunadas a la posibilidad de migracion de patotipos
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entre pafses y continentes, hacen posible que
exista un gran dinamismo que favorece cambios
en la composicion genética de la poblacion de P.
infestans (Fry et al. 1993, Goodwin et al. 1998,
Platt et al. 1999).

En Costa Rica son cultivadas alrededor de
3000 ha de papa con un rendimiento promedio de
23 t ha'! (Brenes et al. 2002, Jiménez et al. 1998).
El 80% es cultivado con la variedad Floresta y
el resto con las variedades Granola, Atzimba,
Idiafrit, y Birris, asf como otras de menor impor-
tancia (Amador 2003). Sin embargo, no existen
estudios actuales que expliquen el impacto econd-
mico del hongo sobre la produccion, no obstante
se afirma, que las pérdidas alcanzarian el 100%,
si las condiciones climaticas fueran favorables al
desarrollo de la enfermedad y no se contara con
recursos econdmicos para un adecuado programa
de proteccion con fungicidas.

A inicios de los afos 60, Garofalo (1962)
hizo en Costa Rica el primer y hasta el momento
Gnico intento en determinar la estructura de las
razas fisiologicas de P. infestans. Encontr6 una
baja complejidad, 1 6 2 factores de virulencia y la
presencia de 8 de las 16 diferentes razas. En vista
que no se tiene estudios recientes sobre la compo-
sicion fisiologica de P. infestans la presente inves-
tigacion tuvo como objetivo determinar el cambio
poblacional de P. infestans ocurrido en las Gltimas
4 décadas en Costa Rica.

MATERIALESY METODOS

Aislamientos

La obtencion de los aislamientos de
Phytophthora infestans se hizo a través de un
muestreo al azar, colectando al menos 1 muestra
en cada lote infectado, en 5 zonas diferentes de
Costa Rica. Dos localidades donde tradicional-
mente se cultiva papa en Costa Rica: Zarcero y
la region Norte de Cartago; ademas, de 3 locali-
dades no tradicionales para el cultivo de la papa:
Fraijanes en Alajuela; Tres Rios en Cartago; y
San Joaquin de Flores en Heredia (en este lugar
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previamente habia sido sembrada la variedad
Granola). Cada zona se considerd como una uni-
dad agrondmica independiente y en ellas se reco-
lectd, en junio del 2000, foliolos infectados natu-
ralmente. En total se colect6 40 aislamientos.

Los aislamientos fueron obtenidos de hojas
con sintomas. Para generar un cultivo puro del
hongo, se colocd una pequefa seccion de la lesion
(1 cm?), con abundante esporulacion entre 2 roda-
jas de papa de la variedad Granola. Las rodajas
fueron incubadas en una camara hiimeda a 18°C
y en oscuridad. Después de 7 dias se tomd una
porcidn de micelio aéreo, el cual se colocd sobre
medio Agar-centeno (Caten y Jinks 1968) modi-
ficado por Brenes (2000). Para mantener la viru-
lencia del patdgeno durante su almacenamiento
en medio artificial, se hicieron subcultivos de
este transfiriendo el micelio aéreo del tubérculo
al medio de cultivo y viceversa.

Preparacion del indeulo

La preparacion del indculo se llevd a cabo
con esporangios recuperados de aislamientos
puros del patogeno en medio de Agar-centeno
con 2 semanas de cultivo. Posteriormente, se
calculd la concentracion de esporangios con un
hemacitometro estandarizando a 40000 espo-
rangios ml-!.

Fig. 1.
patible y c. otra no compatible

Prueba de virulencia

La virulencia especifica de cada aislamien-
to fue determinada usando el método de foliolo
separado en 11 clones diferenciales de papa, que
poseen los genes de resistencia del R; al R;; y un
clon sin genes mayores (f). Los clones in vitro
fueron obtenidos del Centro Internacional de la
Papa (CIP) y micropropagados en el Laboratorio
de Biotecnologia de Plantas del Centro de
Investigaciones Agrondmicas de la Universidad
de Costa Rica, para su siembra en invernadero.
Las plantulas se colocaron en potes plasticos de
12 cm de profundidad, que contenfan una mezcla
esterilizada de fibra de coco molida y suelo en
proporcion 2:1. La temperatura del invernadero
fue de 15-22 °Cy 12 horas de luz natural.

La prueba de foliolo separado se realizd
usando foliolos jovenes, completamente desarro-
llados, ubicados en la 5% y 6" hoja subterminal
de plantas de 6 a 8 semanas de edad. Los foliolos
fueron colocados en cajas plasticas transparentes
de 20x20x6,5 cm (Figura la), en posicion abaxial
y sobre un papel filtro o papel toalla estéril colo-
cado sobre un soporte metalico. En cada caja se
agreg6 previamente 100 ml de agua estéril. Cada
foliolo fue inoculado con una gota de 25 pl de
suspension de esporangios equivalente a 1000
esporangios, posteriormente fueron colocados

a. Cajas conteniendo foliolos inoculados con P. infestans. b. Foliolos separados donde se observa una reaccion com-
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en una camara graduada a 18+1°C y 16 h de
iluminacion. Para cada diferencial se utilizd 2
foliolos, donde cada foliolo represent6 una unidad
experimental. La prueba se hizo por triplicado
utilizando foliolos de plantas diferentes.

Los foliolos fueron evaluados 5 dias después
de la inoculacion. Se determind la presencia de una
reaccion compatible (crecimiento micelial y abun-
dante esporulacion) o incompatible (ausencia de
sintomas visibles o presencia de puntos necroticos)
como se puede observar en la figura 1b y Ic. El
aislamiento se consider6 virulento si al menos 4 de
6 foliolos presentaban una reaccion compatible.

Analisis

La designacion de las razas de P. infestansse
realizd usando la nomenclatura propuesta por Black
et al. (1953) y un clon diferencial como testigo sin
genes mayores o genes I sugerido por Tooley et al.
(1989). La diversidad en la poblacion seleccionada

fue estimada a través de los indices de Shannon
y de Gleason (Goodwin et al. 1995). El indice de
Shannon calculado como: Hg = X i (pJ lnpj),j = 1...np,
donde P es la frecuencia de la ;th raza en la pobla-
ciony n,es el niimero de razas. El indice de Gleason
calculado como: Hg; = (np - 1)/ (Inn,), donde n,es el
nimero de razas y n; es el nimero de aislamientos
evaluados. Para comparar las localidades y reducir
el efecto por la diferencia en el tamafio de las mues-
tras, se determind el indice relativo de los indices
de diversidad anteriormente mencionados. El Hg,
=Hg/ (M —1)yel Hy =Hg/ (Inn).

RESULTADOS

La complejidad de los aislamientos de P. infes-
tans analizados se observa en el cuadro 1. Es impor-
tante resaltar la presencia de razas simples y com-
plejas. De los 40 aislamientos que fueron inoculados
sobre los 11 clones diferenciales de papa, se encontrd
que 37 son patotipos diferentes y que los 3 restantes

Cuadro 1. Estructura de las razas identificadas en 40 aislamientos de P. infestans colectados durante el afio del 2000 en 5

localidades de Costa Rica.

Localidad Raza Frecuencia (%) Localidad Raza Frecuencia (%)

Cartago 4.8 0,025 Zarcero 1.2.3.4.6.7.8.10 0,025
1.2.3.4.6.7.8.9.10.11 0,025 1.2.3.4.5.6.7.8.9.11 0,025
2.3.6.7.8.9.10.11 0,025 9.11 0,025
2.4.677.8 0,025 1.3.4.6.7.8.9.11 0,025
1.2.3.4.6.7.8 0,025 1.2.3.4.6.7.8.10.11 0,025
7. 0,025 3.7.8 0,025
1.2.3.4.6.7.8.9.10 0,075 4.6.8.9. 0,025
1.2.3.6.7.9 0,025 Fraijanes 2.3.4.6.1.8 0,025
1.2.3.4.6.7.8 0,025 3.5.89 0,025
4.6.8. 0,025 3.6.7.8.10.11 0,025
2.3.4.6.7.8.9.10 0,025 2.3.4.6.7.8 0,025
3.4.5.6.7 0,025 Tres Rios 3.47.8.10 0,025
1.3.4.6.7.8.9.10 0,025 3.7.89 0,075
1. 0,025 3.7.8.10 0,025
4.7.8 0,025 3.4.7.9.10 0,025

Zarcero 2.3.4.6.7.8.11 0,025 S. Joaquin 2.4.6.7.8 0,025
1.2.3.4.6.7.8.10.11 0,025 1.2.379 0,025
1.2.3.4.5.6.7.8.9.10.11 0,025 8. 0,025
1.2.3.6.7.8.9.11 0,025 1.3.4.6.7.8.11 0,025
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presentan los mismos factores de virulencia (la raza:
1.2.3.4.6.7.8.9.10). En Zarcero se encontro la raza con
la complejidad més alta, 11 factores de virulencia (la
raza: 1.2.3.4.5.6.7.8.9.10.11). Ademas, en la poblacion
analizada no se logrd determinar la presencia de aisla-
mientos que correspondieran a una raza 0.

La frecuencia con que se expreso cada raza
de la poblacion analizada se presenta en el cuadro
2. Como se puede observar, la poblacion evaluada
fue altamente variable con respecto a las razas, no
asf para los factores de virulencia presentes en cada
una de estas. El factor con mayor frecuencia es el
8 (f=0,88), seguido del 7 (f=0,83) y del 3 (=0,79);
mientras que el que presenta la frecuencia mas baja
es el factor 5 (f=0,10). Ademas, existen diferencias
en la frecuencia de aparicion de los factores de
virulencia seglin 1a localidad. De las zonas paperas,
Zarcero es el lugar donde cada factor de virulencia

se expresa con una frecuencia mayor, salvo los fac-
tores 4, 9y 10 que son més frecuentes en la zona de
Cartago. Por otra parte, en las localidades de San
Joaquin, Fraijanes y Tres Rios, donde tradicional-
mente no se siembra papa, se muestra una baja fre-
cuencia en la mayoria de los factores de virulencia,
excepto en los factores 3, 5 y 10 que fueron los mas
frecuentes en estas localidades.

El nimero de factores de virulencia o com-
plejidad que se expresa en cada aislamiento vario
con la localidad. Los aislamientos de la localidad
de Zarcero y la region de Cartago fueron destacados
por presentar los valores mas altos de factores de
virulencia; en promedio se present6 7,2 y 6,8 facto-
res de virulencia por aislamiento, respectivamente.
Por otra parte, los aislamientos de las localidades
de San Joaquin y Tres Rios presentaron los valo-
res mas bajos, 4,8 y 4,5 (Cuadro 3).

Cuadro 2. Frecuencia de los factores de virulencia de P. infestansen 5 zonas geograficas de Costa Rica, en el afio 2000.

Frecuencia de cada factor

Zona 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Cartago 0,53 0,59 0,65 0,76 0,06 0,76 0,82 0,76 0,47 0,41 0,12
Zarcero 0,73 0,64 0,82 0,73 0,18 0,82 0,82 0,91 0,55 0,36 0,73
S. Joaquin 0,50 0,50 0,50 0,50 0 0,50 0,75 0,75 0 0 0,25
Fraijanes 0 0,50 1,0 0,50 0,25 0,75 0,75 1,0 0,25 0,50 0,25
Tres Rios 0 0 1,0 0,50 0 0 1,0 0,75 0,50 0,75 0

Promedio 0,35 0,44 0,79 0,60 0,10 0,57 0,83 0,88 0,35 0,41 0,27

Cuadro 3. Namero de factores de virulencia e indices de diversidad de razas en la poblacion de P. infestans, en el ano 2000.

Namero de

Promedio de factores

Localidad aislamientos Ho Hor Hs Hgr de virulencia / aislamiento
Cartago 17 4,94 0,88 2,64 0,93 6,4
Zarcero 11 4,17 0,96 2,40 1,00 7,2
Fraijanes 2,16 0,79 1,39 1,00 53
San Joaquin 2,16 0,79 1,39 1,00 4.8
Tres Rios 2,16 0,79 1,39 1,00 4,5
Poblacion total 40 10,0 0,94 3,61 0,98 57

HG : indice de Gleason; HGR : indice relativo de Gleason.
Hg : indice de Shannon; Hp, : indice relativo de Shannon.
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En cuanto a los indices de diversidad, en
el cuadro 3 se pueden apreciar los indices rela-
tivos de diversidad de Gleason y Shannon. Para
las localidades de tradicion papera (Cartago y
Zarcero), la localidad que expresa una mayor
cantidad de fenotipos diferentes y a la vez una
mayor similitud en la frecuencia de los diferentes
fenotipos es Zarcero. Por su parte, las localidades
que no se caracterizan por su vocacion papera
(Fraijanes, San Joaquin y Tres Rios), tienen un
indice de diversidad igual entre ellos, pero menor
al de Cartago y Zarcero, ya que los aislamientos
en estas localidades son diferentes en fenotipo
pero iguales en frecuencia.

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion
corresponden al segundo estudio realizado en el
pais para determinar la estructura de las razas
fisiologicas de P. infestans existentes, e ilustra
la diversidad y complejidad de la poblacion de
este patogeno en Costa Rica, en el afio 2000.
El primer estudio realizado para determinar la
estructura de las razas fisiologicas fue desarro-
llado por Garbdfalo a inicios de la década de los
60 en la region papera de Cartago. A través de
los diferenciales derivados de la especie Solanum
demissum propuestos por Black et al. (1953),
Garofalo (1962) logr6 determinar la presencia
de 8 diferentes patotipos de P. infestans, los
cuales presentaron un méaximo de 2 factores de
virulencia por aislamiento; donde los factores
mas frecuentes fueron el 1 y el 4. Al comparar el
trabajo de 1962 con el presente estudio, es notorio
el incremento en la diversidad y complejidad de
la poblacion del hongo luego de 38 ahos, aunque
se debe tomar en cuenta el cambio en las varie-
dades cultivadas actualmente y el nimero de
estas, ademas de las localidades y las diferencias
metodoldgicas utilizadas para determinar la com-
posicion de la poblacion evaluada. En el 2000, la
poblacion de P. infestans en la zona de Cartago
presentd en promedio 6,4 factores de virulencia
por aislamiento y la frecuencia de los factores de
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virulencia cambid de 1 y4 a 7 y 8; tal y como se
observa en el cuadro 2.

En otros paises, se considera a las migra-
ciones como la fuente principal de incremento en
los factores de virulencia y diversidad de razas
de P. infestans. En paises como Canad4, Estados
Unidos y Reino Unido se ha detectado cambios
drésticos en la estructura genética y fisiologica
de la poblacion de este patogeno, reportandose
el surgimiento de nuevos linajes y una mayor
complejidad (Peters et al. 1998). Sin embargo, la
hipdtesis de que las migraciones incrementan la
estructura de las razas fisiologicas, es motivo de
cuestionamientos. Swiezynski et al. (2000), ana-
lizaron aislamientos de P. infestans que fueron
recolectados y almacenados antes de las migra-
ciones descritas por Fry et al. (1991), Goodwin
(1997) y Forbes (1997) hacia el norte de América
y Europa; asi como de aislamientos recobrados
luego de ocurridas las migraciones del patogeno
descritas anteriormente. Los resultados confir-
maron la presencia de 11 factores de virulencia en
ambas poblaciones, sugiriendo que el niimero de
factores de virulencia o el aumento en la comple-
jidad no es causado por la introduccion de nuevos
patotipos. Esto podria ser causado, mas bien, por
la presencia de recombinacion sexual introducida
por la interaccion de los tipos de apareamiento Al
y A2 del patogeno, como lo discuten Grunwald y
Flier (2005). Es importante resaltar que hasta el
momento existen 11 genes R identificados clara-
mente, y que estos son solamente una muestra de
los genes R totales presentes en las especies cul-
tivadas y silvestres de papa, y que posiblemente
el nimero es atin mayor (Swiezynski et al. 2000,
Dowley et al. 2000); lo cual implicaria también
una mayor variabilidad del patogeno con respecto
al nimero de factores de virulencia que se podria
encontrar en las razas.

Por otra parte, al analizar la estructura
patogénica de la poblacion de P. infestans en los
aislamientos recolectados, se aprecia que existen
diferencias en la frecuencia de los factores de
virulencia entre las localidades. Los factores mas
frecuentes son 7 y 8; mientras que los menos
frecuentes son 5, 11 y 9. Este comportamiento
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es diferente al encontrado por Swiezynski et al.
(2000), donde luego de analizar una recopilacion
de la informacion a nivel mundial, se encontro
que los factores de virulencia que se expresan
con mayor frecuencia son 4, 1 y 3, respectiva-
mente. Los resultados si son similares en cuanto
a la baja frecuencia de los factores 5 y 9. Sin
embargo, Derie e Inglis (2001) encontraron una
frecuencia de 95% en el factor de virulencia 5 en
Washington, EE.UU. De acuerdo con los trabajos
realizados por Stewart (1990), Zarzyck (1996) y
Sujkowski (1992) citados por Swiezynski (2000),
los factores 5 y 9 presentan por lo general una
baja frecuencia, debido a que existe una irregu-
laridad en la expresion de la avirulencia en el
diferencial, indicando ademéas que los cambios
en la expresion de la avirulencia esta altamente
correlacionada con cambios de temperatura.

Es posible que la gran variabilidad de
razas fisiologicas de P. infestans determinada en
Costa Rica, como lo demuestra el indice Gleasson
(Cuadro 3) y el cambio en la frecuencia de los
factores de virulencia, este relacionada con las
fuentes de genes R existentes en las diversas
variedades de papa que se han cultivado y se
cultivan actualmente, producto del mejoramiento
genético basado en genes mayores. El mismo
hecho de no encontrar con aislamientos sin fac-
tores de virulencia, como lo seria una raza 0, en
la muestra estudiada, es un indicativo de que este
factor es muy poco frecuente en la poblacion de
P. infestans En paises como Argentina, Per(,
Meéxico, Venezuela, Canada e Italia la raza O es
muy frecuente (Cristinzio et al. 1998, Aponte y
Jiménez 1990).

Es importante destacar ademas, que la
expresion de los factores de virulencia o aviru-
lencia son influenciados por varias condicio-
nes, 2 de las cuales son de caricter genético
inherentes tanto al patdgeno como a la planta:
la genética determinada por la virulencia del
patdogeno (Al-Kherb et al. 1995) y la genética
determinada por la resistencia especifica del
diferencial (Malcolmson y Black, 1966). Una
tercera condicion es mas inherente a las condi-
ciones bajo las cuales se desarrollo la evaluacion.

En este punto, como menciona Swiezynski et
al. (2000), es importante sefalar la posicion del
foliolo en la planta, la temperatura ambiental en
la que se desarrolla la prueba, la concentracion
del indculo, la fertilizacion aplicada a las plantas
y el pretratamiento del patdogeno para obtener el
indculo. Todas estas causas pueden ser motivo de
la poca concordancia que existe entre laborato-
rios y ademas que se presenten diferencias en la
expresion de determinados factores de virulencia
en los aislamientos evaluados.

Ademas, los factores ligados a condicio-
nes ambientales como la cantidad de lluvia, la
humedad relativa, el ambito de temperatura, los
tipos de hospederos y la sensibilidad a fungicidas
entre otros, pueden estar también influyendo en
las diferencias encontradas en las localidades
evaluadas en la expresion de determinados fac-
tores de virulencia. Al observar el indice relativo
de diversidad de la poblacién, encontrado en el
presente trabajo, se puede concluir que en Costa
Rica existen diferencias en la estructura de las
razas de acuerdo a diferencias en las zonas geo-
gréficas; siendo Zarcero donde existe la mayor
variedad de factores de virulencia y el mayor
nimero de razas.
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