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Determinacion de Razas Fisioldgicas y Tipo de Apareamiento en
Aislamientos de Phytophthora infestans (Mont) De Bary

Juan Bautista Lopez* Marfa Elena Marquez, * Sonia Jaramillo, * José
Luis Zapata, John Jairo Mazo,” y Luis Fernando Patifio®

Resumen

El problema mas limitante del cultivo de la papa en muchas
regiones del mundo, lo constituye la gota o tizén tardio ocasionado
por el hongo Phytophthora infestans. Esta investigacion se realizd
con el objetivo de determinar variaciones poblacionales de este
patégeno, basadas en el tipo de apareamiento y en la presencia de
razas fisioldgicas en 19 aislamientos de P. infestans obtenidos
en plantas de papa (Solanum tuberosum) variedades Diacol
Capiro, ICA Puracé e ICA Cumanday; papa criolla (Solanum
phureja), pepino (Solanum muricatum) y tomate (Lycopersicon
esculentum) en diferentes zonas del Departamento de Antioquia
(Colombia).

Los resultados obtenidos a partir de un apareamiento patron A4, con
los aislamientos colectados en las diferentes zonas sugieren la
existencia de una poblacion de P. infestans con un solo tipo de
apareamiento. La prueba de virulencia del hongo, realizada en
foliolos de 11 diferenciales de papa mostrod la presencia de 6 razas
fisiolégicas, de las cuales la mas frecuente fue la 7446 (58%),
con los factores de virulencia 1-2-3-4-7-10-11. Aislamientos
monozoosporicos presentaron los mismos factores de virulencia
que sus respectivos aislamientos recolectados en el campo, lo que
sugiere homogeneidad de la poblacion fungosa. La gran
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complejidad de las razas fisiologicas de P. infestans podria estar
influenciada por diversos factores genéticos y medioambientales.

Palabras claves adicionales: tizon tardio de la papa, Phytophthora
infestans, tipo de apareamiento, razas
fisiologicas.

Determination of Physiological Races and Mating Types in
isolates of Phytophthora infestans (Mont) De Bary

Summary

The fungus Phytophthora infestans (Mont) de Bary causes late
blight which is the most serious obstacle to potato cultivation in the
world. In this study, the mating type and physiological races were
determined in 19 P. infestans isolates from Solanum phureja,
Solanum muricatum, Lycopersicon esculentum and three Solanum
tuberosum cultivars (Diacol Capiro, ICA Puracé and ICA
Cumanday). The results showed the presence of mating type A;,
six physiological races and a virulence factor average of 6.6. This
study shows a great homogeneity and complexity in P. infestans
populations collected in the Department of Antioquia (Colombia).

Additional Index words:  late blight, Phytophthora infestans, mating
type, physiological races.

Introduccioén

La papa se ha constituido en una de las principales fuentes de alimento para
el hombre. Sin embargo el cultivo de esta planta es severamente limitado por
la enfermedad conocida como tizén tardio o gota, causada por Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary, enfermedad que puede devastar en corto tiempo
los campos cultivados, llegando incluso a provocar grandes catastrofes de
caracter socioeconémico.
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Los reportes existentes sugieren que el origen del patosistema Phytophthora
infestans/Solanum tuberosum es el Valle de Toluca en México (Tooley et al,
1985; Fry et al, 1989), lo cual es corroborado por los hallazgos de numerosos
genes de resistencia al hongo, en especies silvestres de Solanum originarias
de esa region (Niederhauser y Mills, 1953). Otro argumento para fortalecer
estas suposiciones es la presencia en igual frecuencia de los dos tipos de
apareamiento A; y A, del estado sexual del patégeno (Gallegly and Galindo,
1958; Galindo y Gallegly, 1960).

En la actualidad diversos factores pueden incrementar la patogenicidad del
hongo. Entre ellos estan la migracion a nivel mundial de los dos tipos de
apareamiento de P. infestans, lo cual implica una reproduccion sexual que
posiblemente incrementa la variabilidad genética, que da como consecuencia
un amplio espectro de posibilidades ante nuevas condiciones que hacen mas
dificil el control quimico y cultural de la enfermedad (Henfling, 1987).

Otro factor clave en la variacion poblacional de P. Infestans lo constituye el
cultivo continuo de variedades de papa con los llamados genes mayores.
Estos pueden contribuir a seleccionar razas patogénicas del hongo que
pueden manifestarse con una aparente mayor agresividad frente a cultivos
susceptibles (Henfling, 1987).

Desde que se determind la presencia de oosporas de P. infestans en México
se ha aceptado de forma general que el tipo A es el que esta ampliamente
distribuido, y que el tipo A, solo estaba confinado a México Central. A
mediados de la década del 80, el tipo A, fue encontrado en localidades
diferentes al Valle de Toluca (Hohl e Iselin, 1984), en regiones cultivadas con
papa donde se presenta la enfermedad (Daggett et al., 1993).

En lo que corresponde a las colecciones de P. infestans que contienen
aislamientos A, muestreados antes de 1980's, se tienen dos hipodtesis: la
primera, sugiere que estos aislamientos han sido introducidos de regiones
donde esta presente el tipo A, (Shaw, 1987). Y la segunda, propone que el
tipo de apareamiento A, ha estado presente en estas regiones, pero no habia
sido detectado (Shattock et al, 1990).

La region de los Andes en Suramérica se ha sugerido como una de las
localidades donde podria encontrarse el estado sexual de P. infestans, dado
que esta zona es considerada el centro de origen de la papa cultivada,
ademas de la existencia de una gran variabilidad de especies de plantas
pertenecientes al género Solanum (Gallegly y Galindo, 1958). No obstante,
las poblaciones de este patdgeno en Suramérica parecen corresponder a un
solo tipo de apareamiento A, (Zachman, 1976; Tooley et al., 1989) (Tabla 4).
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El nimero de factores de virulencia de P. infestans seria diferente en las
diversas regiones del mundo, siendo México Central la que presenta mayor
complejidad (Tooley et al., 1986), el Reino Unido de complejidad intermedia
(Fry y Spielman, 1991), relativamente baja en Estados Unidos y Canada
(Tooley et al., 1986) y la mas baja de todas en el Pert (Tooley et al., 1989).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar las razas fisioldgicas y la
posible presencia del estado sexual de P. infestans en diferentes localidades
del Departamento de Antioquia, con el fin de estimar la estructura poblacional
del hongo y su implicacién en el mejoramiento de la papa para resistencia al
tizon tardio.

Materiales y Métodos

Obtencion de foliolos infectados y cultivos primarios

Las recolecciones de foliolos infectados de tizén se efectuaron en 10 zonas
diferentes del Departamento de Antioquia sobre Solanaceas como la papa
(Solanum tuberosum), cultivares Diacol Capiro, ICA-Puracé e ICA-
Cumanday; papa criolla (Solanum phureja), el pepino (Solanum muricatum) y
el tomate (Lycopersicon esculentum). Los datos de cada una de las muestras
se registraron en la Tabla 1. Los aislamientos estudiados fueron recolectados
entre diciembre de 1994 y junio de 1995. Los foliolos afectados de la planta
de papa se lavaron con agua, se secaron a la sombra y se cortaron en trozos
pequefios que contenian parte de la zona afectada. Sobre estos trozos se
colocaron rodajas de papa de la variedad Tuquerrefia en placas de Petri
estériles.
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Tabla 1, Registro de muestras de P. infestans colectadas en el
Departamento de Antioquia, Colombia

Aislamiento  msnm Municipio Edad Hospedantes
(meses)
U4 2450 La Unién 15 Diacol Capiro**
U, 2460 La Unién 3.5 Diacol Capiro**
Us 2460 La Unién 3.0 Solanum phureja
Cs 2140 El Carmen 15 Diacol Capiro**
Gs 2300 Guarne 2.0 Diacol Capiro**
UNe 2550 Santa Elena 3.0 Diacol Capiro**
UNg 2550 Santa Elena 3.5 ICA Puracé**
SVy 2150 San Vicente 25 Diacol Capiro"
Eo 2100 Bello 3.0 Diacol Capiro**
E1o 2100 Bello 3.0 Solanum phureja
ER13 2300 Entremos 2.0 Diacol Capiro**
SP11 2500 San Pedro 2.5 Solanum phureja
SP12 2450 San Pedro 2.0 Cumanday
SRy4 2540 Santa Rosa 2.0 Diacol Capiro**
SR1s5 2550 Santa Rosa 3.5 Diacol Capiro**
SSie 2400 Sonsoén 3.0 Diacol Capiro**
SSq7 2120 Sonsén 3.0 Solanum phureja
P1s 2120 Rionegro NO Solanum muricatum
T1e 2120 Rionegro ND Lycopersicon esculentum

**Variedades de Solanum tuberosum.  ND= no determinado

El cultivo se mantuvo a 90% de humedad relativa y a una temperatura
entre 16 - 18°C durante 5 - 6 dias en condiciones de camara de
crecimiento, situacion registrada mediante higrotermografo, al término
de lo cual se presenta la mayor esporulacion del hongo. Luego se
cosecharon los esporangios, mediante filtrado con tela (tul) para
separar micelio y particulas diferentes, luego se filtr6 con tela miliporo
para retener los esporangios y se indujo la liberaciéon de zoosporas en
agua estéril a 4°C por 30 a 60 minutos aproximadamente.

Cultivos monozoosporicos y mantenimiento de los aislamientos

La suspension de zoosporas obtenida se us6 para realizar diluciones
sucesivas con el fin de obtener cultivos monozoospdricos y replicar los
aislamientos en rodajas de papa en condiciones de humedad vy
temperatura mencionadas; 3 a 4 dias, después fueron transferidos a
medio agar-centeno (60 g de centeno, 15 g de agar y 20 g de sucrosa,
mas  antibiético) donde permanecieron durante dos  meses
aproximadamente.
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Evaluacion del tipo de apareamiento

Cada uno de los aislamientos fue evaluado por dos metodologias en placas
de Petri: sobre un medio agar-centeno (Método A) suplementado con (-
sitosterol 0.05 g/l (Figura 1), en rodajas de tubérculo de la variedad
Tuquerrefia (Método B). En ambas metodologias se utilizd micelio de un
aislamiento universalmente avirulento (avrO), suministrado por el Centro
Internacional de la Papa (CIP) como del tipo de apareamiento A; con cada
uno de los aislamientos recolectados. Estas cajas se incubaron a 18° C en la
oscuridad durante 8-14 dias. Al cabo de este tiempo se evalud la presencia
0 ausencia de oosporas en la interfase hifal, con la ayuda de microscopio de
luz. Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento utilizando como testigo, los
apareamientos entre si de cada aislamiento recolectado.

Determinacion in vitro de razas fisioldgicas de P. infestans

Para cada aislamiento se registrd la reaccion exhibida visualmente en los
foliolos de 11 clones diferenciales de papa (con genes individuales para
resistencia vertical a diferentes razas reconocidas del hongo), también
suministrados por el CIP en presencia de cada aislamiento del patégeno a
partir de inocules de 20 pl de una solucién que contenia entre 5,000 - 7,000
zoosporas/ml. El in6culo fue colocado en ambos lados de la nervadura
central del envés del foliolo de cada clon diferencial y puesto dentro de a una
placa de Petri invertido con agar nutritivo. Se realizaron ocho repeticiones por
tratamiento, y se utilizé el cultivar Alfa como testigo.

De las plantas diferenciales de 30-50 dias de sembradas, se inocularon e
incubaron 4 foliolos bajo las condiciones de humedad y temperaturas
mencionadas, durante 6 dias en presencia de luz. Al cabo de este tiempo, se
evalud la respuesta de compatibilidad: (+) si se presentaba una lesion
acompafiada de esporulacion del hongo; o wuna respuesta de
hipersensibilidad (H), cuando se observaron puntos necréticos dentro de la
gota del indculo (Figuras 1A'y 1B).

La designacion de las razas de P. infestans se realiz6 usando la nomenclatura
propuesta por Black et al (1953) y un clon diferencial como testigo sin genes
mayores sugerido por Tooley et al. (1986).
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Ademas se utilizd la nomenclatura octal para resumir la informacién obtenida
de las interacciones entre cada uno de los aislamientos con las plantas
diferenciales de papa (Goodwin et al., 1995).

Figura 1. Reaccion de compatibilidad (A) y de hipersensibilidad (B) entre
un foliolo de un clon diferencial de papa con un aislamiento de P.
infestans.



163 Lépez, Marquez, Jaramillo, Zapata, Mazo, Patifio

Resultados

Se observé diferencias en el crecimiento de las colonias del hongo tanto en
medio agar-centeno (Método A) como en rodajas de papa (Método B). El
método B fue excelente para incrementar los aislamientos de P. infestans, ya
que con él se obtuvo un rapido crecimiento micelial acompafiado de una alta
produccion de esporangios.

Al evaluar y comparar todos los apareamientos de los diferentes aislamientos
con el aislamiento testigo y de cada aislamiento consigo mismo, en los
métodos propuestos, no se observd la formacién de esporas sexuales
(oosporas). En algunos apareamientos entre el aislamiento U, y el A,
realizados sobre rodajas del tubérculo se observaron estructuras semejantes
a oogonios.

Se observé una compatibilidad parcial (C,) entre algunos aislamientos y el
diferencial con el genotipo R, (Tabla 2). Algunas veces se evidencié una
hipersensibilidad de punto necrético (H.) en interacciones entre aislamientos y
los diferenciales R4, Rs, Rs, Rg ¥ Rg. Todos los aislamientos mostraron
compatibilidad (+) con el cultivar a, y los clones Rs y Ry siempre mostraron
respuesta hipersensible con todos los aislamientos de P. infestans (Tabla 2).

Dentro de los 19 aislamientos de P. infestans evaluados por su virulencia con
los 11 clones diferenciales de papa, se encontraron 6 patotipos diferentes,
siendo la raza 7446, la que se presentd con mayor frecuencia (57.9%)
seguida por la 5446 y la 7466. Las otras razas, 7546, 1447 y 7046 fueron las
de menor frecuencia (5.2%) (Tabla 3).

El nimero promedio de factores de virulencia mostrado por la poblacién del
hongo fue 6.6 (Tabla 4). Cada uno de los aislamientos presentd al menos 5
factores de virulencia especifica, con un méximo de 8 factores (Tabla 3). Los
factores r; , r; , rio y ryy siempre estuvieron presentes en todos los
aislamientos.

La mayor complejidad (8 factores de virulencia) correspondié a los
aislamientos Ui, UNg y SV;, mientras que el aislamiento procedente de
Solanum muricatum presento la menor complejidad (5 factores de virulencia)
(Tabla 2).

Al realizar evaluaciones de patogenicidad con algunos aislamientos
monozoosporicos, éstos presentaron los mismos factores de virulencia que
se encontraban en sus respectivos aislamientos originales (Tabla 2).
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Tabla2. Registro de la evaluacion de los aislamientos de P.
infestans con fenotipos diferenciales de papa.

Aislamientos Fenotipos diferenciales de Solanum
de P.
infestans

Q
Py
s
S
Py
&
Py
E
Py
&
Py
&
s
4
Py
&
Py
o
Y
o
Y

Uy + + C + + H H + H H + +
U, + + + + + H H + H H + +
Us + + C, + + H H + + H + +
Cs + + C, + + H H + H H + +
Gs + + C, + + H H + H H + +
UNe + o+ H + + H H + H H + +
UNg + o+ C, + + H H + + H + +
SV7 + o+ + + + H + + H. H + +
Eo + + C, + + H H + H H + +
E1o + + + + + H H. + H H + +
SP14 + + C + + H H + H H + +
SP1z + + C + + H H + H H + +
ER13 + + C + + H H + H H + +
SR14 + + C + + H H + H H + +
SRis + 4+ C, + + H H + H. H + +
SS+6 + o+ H + + H H + H H + +
SSq7 + o+ H. + + H. H + H H + +
P1s + + H + + H H + H H + +
Tie + + + + H H H + H H + +
U1MZ2 + + Cp + + H H + H H + +
Sp12MZy1 + + Cp + + H H + H H + +
SP1,MZ5, + + G + + H H + H H + +

(+)= Compatible; Cp= Compatibilidad parcial; H=hipersensibilidad
H.=hipersensibilidad punto necrotico.
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Tabla 3. Frecuencia de razas fisiologicas de P. infestans
obtenidas en diferenciales de Solanum tuberosum.
Aislamiento de P. Patotipo N.octal Factores de % Frecuencia
infestans* virulencia

Ui UyCs G5 EgEqg  1.2.3.4.7.10.11 7446 7 57.9
SP11 SP12 ER13

SR14 SRi5

UNg SS1¢ SS17 1.3.4.7.10.11 5446 6 15.8
UN3UNg 1.2.3.4.7.8.10.11 7466 8 10.5
SV7 1.2.3.4.6.7.10.11 7546 8 5,2

Pis 3.4.7.10.11 1446 6 5.2
T1o 15.3.7.10.11 7046 6 5.2

Nomenclatura aislamientos ver Tabla 1.

Tabla 4. Frecuencias de factores de virulencia en colecciones de
P. infestans en diferentes regiones geograficas del mundo

Region geografica N° Promedio factores virulencia
Antioquia (Colombia) : 19 6.6
Valle Toluca (México) 16 5.6
Holanda 14 41
Reino Unido. 61 3.7
Estados Unidos, Canada 14 1.9
Peru 33 1.0

Adaptado de Fry y Spielman (1991).

Discusion
Evaluacion del tipo de apareamiento

La ausencia de oosporas en los apareamientos con aislamientos que fueron
recolectados en las principales zonas paperas del Departamento de
Antioquia, es un indicativo de que la poblacién del hongo presente en esta
zona corresponde a un solo tipo de apareamiento (A4). Esto presupone una
reproduccion asexual de P. infestans en esta region.
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Los apareamientos entre aislamientos de P. infestans generalmente se han
realizado en medios de cultivos artificiales, pero muy pocas veces estos
resultados han sido replicados en tejidos vivos. Las estructuras sexuales
también han sido observadas en tubérculos de papa afectados por tizon,
recolectados de cultivos atacados por el hongo (Smorawski, 1890; Lohnis,
1922; De Bruyn, 1923; Kotila, 1949). Lo anterior, sumado a los resultados
obtenidos en el presente trabajo, hacen de las rodajas de papa (Método B)
un sustrato facil de conseguir y manejar para cultivar P. infestans, y para la
realizacién de pruebas in vitro que permitan la deteccion de reproduccion
sexual en aislamientos de P. infestans.

Composicion de las razas fisiologicas de P. infestans

La complejidad, en términos de nimero promedio de factores de virulencia
especifica encontrada en la poblacion de P. infestans proveniente de las
principales zonas paperas de Antioquia, es una de las mas altas (6.6) que se
ha reportado en el mundo (Tabla 4) (Tooley et al., 1986; Rivera - Pefia, 1988).
Contradictoriamente, la alta complejidad detectada en esta region esta
relacionada con una baja diversidad genética mostrada por los diferentes
aislamientos.

Los estudios iniciales de reconocimiento de razas fisiolégicas de P. infestans
realizados en Colombia mostraron una alta correlaciéon entre la complejidad
de las razas y las variedades de papa comunmente cultivadas, de modo que
los factores de virulencia en el patégeno parecian estar influenciados por la
existencia de genes mayores de resistencia al tizén en la papa (De Rojas,
1953; Guzman, 1962). Sin embargo, estos estudios s6lo contaron con un
pequefio grupo de clones diferenciales de la papa, lo cual no permitia evaluar
el promedio real de factores de virulencia presentes en las poblaciones del
patoégeno.

Se esperaria que la complejidad de los factores de virulencia del hongo
estuviera determinada por los factores de resistencia presentes en las
variedades de papa mas comunmente cultivadas en Colombia. Los
resultados muestran que los factores de virulencia de P. infestans no
correspondian en su totalidad con sus factores de resistencia equivalentes en
las plantas hospedantes, a pesar de que algunos aislamientos del hongo
habian sido recolectados de hospedantes sin genes mayores (R) como S.
phureja, S. muricatum y L. esculentum (Tabla 3).

Se podria considerar que la seleccion impuesta por los genotipos de las
plantas huéspedes no seria un factor determinante para la
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complejidad en los factores de virulencia de las poblaciones de P. infestans
en Antioquia. No obstante, si parece ser un factor de seleccién importante en
paises como el Perl donde el cultivo intensivo de variedades de papa con el
gen Ry parece haber contribuido a la alta frecuencia de la raza aun de P.
infestans (Tooley et al., 1989).

Ademas, las respuestas similares exhibidas en factores de virulencia por
algunos aislamientos monozoospéricos con respecto a sus aislamientos
madres, evaluados en la presente investigacion, tienden a mostrar una alta
uniformidad genética simultaneamente con una gran complejidad, similar a lo
mostrado por estudios moleculares con isoenzimas (Tooley et al., 1985) y
evaluaciones de mezclas de razas (Leachy Rich, 1969).

La correspondencia incompleta entre factores de resistencia en las plantas
hospedantes y factores de virulencia en la poblacion de P. infestans
evaluada en el presente trabajo, puede estar influenciada por otras fuentes
adicionales de variacion tales como la herencia citoplasmatica y la
parasexualidad (Leach y Rich, 1969), fendmenos que permitirian la expresién
de nuevos patotipos y de fenotipos recesivos que han estado ocultos por
alelos dominantes.

A pesar de que en la poblacion de P. infestans evaluada en este trabajo se
encontraron 6 razas fisioldgicas distintas, sus diferencias radican solamente
en 1-3 factores de virulencia, con ausencia de los factores aurs y ro. Esto
permite suponer que una raza fisiolégica de alta complejidad, tiende a
predominar en un huésped especifico.

La complejidad parcial detectada en el diferencial R, se puede deber a la
presencia de genes responsables de resistencia horizontal (cuantitativa),
presentes en este diferencial (Turkensteen, 1989) y no a un efecto de
expresividad variable exhibido por el r».

La alta complejidad detectada en los aislamientos de P. infestans
recolectados en las diferentes regiones de Antioquia, sugieren la utilizacién
de resistencia horizontal para futuros programas de mejoramiento genético
de la papa, tendientes a obtener variedades resistentes a este patdgeno y a
otros agentes con comportamiento genético similar.
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