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RESUMEN

Para determinar la diversidad genética de
Phytophthora infestans en Costa Rica, 62 aisla-
mientos de este patdgeno fueron recolectados en
plantaciones de papa en las zonas de Cartago,
Zarcero, Fraijanes y Heredia durante 1999-2001
y analizados con el uso de RAPDs. Todos
los aislamientos fueron previamente evaluados
para el tipo de apareamiento y la resistencia al
metalaxyl. Se seleccion6 11 imprimadores con
los cuales fue posible formar 17 grupos RAPD
cuyas frecuencias variaron de 0,55 a 0,02. En el
grupo mas frecuente se encontrd aislamientos
resistentes y sensibles provenientes de todas las
zonas muestreadas. Todos los aislamientos en los
17 grupos mostraron una alta relacion genética.
La mayor diversidad genética se encontrd entre
aislamientos y no se observd ninguna sub-estruc-
turacion poblacional de acuerdo a las zonas o
sensibilidad al metalaxyl. Al comparar los aisla-
mientos costarricenses con los aislamientos fora-
neos US-1, US-18 y EC-1, no se observd ninguna
relacion genética entre ambas poblaciones; de
hecho, el coeficiente de diferenciacion genética
G, mostro6 que la poblacion local es diferente a la
de los aislamientos fordneos. El analisis con los
RAPDs revel6 que la poblacion de P. infestans,
en las plantaciones de papa en Costa Rica, es
diversa aunque probablemente los aislamientos
comparten un ancestro en coman.
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ABSTRACT

Genetic diversity of Phytophthora infes-
tans isolates collected in potato fields of Costa
Rica using RAPDs. In order to determine the
genetic diversity of Phytophthora infestans in
Costa Rica, a total of 62 isolates were collected
in potato-growing regions of Cartago, Zarcero,
Heredia and Fraijanes during 1999-2001 and
subjected to a RAPD analysis. All isolates were
previously assayed for mating type and meta-
laxyl resistance. By using 11 primers, it was
possible to generate 17 RAPD genotypes, with
frequencies ranging from 0.55 to 0.02. Resistant
and susceptible isolates coming from all sampled
zones were found in the most frequent group.
All isolates from the 17 groups showed a genetic
relationship. The highest genetic variation was
found among isolates; therefore, the population
structure was not fractioned as a result of the
production zone or the sensitivity to metalaxyl.
Analyses with the G coefficient showed no
genetic similarities between Costa Rican and
the foreign (US-1, US-18, and EC-1) isolates. In
conclusion, RAPD analysis revealed the genetic
diversity of the P. infestans population in Costa
Rican potato fields, although there is a possibility
that all isolates are sharing a common ancestor.

2/ Autor para correspondencia. Correo electronico:
robertov@cariari.ucr.ac.cr
* Centrode Investigaciones Agronémicas, Universidad

de Costa Rica. San José, Costa Rica.



42 AGRONOMIA COSTARRICENSE

INTRODUCCION

El tizén tardio de la papa, causado por
el patogeno Chromista-Oomicete Phytophthora
infestans, es una enfermedad que representa un
obstaculo importante para la produccion de este
cultivo en Costa Rica. La producciéon de papa
en el pais se lleva a cabo durante todo el aho y
en areas que poseen condiciones ambientales
favorables para el desarrollo de la enfermedad,
lo cual permite al patdogeno mantener una alta
cantidad de indculo en el campo. Esta situacion es
contraria a la produccion de papa que se realiza
de forma estacional en Europa y Norteamérica
donde el tizon tardio debe reiniciar su ciclo nue-
vamente en cada estacion de cultivo.

En las altimas 2 décadas, los cambios
genéticos en las poblaciones de este patdgeno
alrededor del mundo han ocurrido de forma ace-
lerada, debido principalmente a 2 fendmenos: la
aparicion de cepas resistentes al metalaxyl; y la
aparicion del tipo de apareamiento A2 donde antes
no existia. Ambos fendomenos ocurrieron desde
inicios de la década de los 80s en Europa (Hohl
e Iselin 1984, Gisi y Cohen 1996). En un primer
momento, dichos fenomenos parecieron estar rela-
cionados; sin embargo, estos ocurrieron de forma
independiente. En el primer caso, la resistencia
al metalaxyl se origind por la seleccion de cepas
resistentes (Gisi y Cohen 1996), mientras que el
segundo, ocurrid a partir de la migracion de cepas
A2 desde México, potencial centro de diversidad
de P. infestans (Goodwin y Drenth 1997).

Posterior a estos 2 fendmenos, otras migra-
ciones alrededor del mundo han contribuido a
los cambios poblacionales de P. infestans, dando
como resultado un incremento en la diversidad
del patogeno y un aumento en la severidad de la
enfermedad. Estos cambios poblacionales han
sido estimados por la presencia y frecuencia de los
genotipos viejos y nuevos, caracterizados segin
las razas fisiologicas, el tipo de apareamiento, las
aloenzimas Glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y
Peptidasa (Pep), los haplotipos de ADN mitocon-
drial (mtADN) y los patrones RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, por su siglas en
inglés) con la sonda RG57. Las poblaciones viejas
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estan formadas por genotipos que son sensibles
al fungicida metalaxyl, tipo de aparecamiento Al,
aloenzima Gpi 86/100 6 100/100, aloenzima Pep
92/92, 92/100 6 100/100, haplotipo mtADN Ib,
un patron especifico RFLP-RG57 y pocos genes
de virulencia. El genotipo que mejor representa a
las poblaciones viejas es el US-1 y sus variantes,
los cuales difieren del primero en 1 6 2 bandas del
patron RFLP-RGS57. Por otro lado, las poblaciones
nuevas estan formadas por genotipos que son sen-
sibles o resistentes al fungicida metalaxyl, tipo de
apareamiento Al o A2, aloenzima Gpi'y Pep dife-
rentes a las poblaciones viejas, haplotipo mtADN
Ia, ITa o IIb, patréon RFLP-RG57 diferente al US-1
y una mayor cantidad de genes de virulencia.

En Norteamérica, por ejemplo, la apa-
ricion de cepas resistentes al metalaxyl y de
aislamientos con tipo de apareamiento A2 a
inicios de los 90s, ocurrid por la migracion de
cepas desde el norte de México. Estas cepas se
distribuyeron a través de los EE.UU. hasta llegar
a Canada (Goodwin et al. 1996). Los cambios en
estas poblaciones norteamericanas siguen sien-
do activos, producto de nuevas migraciones y
recombinaciones de los genotipos inmigrantes
con los genotipos preexistentes (Goodwin et al.
1998, Gavino et al. 2000, Wangsomboondee et
al. 2002). En los paises del Este Asiatico, las
poblaciones viejas de P. infestans formadas por el
genotipo US-1, han sido desplazadas por nuevos
genotipos inmigrantes resistentes al fungicida
metalaxyl y del tipo de apareamiento A2 (Koh
et al. 1994, Ghimire et al. 2003). En el Norte de
Africa, los cambios observados en aislamientos
de P. infestans recolectados entre 1996 y 1998,
han sido causados por migraciones de nuevos
genotipos provenientes de Europa (Sedegui et
al. 2000). En Sudamérica, especificamente en
Ecuador, nuevos genotipos como el EC-1 han
sido introducidos desplazando a las poblaciones
viejas formadas por el genotipo US-1 (Forbes et
al. 1997). En Per(, las poblaciones de P. infestans
han cambiado dramaticamente desde mediados de
1980, con migraciones de cepas provenientes de
Ecuador, las cuales también han sido encontradas
en Colombia y Venezuela (Pérez et al. 2001). En
Per@i también se ha encontrado nuevos genotipos,
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como el PE-3, producto de mutaciones o recom-
binaciones asexuales de los genotipos existentes
(Pérez et al. 2001). En Europa, a partir de los 80s,
los cambios poblacionales de P. infestans se han
mantenido muy activos a causa de las migracio-
nes entre paises y recombinaciones de las cepas
inmigrantes con las preexistentes (Gisi y Cohen
1996, Dowley et al. 2000, Knapova y Gisi 2002).
En Israel, las poblaciones de P. infestans han
sufrido 3 grandes cambios en las Gltimas 2 déca-
das, producto de nuevos genotipos provenientes
de Europa, a través de la importacion de semilla
de papa, y subsecuente recombinacion de los
genotipos inmigrantes con los genotipos locales
(Cohen 2002).

De esta manera, las migraciones de P.
infestans han sido una via importante en los
cambios actuales de las poblaciones de este pato6-
geno alrededor del mundo. Asf, la coexistencia de
los genotipos nuevos con los genotipos locales,
sumado a los cambios en la frecuencia de linajes
clonales y posibles recombinaciones, son vias adi-
cionales que contribuyen a los cambios genéticos.
Ejemplos de esto, son la aparicion en EE.UU. de
genotipos mas agresivos, resultado de la recombi-
nacion de los genotipos locales con los genotipos
inmigrantes desde México (Gavino et al. 2000),
o el aumento en la diversidad fenotipica en las
poblaciones europeas de P. infestans producto de
procesos locales, que incluyen la recombinacion
sexual y especificidad del hospedero, posterior a
las migraciones (Knapova y Gisi 2002).

No siempre el incremento en la agresivi-
dad de las poblaciones de P. infestans es atribui-
ble a la migracion de nuevos genotipos, ni a la
recombinacion de los genotipos inmigrantes con
los genotipos locales. Tal es el caso de Sudéafrica,
donde la severidad de las epidemias de tizon
tardio en plantaciones de papa, son atribuidas a
las condiciones favorables del ambiente para el
desarrollo de la enfermedad, a la resistencia del
patdgeno a fungicidas fenilamidas como el meta-
laxyl, y muy probablemente a la implementacion
incorrecta de programas de aplicacion de fungici-
das; pero no a la inmigracion de nuevos genotipos
(McLeod et al. 2001). Este hecho muestra como

los cambios genéticos en las poblaciones de P.
infestans, ocurridos a partir de la década de los
80s, también son afectados por factores ambien-
tales locales y las practicas de cultivo.

En Costa Rica, la evaluacion de aislamien-
tos de P. infestans, parece indicar que las pobla-
ciones actuales no han sufrido cambios recientes
atribuibles al flujo de genes. Goodwin er al.
(1994), evaluaron 8 aislamientos costarricenses
de P. infestans recolectados entre 1982 y 1993,
los cuales resultaron con el tipo de apareamien-
to Al, pero no pudieron ser clasificados dentro
de los parametros estandar para P. infestans
como poblaciones viejas o nuevas. Sanchez et
al. (2000), también evaluaron el tipo de aparea-
miento en 18 aislamientos costarricenses y carac-
terizaron 7 con RFLP-RG57, la totalidad de los
aislamientos de su estudio resultd ser del tipo de
apareamiento Al y con un patron de RFLP-RG57
parecido a un aislamiento de Canada (BC-1). Al
igual que en el estudio de Goodwin et al. (1994),
estos aislamientos no pudieron ser relacionados
con los de otros paises, para identificarlos como
aislamientos pertenecientes a las poblaciones
viejas o nuevas.

Hoy dia existe una gran cantidad de técni-
cas moleculares para el estudio de la estructura
genética de poblaciones de patdgenos. El analisis
con RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA, por sus siglas en inglés), es una técnica
basada en PCR (Polymerase Chain Reaction,
por sus siglas en inglés), herramienta muy atil
para la deteccion de variacion tanto en regiones
codificantes como no codificantes de los geno-
mas. El andlisis con RAPDs usa imprimadores
cortos que son seleccionados de forma arbitraria
y que amplifican fragmentos de ADN gendomi-
co al azar (Williams et al. 1990). Los patrones
obtenidos pueden ser utilizados para determinar
tanto la variacidn genética entre grupos como
entre individuos de un mismo grupo. Algunos
ejemplos del uso de los RAPDs en la determi-
nacion de la variabilidad genética se encuentran
en los trabajos de Mahuku et al. (1997), quienes
lograron caracterizar Leptosphaeria maculans,
ademas, mencionan otros trabajos en los que ha
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sido posible caracterizar la variabilidad genética
en Fusarium oxysporum, Pyrenophora teres,
Collectotrichum gloeosporioides 'y Didymella
bryoniae. En P. infestans, el analisis de la varia-
cion genética con RAPDs y AFLPs es cada
dia mas utilizado (Punja et al. 1998, Testa y
Cristinzio 1999, Dowley et al. 2000, Pérez et al.
2001, Zhu y Wu 2001, Daayf et al. 2001, Ochowo
et al. 2002, Abu-El Samen et al. 2003a).

Para establecer estrategias de control mas
efectivas contra el tizon tardio es necesario cono-
cer mas acerca de la variacion genética de las
poblaciones locales de P. infestans, asi como de
los factores que inducen esta variacion (Fry et al.
1993). Paez et al. (2001) encontraron un alto nivel
de resistencia al metalaxyl en aislamientos costa-
rricenses recolectados en plantaciones de papa.
Se encontrd una sub-poblacion resistente y otra
sensible al fungicida metalaxyl. Posteriormente,
Paez et al. (2004) realizaron un analisis molecular
del tipo de apareamiento, utilizando los mismos
aislamientos del trabajo publicado en el 2001.
Soélo se encontrd el tipo de apareamiento Al, lo
cual parece indicar que las poblaciones en estudio
estan formadas por linajes clonales. Sin embar-
g0, no se conoce mucho acerca de la variacion
genética en estas poblaciones. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue determinar, con el uso
de RAPDs, la diversidad genética de aislamientos
costarricenses de P. infestans provenientes de
plantaciones de papa.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos evaluados

Se evalu6 62 aislamientos recolectados en
las diferentes zonas productoras de papa en Costa
Rica. Treinta y nueve aislamientos procedieron
de Cartago, 16 de Zarcero, 4 de San Joaquin de
Flores (Heredia) y 3 de la Estacion Experimental
Fabio Baudrit de la Universidad de Costa Rica
(Fraijanes, Alajuela). La recoleccion de los ais-
lamientos se llevdo a cabo de marzo de 1999 a
febrero de 2001. Todos los aislamientos usados
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en este estudio fueron previamente evaluados para
determinar tanto su resistencia al metalaxyl (Paez
et al. 2001) como su tipo de apareamiento (Paez et
al. 2004). Por lo tanto, en el estudio se incluyeron
tanto aislamientos resistentes como sensibles.

Cultivo de P. infestans

Cada aislamiento de P. infestans se cultivd
en un medio liquido de arveja. Para la preparacion
de este medio se tomd 200 g de arvejas frescas y se
licuaron con 500 ml de agua destilada. La mezcla
se filtrd usando un “colador de cocina”. Al filtrado
se le agregd 20 g de sacarosa y se llevd a un volu-
men final de 1 litro. El medio fue dispensado en
frascos de vidrio tipo “Gerber” (7x5,5 cm) donde
se colocO un volumen de 20 ml. Posteriormente,
el medio fue esterilizado en una autoclave. En una
camara de transferencia, se procedid a inocular
cada frasco con un disco de 8-10 mm de didmetro,
tomado de la zona de crecimiento activo de los
aislamientos crecidos en medio solido de Centeno
B-Agar (Caten y Jinks 1968). Todos los frascos se
incubaron a 18°C y en oscuridad.

Después de 2 semanas de crecimiento, se
cosechd el micelio fresco, se lavd con agua des-
tilada y fue almacenado a -4°C hasta realizar las
extracciones de ADN. Cuando el micelio cose-
chado no se us6 inmediatamente, fue liofilizado
y almacenado a -20°C.

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de micelio fresco y liofili-
zado de aislamientos locales y de micelio liofiliza-
do de aislamientos control con tipo de apareamien-
to conocido. El micelio liofilizado de aislamientos
control US-1 y EC-1, con tipo de apareamiento Al,
fue suministrado por el Centro Internacional de la
Papa (CIP), Pert. El micelio liofilizado del aisla-
miento control US-18, con tipo de apareamiento
A2, fue suministrado por la Universidad Estatal de
Carolina del Norte, EE.UU.

El ADN de P. infestans fue extraido de
acuerdo a Lee y Taylor (1990). Entre 40-80 mg
de micelio fresco secado por filtracion al vacio,



PAEZ et al.: Diversidad genética de aislamientos de Phytophthora infestans 45

fue triturado en un tubo Eppendorf (1,7 ml) con
un pistilo e incubado 1 h a 65°C en 0,5 ml de
buffer de extraccion (0,1 M Tris-Cl pH 8,0; 0,05
M EDTA pH 8.,0; 0,5 M NaCl, 0,25 % SDS, 0,7%
2-Mercaptoetanol). Cuando se us6 micelio liofili-
zado, se tomd de 10-15 mg de tejido y se agitd en
0,5 ml del buffer de extraccion. Luego se agregd
1 vol (0,5 ml) de fenol:cloroformo:isoamilalcohol
25:24:1 y se mezcld por inversion 5 min o hasta
formar una emulsion. Fue centrifugado 3 min a
13200 rpm y el sobrenadante fue transferido a
otro tubo agregando 1 vol de cloroformo: isoami-
lalcohol 24:1. De nuevo se mezcld y centrifugd
pasando el sobrenadante a otro tubo y precipitan-
do el ADN con 1/10 vol de NH,OAc y 2 vol de
etanol frio. Se incubd a -20°C por 30 min y luego
se centrifugo. El pelet fue resuspendido en 100 ul
de TE (10 mM Tris-Cl pH 8,0; 1 mM EDTA pH
8,0) y se incubd a 37°C por 30 min con 1 ul de
ARNasa (10 mg ml). Para purificar el ADN, se
agreg6 300 ul de TE, se repiti6 los lavados con
fenol:cloroformo y la precipitacion con etanol.
Finalmente, el ADN fue resuspendido en 100 ul
de TE y la calidad de este fue determinada por

electroforesis en un buffer TBE 0,5 X (0,045 M
Tris-Borato, 0,001 M EDTA pH 8,0) usando un
gel de agarosa (1%) con bromuro de etidio (0,3 ug
ml"). La cuantificacion de ADN se llevd a cabo
con un fluorometro. Finalmente, las soluciones de
ADN fueron diluidas a una concentracion final
de 4 ng ul!' y almacenadas a -20°C.

Marcadores moleculares

Para el presente estudio fueron utilizados
60 imprimadores de secuencia arbitraria de las
series OPAM, OPB y OPC (Operon Technologies
Inc. Alameda, CA, U.S.A)), los cuales fueron
inicialmente evaluados en 8 aislamientos de P.
infestans, que comprendian tanto aislamientos
resistentes como sensibles al metalaxyl y pro-
venientes de las diferentes zonas productoras
de papa. Producto de esta prueba inicial fueron
seleccionados 11 imprimadores (Cuadro 1). Estos
imprimadores amplificaron bandas polimorficas
y de facil determinacion. Posteriormente, los 62
aislamientos de P. infestans fueron evaluados con
los 11 imprimadores seleccionados.

Cuadro 1. Identificacion y secuencia de los imprimadores usados, nimero de loci y niimero de polimorfismos producidos por

los RAPDs en aislamientos de Phytophthora infestans.

Imprimador Sse’:c_ue:c;i Namero de loci Namero de polimorfismos
OPAM-07 AACCGCGGCA 14 12
OPAM-09 TGCCGGTTCA 8 7
OPAM-14 TGGTTGCGGA 3
OPB-05 TGCGCCCTTC 4 2
OPB-07 GGTGACGCAG 12 7
OPB-11 GTAGACCCGT 4 2
OPB-12 CCTTGACGCA 6 3
OPB-17 AGGGAACGAG 7 2
OPC-02 GTGAGGCGTC 6 3
OPC-08 TGGACCGGTG 4 3
OPC-10 TGTCTGGGTG 7 1
Total 79 45 (57)!

!Porcentaje total de polimorfismos.
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Con el fin de determinar la relacion
genética de los aislamientos costarricenses con
otras poblaciones, se incluyd en el analisis una
muestra de los aislamientos US-1, US-18 y EC-1,
para un total final de 65 aislamientos.

La amplificacion del ADN se llevd a cabo
en un termociclador GeneProfile® PCR System
9700, siguiendo un protocolo modificado de
Williams et al. (1990). La reaccion se realizo en un
volumen de 25 ul conteniendo 10 mM Tris-CI pH
9,0; 50 mM KCl, 0,1% Triton® X-100, 100 uM de
cada uno de los nucle6tidos: dGTP; dATP; dCTP;
y dTTP; 0,25 uM de imprimador, 255 mM MgClz,
1 U taq ADN polimerasa y 20 ng de ADN.
Inicialmente, las reacciones se incubaron a 94°C
por 30 s; y luego se realizaron 45 ciclos a 94°C por
1 min (desnaturalizacion), 35°C por 1 min (alinea-
miento), 72°C por 2 min (extension); y 72°C por 5
min (extension final). Los productos de la ampli-
ficacion fueron analizados por electroforesis en un
gel de agarosa al 2% con 0,3 ug ml"! de bromuro
de etidio, un buffer TBE 0,5 X, y visualizados con
luz UV. Las amplificaciones de cada aislamiento
se llevaron a cabo 2 veces con ADN de 2 extrac-
ciones independientes.

Para el analisis de las bandas, los geles
fueron fotografiados con una camara Polaroid
(pelicula 667). Los fragmentos no reproducibles
fueron descartados.

Analisis de la diversidad genética

La relacion genética entre los aislamien-
tos fue determinada mediante el analisis de los
RAPDs, con el uso de diferentes coeficientes de
diversidad. Para el analisis de los datos se asumio
que los RAPDs son marcadores dominantes y que
la poblacion estudiada no se encuentra en equili-
brio Hardy-Weinberg. Inicialmente, se construyo
un dendrograma basado en una matriz de dis-
tancias genéticas segin Nei (1972), mediante el
método UPGMA (Unweighted Pair Groups using
Arithmethic Averages, por su siglas en inglés).
Se determind la diversidad genética seglin Nei
(1972) para los aislamientos US-1, US-18 y EC-1
como una poblacion foranea, y para la poblacion
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costarricense. Los aislamientos de cada region
geografica y de cada nivel de resistencia, fueron
separados como subpoblaciones individuales, con
el fin de determinar el efecto de cada una de estas
variables mediante el coeficiente de diferenciacion
genética en poblaciones subdivididas (G), el cual
fue calculado como lo describe Nei (1973).

RESULTADOS

Amplificaciones

Los patrones generados por los RAPDs en
los 62 aislamientos costarricenses de P. infestans
y las 3 accesiones externas (US-1, US-18 y EC-1),
usando los 11 imprimadores; mostraron polimor-
fismos entre las 65 muestras evaluadas. En total
se obtuvo 79 fragmentos amplificados, de los
cuales el 57% (45 fragmentos) fue polimorfico
(Cuadro 1).

El patron de bandas observado entre los
aislamientos costarricenses -como un solo grupo-
y las accesiones externas -como otro grupo- no
fue muy diferente, la principal diferencia entre
todas las muestras radico en la presencia o ausen-
cia de algunas bandas. La figura 1 muestra los
patrones de bandas de ADN de los aislamientos

OPB-07

Fig. 1.

Productos de amplificacion de ADN de diferentes
aislamientos de Phytophthora infestans. US-1
y EC-1: aislamientos provenientes de Ecuador.
US-18: aislamiento proveniente de Carolina del
Norte, EE.UU. CR: aislamientos costarricenses.
M: marcador Lamda DNA/EcoRI+HindIll.
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foraneos y de algunos aislamientos costarricen-
ses con los imprimadores OPAM-14 y OPB-07.

Diversidad genética

El dendrograma de distancias genéti-
cas, construido con los datos generados por
los RAPDs, muestra como la mayor distancia
genética ocurre entre los aislamientos costarri-
censes y las accesiones foraneas US-1, US-18 y
EC-1 (Figura 2). Dentro del grupo de accesiones
externas, los aislamientos US-1 y US-18 mostra-
ron una relacion mas cercana entre si con respecto
al aislamiento EC-1. Por otro lado, entre los ais-
lamientos costarricenses no se observo ninguna
forma de agrupacion definida en el dendrograma.
Por lo tanto, todos aquellos aislamientos genéti-
camente iguales formaron un mismo grupo.

Entre la poblacion de aislamientos cos-
tarricenses se observd 17 genotipos, los cuales
variaron en frecuencia de 0,55 a 0,02. El geno-
tipo mas frecuente fue el constituido por los
aislamientos del grupo RAPD 1 (Figura 2). Este
genotipo se encontrd en todas las zonas y durante
los 3 anos de recoleccion. El genotipo del grupo
RAPD 17 (aislamiento 4) fue un aislamiento
extraio, no sdlo por su baja frecuencia, sino
también por mostrar la mayor distancia genética
respecto al resto de los aislamientos locales.

Toda la poblacidon de aislamientos costa-
rricenses fue agrupada en sub-poblaciones hipo-
téticas de acuerdo al nivel de resistencia y zona
de produccion (Cuadro 2). El coeficiente de dife-
renciacion genética G, (Cuadro 2), fue utilizado
para estimar la particion de la diversidad genética
total de la poblacion en diversidad dentro de la

Cuadro 2. Diversidad y diferenciacion genética entre poblaciones y sub-poblaciones de Phytophthora infestans estimada con

RAPDs.
Componente Poblacion H, D G

Pais

Foraneos?® (n=3) 0,1230

Costarricenses (n=62) 0,0740

Todos (n=65) 0,0985° 0,1964 0,0979 0,4984 (50%)
Zona

Cartago (n=39) 0,0485

Zarcero (n=16) 0,1073

Heredia (n=4) 0,0000

Fraijanes (n=3) 0,0188

Todos (n=62) 0,0437 0,0556 0,0120 0,2153 (22%)
Metalaxyl

Resistente (n=43) 0,0883

Sensible (n=19) 0,0426

Todos (n=62) 0,0655 0,0695 0,0040 0,0578 (6%)

2Comprende los aislamientos US-1, US-18 y EC-1.
H_: Diversidad genética dentro de cada sub-poblacion.

"Promedio de la diversidad genética dentro de cada sub-poblacion.
H_: Diversidad genética total de cada poblacion (H, + Dst).

D Diversidad genética entre sub-poblaciones.

G,,: Coeficiente de diferenciacion genética en poblaciones subdivididas (Dst/H).
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3: EC-1. 4-65: Aislamientos costarricenses. C: Cartago. Z: Zarcero. F: Fraijanes. H: Heredia. T: Tres Rios. R:

Resistente. S: Sensible. *Frecuencia del genotipo.

sub-poblacion y diversidad entre sub-poblaciones.
Este coeficiente mostrd que la mayor diversidad se
encuentra entre los aislamientos de P. infestans,
y no entre las sub-poblaciones, es decir, no se
observd una sub-estructuracion de la poblacion
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con respecto a la zona de produccion o al nivel de
resistencia al metalaxyl. Cuando los aislamientos
se agruparon de acuerdo a las 4 zonas (Cartago,
Zarcero, Fraijanes y Heredia), el 22% de la
diversidad total fue atribuido al hecho de que los
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aislamientos proceden de lugares diferentes mien-
tras que el 78% de la diversidad restante es atribui-
do a diferencias entre los individuos de cada zona.
Cuando los aislamientos se agruparon de acuerdo
al nivel de resistencia al fungicida metalaxyl; s6lo
el 6% de la diversidad total fue atribuido al nivel
de resistencia al fungicida y el restante 94% de la
diversidad se atribuy6d a diferencias entre aisla-
mientos.

Al comparar la poblacion costarricense
de aislamientos de P. infestans con las acce-
siones foraneas (US-1, US-18, y EC-1) como
una poblacion aparte, se observo que el 50%
de la diversidad corresponde a diferencias entre
ambas poblaciones.

La diversidad genética de Nei (1973) (valor
H, del cuadro 2, cuyo valor maximo es 1) fue
utilizada para estimar: la diversidad de los aisla-
mientos foraneos como una poblacidn externa; la
diversidad de la poblacion costarricense; la diver-
sidad de las subpoblaciones hipotéticas divididas
de acuerdo a la zona de produccidn; y el nivel
de resistencia al metalaxyl. Los aislamientos
US-1, US-18 y EC-1 mostraron mayor diversidad
genética que la poblacion costarricense. Dentro
de la poblacion costarricense, los aislamientos
de Zarcero y Fraijanes mostraron mayor diver-
sidad genética que los aislamientos de Cartago y
Heredia. A su vez, los aislamientos resistentes al
metalaxyl mostraron mayor diversidad genética
que los aislamientos sensibles.

DISCUSION

La diversidad genética de la poblacion de
P. infestans fue demostrada por el analisis de los
patrones generados por los RAPDs en cada uno
de los aislamientos, encontrandose una alta diver-
sidad de genotipos (Figura 1). Estos datos corres-
ponden a una poblacion especifica en el tiempo
y lugar; particularmente, la poblacion equivale
a la suma de todos los aislamientos recolectados
entre los aftos 1999 y 2001, en plantaciones de
papa en las zonas de Cartago, Zarcero, Fraijanes
y Heredia. Esto concuerda con lo expresado
por Williams et al. (1990), quienes indican que

la diversidad genética revelada por los RAPDs
muestra la variacion genética distribuida a través
del genoma de los individuos y no necesaria-
mente la variacion de loci particulares. Asi, los
RAPDs brindan informacion valiosa para la dife-
renciacion de linajes clonales en patdgenos que se
reproducen asexualmente (McDonald 1997).

La fuente que genera esta diversidad gené-
tica en la poblacion del patdgeno puede estar dada
por 3 factores principales: el flujo de genes; la
recombinacion sexual o asexual; y las mutaciones
(Burdon y Silk 1997). Probablemente, la recom-
binacion asexual y las mutaciones han sido los
factores que mas han contribuido a esta diversidad,
ya que el flujo de genes, interpretado como un
fendmeno migratorio de un pais a otro, es de poca
consideracion en este estudio. Los aislamientos
costarricenses se encuentran como un grupo total-
mente separado de los aislamientos US-1, US-18 y
EC-1, y a su vez, estos se encuentran mas relacio-
nados genéticamente entre si (Figura 1).

El aislamiento US-1 ha sido descrito como
un genotipo de las “poblaciones viejas” de P.
infestans distribuido mundialmente (tipo de apa-
reamiento Al, sensible al fungicida metalaxyl,
pocos factores de virulencia, haplotipo mtADN
Ib y un patron caracteristico de aloenzimas
y RFLP-RG57); sin embargo, han aparecido
diferentes variantes del US-1 dando origen a
poblaciones que se derivaron asexualmente a
partir de un ancestro comin (Goodwin et al.
1994). Por otro lado, el US-18 es un genotipo
descrito en EE.UU., recolectado por primera vez
en 1994 de plantaciones de tomate en Tennesse y
Carolina del Norte, y ha sido el Ginico genotipo
recobrado exclusivamente de plantaciones de
tomate en Carolina del Norte desde 1995 (Fraser
et al. 1999, Wangsomboondee er al. 2002). Este
genotipo se considera como de las “poblaciones
nuevas”, es del tipo de apareamiento A2 y es
sensible o con resistencia intermedia al meta-
laxyl, haplotipo mtADN Ia y con un patron
RFLP-RG57 diferente al US-1; ademas, se cree
que se origind por recombinacion sexual entre el
genotipo US-1 y el US-8 (Wangsomboondee et
al. 2002). Cabe sehalar que el genotipo US-8, de
tipo de apareamiento A2, resistente al metalaxyl
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y haplotipo mtADN Ia, es también un genotipo
de las “nuevas poblaciones” que se encuentra
distribuido de forma general en las plantaciones
de papa en Norteamérica (Goodwin et al. 1998).
Se cree que el genotipo US-8 ingres6 a EE.UU.
desde el Norte de México (Goodwin et al. 1996).
El genotipo EC-1 también considerado como de
las “poblaciones nuevas”, es del tipo de aparea-
miento Al y con diferentes niveles de resistencia
al metalaxyl (Forbes et al. 1997). Este genotipo
es predominante en los Andes especialmente
Ecuador y Perti, donde ha desplazado al genotipo
US-1 de las plantaciones de papa. También ha
sido detectado en Colombia y Venezuela (Forbes
et al. 1997, Oyarzun et al. 1998, Pérez et al.
2001). Resulta interesante notar como los geno-
tipos US-18 y EC-1 de las llamadas “poblaciones
nuevas” muestran mayor relacion genética con el
genotipo US-1 de las “poblaciones viejas”, que
fue el genotipo dominante en la mayoria de luga-
res del mundo (Goodwin et al. 1994).

Con base en estas caracteristicas los 3
aislamientos se toman como representantes de
una poblacion foranea, el indicador de diferen-
ciacion genética G, entre esta poblacion foranea
y la poblacion costarricense es de 0,4984, lo que
corresponde a poblaciones con un alto grado
de diferenciacion genética. El G también ha
sido utilizado en otras ocasiones para diferenciar
poblaciones de P. infestans. Goodwin et al. (1994)
consideraron que poblaciones de P. infestans con
G,=0,07 fueron genéticamente similares, mientras
que aquellas con G=0,32 fueron moderadamente
diferentes. Otros autores también han sehalado que
las diferencias generadas por los RAPDs, segtin la
region geogréfica, indican que ha existido poco
0 ninglin movimiento del patdgeno de un lugar a
otro (Carlisle et al. 2001). Esto nos lleva a con-
cluir que el flujo de genes, desde las poblaciones
nuevas o viejas, aparentemente no es una fuente
de diversidad que haya actuado sobre la poblacion
costarricense de P. infestans.

El concepto de migraciones no es muy
aplicable a P. infestans en Costa Rica, ya que al
igual que en este estudio, Goodwin et al. (1994) y
Sanchez et al. (2000) tampoco lograron establecer
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una relacion genética entre aislamientos de Costa
Rica con aislamientos de otros paises. Incluso,
Sanchez et al. (2000) consideraron que los aisla-
mientos que ellos evaluaron podrian correspon-
der a migraciones particulares desde México, en
los que no estuvieron involucrados los llamados
viejos o nuevos aislamientos.

Gbémez et al. (2004) evaluaron 73 ais-
lamientos recolectados del ano 2000 al 2004
en plantaciones de papa en Cartago, Zarcero,
Fraijanes y Heredia. Los 73 aislamientos eva-
luados pertenecieron a un solo genotipo segin
el tipo de apareamiento, aloenzimas Gpi y Pep,
haplotipos mtADN y patrones RFLP-RG57; sien-
do este Gnico genotipo muy parecido al descrito
inicialmente por Goodwin et al. (1994) y Sanchez
et al. (2000); sin embargo, no pudieron clasificar
los aislamientos recolectados de plantaciones de
papa en Costa Rica como nuevos o viejos, aun-
que ellos sugieren que los aislamientos son mas
parecidos a las poblaciones nuevas, emigrantes
desde México a finales de la década de 1970. En
este sentido, Gomez et al. (2004) proponen que
el ancestro de la poblacion actual, recolectado
en plantaciones de papa, pudo ingresar desde
México, Norte o Sudamérica antes de finales de
la década de los 70s.

Si la poblacién actual estudiada tuvo ori-
gen de una migracion en el pasado, entonces
Costa Rica no se encuentra en la ruta descrita
para las mas famosas migraciones de P. infestans
alrededor del mundo en los afios 1840s y 1970s,
las cuales consideran a México como punto
de partida del patdogeno hacia Norteamérica y
Europa, y luego de Europa al resto del mundo
(Fry et al. 1993, Goodwin et al. 1994, Goodwin
1997). Otros autores sefalan que P. infestans
pudo estar distribuida en América y Europa antes
de 1840 (Abad y Abad 1997), y que el genotipo
US-1 no fue el Gnico genotipo en Europa en
esa época (Ristaino er al. 2001). Es importante
recalcar que cualquier inmigracion de P. infes-
tans a Costa Rica pudo haber ocurrido antes de
la entrada en vigencia del Programa Nacional de
Certificacion de Semilla de Papa a inicios de la
década de 1980, el cual prohibe la importacion
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de tubérculos de papa para semilla. Este hecho
pudo haber limitado la introduccién de nuevos
genotipos al pafs (Gomez et al. 2004).

Descartando el flujo de genes como una
fuente reciente de la variacidon genética y en
ausencia del tipo de apareamiento A2 de la
poblacion estudiada, las mutaciones y la recom-
binacion asexual vienen a ser las fuentes activas
de diversidad. Las mutaciones causadas por dele-
ciones, inserciones o translocaciones son una
fuente primaria de variacion genética y, aunque
no se tiene informacion precisa sobre la tasa de
mutacion en P. infestans, estas serian frecuentes
en una epidemia de tizon tardio. Una sola lesion
de P. infestans puede producir cientos de miles
de esporangios en ciclos de 4-7 dias (Erwin y
Ribeiro 1996); la tasa de multiplicacion podria ser
alin mayor si las condiciones son favorables para
la produccidn de zoosporas, ya que un esporangio
puede producir entre 6 y 12 zoosporas (Erwin y
Ribeiro 1996). No obstante, no es necesaria una
alta tasa de mutacion para explicar algin cambio
genético (Goodwin 1997).

La recombinacion asexual como la recom-
binacion mitdtica o parasexualismo, son fenome-
nos que generan diversidad y han sido propuestos
para explicar cambios genéticos en poblaciones
clonales de P. infestans. La recombinacion mito-
tica no comprende la generacion de nuevos alelos,
en muchos casos lo que sucede es que aparecen
cambios de loci heterocigotos a loci homocigotos;
ademas, este fendbmeno puede mostrar la varia-
cion recesiva que previamente estaba oculta en
forma heterocigota, lo que significa la pérdida
de una banda en el analisis de patrones de ADN
e indica un polimorfismo (Goodwin 1997). Otra
explicacion potencial de la variacion nueva en
linajes clonales de P. infestans es la recombina-
cion parasexual, y aunque es una probabilidad, no
es la explicacion mas frecuente para la mayoria
de los cambios observados.

En general, todos los miembros de un lina-
je clonal son descendientes de un solo individuo
y cualquier variacion en el linaje debe originarse
por mutacion o recombinacidn asexual (Goodwin
1997). Variantes del genotipo US-1, identificados

como US-1.1, difieren del patrébn RFLP-RGS57
so6lo en una banda (Goodwin et al. 1994). Lo
mismo sucede para el EC-1 y sus variantes, las cua-
les difieren en sblo una banda (Forbes et al. 1997).
Recientemente, Abu-El Samen et al. (2003 a y b)
han mostrado la variacion genética a nivel de viru-
lencia y marcadores RAPD y AFLP en progenies
asexuales de P. infestans, provenientes del cultivo
de zoosporas de un solo aislamiento. Los resultados
de estos autores sugieren que hay un gran nivel de
variacion genética en progenies asexuales, no solo
anivel de caracteristicas fenotipicas, sino también a
nivel de regiones no codificantes del genoma, origi-
nadas por mutacion y recombinacion mitotica. En
este estudio los aislamientos costarricenses evalua-
dos se encuentran muy relacionados genéticamente
entre si, de manera que los cambios observados en
los patrones generados por los RAPDs, formaron
17 genotipos, los cuales probablemente se origina-
ron por mutacion y recombinacion asexual a partir
de un ancestro comtin.

La estructura de las poblaciones de P.
infestans se ha realizado caracterizando los aisla-
mientos segiin las razas fisioldgicas, la resistencia
al fungicida metalaxyl, los tipos de apareamien-
to, las aloenzimas Gpi y Pep, los haplotipos
mtADN y los RFLP-RG57 (Forbes et al. 1998).
En afos mas recientes los RAPDs, los AFLPs y
los microsatélites han ayudado a dilucidar con
mayor precision la estructura poblacional de P.
infestans, asi como su diversidad genética. Por
ejemplo, usando RAPDs se ha logrado determi-
nar nuevos genotipos dentro de un mismo linaje
clonal, previamente caracterizado por el tipo de
apareamiento, la resistencia al metalaxyl, aloen-
zimas y RFLP-RG57 (Punja et al. 1998, Muhuku
et al. 2000, Ghimire et al. 2003). En el 2001,
Pérez et al. lograron determinar, con el uso de
AFLPs, 17 genotipos a partir de 98 aislamientos
evaluados, mientras que esos mismos aislamien-
tos fueron separados sdlo en 8 genotipos con
RFLP-RG57. Ademas, con el uso de los RAPDs
se ha logrado observar con facilidad, polimorfis-
mos en aislamientos de P. infestans, usando dife-
rentes imprimadores (Punja et al. 1998, Mahuku
et al. 2000, Carlisle er al. 2001, Daayf et al.
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2001). En nuestro estudio fueron determinados
17 grupos RAPD a partir de los 62 aislamientos
analizados; los cuales difieren en frecuencia. Si
se asume que esta poblacion es practicamente
idéntica a la poblacion evaluada por Gomez et al.
(2004), debido a que se recolectaron en periodos
parecidos (1999-2001 y 2000-2004) y en las mis-
mas zonas de producciéon de papa; entonces, el
estudio con RAPDs logrd determinar diferentes
genotipos, los cuales pueden ser un Ginico geno-
tipo de acuerdo a los marcadores tradicionales.
Todos los aislamientos evaluados por Gomez et
al. (2004) presentaron el mismo patron RFLP-
RG57 para el analisis de ADN. Este resultado no
es sorprendente si se considera que la poblacion
es de propagacidn asexual y tiene un ancestro en
comin, ya que el uso de RFLP-RG57 resulta en
una prueba muy estable bajo estas condiciones y
muestra muy poco o ninguna segregacion entre
progenies asexuales de zoosporas provenientes de
un solo aislamiento (Goodwin ef al. 1992, Abu-
El Samen et al. 2001a). Consecuentemente, los
polimorfismos generados por los RAPDs entre
aislamientos monomorficos para RFLPs, indican
que la variacidn genética se ha originado por
mutacion (Ghimire et al. 2003).

En este estudio, el genotipo predominante
es el del grupo 1 (Figura 2), el cual incluye el 52%
de los aislamientos. El resto de los genotipos se
encontrd en frecuencias mucho méas bajas (10-
2,1%). Si tomamos en cuenta que en los grupos
analizados con los RAPDs hay aislamientos tanto
sensibles como resistentes al fungicida metalaxyl
dentro de un mismo grupo, la estructura de la
poblacion seria mas compleja.

La diferenciacion genética de la poblacion
costarricense dividida en componentes (Cuadro
2), muestra como la mayor diversidad se encuen-
tra entre los aislamientos. La zona geografica y el
fungicida metalaxyl no son factores que afecten en
gran mediada la diversidad. Sin embargo, la mayor
diferenciacion genética se da entre los aislamientos
de Cartago y los de Zarcero, donde el 22% de la
diversidad genética en estos aislamientos es expli-
cado por su procedencia. Como describen Paez et
al. (2001), en Zarcero fue donde se encontrd una
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mayor frecuencia de aislamientos resistentes, pero
esto no indica que el fungicida sea el responsable
de esta diferenciacion genética, ya que aislamien-
tos resistentes y sensibles al metalaxyl se ubicaron
dentro de un mismo grupo de RAPDs y, solo un
6% de la diversidad genética de los aislamientos
corresponde al hecho de que sean resistentes o sen-
sibles. Otros factores como el clima, las practicas
culturales, las variedades cultivadas en la zona, asi
como la interaccion del patdgeno con otros hos-
pederos, pueden haber actuado como inductores
de cambios genéticos. También, la movilidad de
tubérculos de papa tomada en cuenta como un
medio de transporte de indculo de Cartago hacia
Zarcero, pudo influir en que la diferenciacion entre
ambas poblaciones sea baja.

La complejidad de esta poblacion de P.
infestans en papa, alin siendo de propagacion
asexual, también ha sido observada mediante
estudios de las razas fisiologicas. En otros estu-
dios realizados en Costa Rica (Miguel Barquero
2004, Comunicacidon Personal), se encontro 37
patotipos entre 40 aislamientos recolectados prin-
cipalmente en Cartago y Zarcero, determinando
diferencias entre la frecuencia de aparicion, la
diversidad y el nimero de cada factor de virulen-
cia seglin la localidad. Todo esto parece indicar
que los cambios genéticos en la poblacion asexual
son muy activos; asi, las estrategias de control de
la enfermedad deberan ser enfocadas hacia una
poblacion de patdgenos y no hacia uno o pocos
individuos, aunque estos correspondan a linajes
clonales. Entender la estructura de las poblacio-
nes en cuestion ayuda a predecir como la pobla-
cion del patdgeno se desenvolvera en respuesta a
las practicas de control (McDonald 1997).

Siguiendo el principio de poblacién, en
el primer intento por determinar la estructura
poblacional de P. infestans en el cultivo de la
papa en Costa Rica, se encontr6 poblaciones
resistentes y sensibles al fungicida metalaxyl
(Paez et al. 2001). Posteriormente, se determind
que sdlo el tipo de apareamiento Al estaba pre-
sente en esta poblacion, por lo que se asumid que
la poblacion esta formada por linajes clonales que
se reproducen asexualmente (Paez er al. 2004).
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Por wltimo, con el analisis con los RAPDs se
demuestra la plasticidad del patogeno para cam-
biar y formar linajes clonales, los cuales difieren
en su frecuencia. De esta manera, se asume que
la estructura de la poblacion de P. infestans reco-
lectada en el cultivo de papa, consiste de linajes
clonales relacionados genéticamente entre si. Esta
relacion se originarfa a través de un proceso de
reproduccion asexual de un ancestro comn, el
cual podria ser diferente al origen que pueden
tener otras poblaciones de P. infestans alrededor
del mundo (Goodwin 1997). Segtin los resulta-
dos de este estudio y en comparacion con los
resultados de Goodwin et al. (1994), Goodwin
et al. (1997), Sanchez et al. (2000), Gomez et al.
(2004), se plantea la hipotesis de que las pobla-
ciones actuales de P. infestans, en plantaciones de
papa en Costa Rica, son poblaciones establecidas
de propagacion asexual, que tuvieron un ancestro
en comin, el cual no es semejante a aquellos indi-
viduos que son denominados como aislamientos
viejos o nuevos. La fijacion de esta poblacion se
ha dado probablemente antes o a partir de la pro-
hibicién de importar, desde otros paises, tubér-
culos de papa para semilla a finales de los afos
70s e inicio de los 80s. Asi que, en los Gltimos 20
anos los cambios genéticos que ha sufrido el pato-
geno en las plantaciones de papa han ocurrido por
mutacion, recombinacidn mitdtica o ambas. Si
todo lo anterior se mantiene, entonces también se
mantiene la hipotesis presentada por Paez et al.
(2001), la cual senala que la resistencia al fungici-
da metalaxyl se origind a partir de una poblacion
sensible inicial donde el fungicida actud como el
factor de seleccion.

Esta investigacion tiene grandes repercusio-
nes practicas, ya que pone de manifiesto la impor-
tancia de las practicas culturales para el manejo del
tizon tardio, en condiciones ambientales favorables
para el desarrollo de la enfermedad, como un fac-
tor que induce al patdgeno a cambiar.
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