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Resumen

El manejo de enfermedades causadas por Phytophthora en el trépico se torna complicado debido a las
condiciones ambientales propicias para el desarrollo del patdgeno. La correcta identificacién a nivel
de especies y la determinacién de la etiologia de la enfermedad constituyen dos factores principales
que siguen siendo un reto en los ecosistemas tropicales. En nuestros estudios de referencia en los
bosques tropicales de Costa Rica, Pert y Granada, ademas de las especies conocidas (por ejemplo, P.
palmivora, P. capsici y P. hevea), se han identificado algo mas de 20 nuevas especies. Las adaptaciones
de nicho encontradas demuestran que algunas especies se desarrollan mejor en las partes aéreas de
las plantas, mientras que otras prefieren ambientes acudticos o el suelo. Los bosques tropicales de
transicion tuvieron la mayor diversidad de especies. Estos bosques son un reservorio importante para
especies que presentan alto grado de patogenicidad y la principal fuente de especies de Phytophthora
emergentes. La seleccion de los sitios de siembra y las practicas de saneamiento, considerando la
biologia de las especies y la diversidad, seguiran siendo las herramientas de manejo mas importantes
para Phytophthora en el trépico.



Abstract

Managing Phytophthora in the tropic is challenging due to the rainy conducive environment. Correct
species identification and determining the etiology of the disease have been two major components
that continue to be challenging in tropical ecosystems. In our base line surveys in tropical forests
of Costa Rica, Peru and Granada, besides the well-known species (e.g. P. palmivora, P. hevea and P.
capsici) over 20 new species have been identified. Niche adaptations also exist, demonstrating that
some species prefer an airborne biology whereas others are primarily waterborne or terrestrial. In
addition, transitional tropical forests have the greatest species diversity. These forests represent a
major reservoir for species of concern and the main source of emerging Phytophthora. Choosing
plantation sites and sanitation practices considering the species biology and diversity will continue to
be the most significant management tool for Phytophthora in the tropic.

Introduccion

En la actualidad el comercio global de productos y
recursos naturales exclusivos de distintas partes del
mundo ocurre a una velocidad asombrosa. A pesar de
los beneficios, la creciente globalizacion y el aumen-
to del comercio internacional pueden abrir las puer-
tas para la introduccion y la diseminacién de nuevas
plagas y enfermedades exdticas que pueden danar
seriamente nuestros ecosistemas nativos, los cultivos
agricolas y posiblemente también la salud humana
(Brasier, 2008, Liebhold y cols., 2012, Roy y cols.,
2014). Son muchas las enfermedades que emergen en
los bosques naturales y en las plantaciones a una velo-
cidad cada vez mayor en el mundo entero (Aukema y
cols., 2010). Probablemente las zonas tropicales sean
las mas vulnerables por la falta de recursos para efec-
tuar estudios exhaustivos.

Entre los fitopatogenos, la especie Phytophthora sur-
gi6 como un grupo de patégenos significativos de los
ecosistemas naturales (Hansen, 2015). Por ejemplo, la
Phytophthora cinnamomi causa casos severos de muer-
te de los eucaliptos comenzando en las hojas, y reduce
la flora nativa de Australia. También se ha implicado
en el diezmado de poblaciones de roble en la Europa
mediterranea y en el noreste de Estados Unidos (Balci
y cols., 2007). Mas recientemente, el surgimiento del
patogeno de la Muerte Subita del Roble (P. ramorum)
en la costa oeste de Estados Unidos, y la mengua del
alerce (Larix decidua) en el Reino Unido son fenéme-
nos que recalcan el papel destructivo de este grupo de
fitopatogenos. El impacto devastador de la P. ramorum
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en California ha motivado levantamientos sistémicos
en los bosques y los viveros en busca de especies de
Phytophthora de interés regulatorio. Sin embargo, estas
investigaciones se hicieron principalmente en las zonas
templadas (Balci y cols., 2007 y la bibliografia asocia-
da), pero revelaron unos grupos endémicos y disemi-
nados de especies de origen exdtico.

Un reto que afrontamos con el manejo de los pa-
tégenos invasivos (por ejemplo, Phytophthora) es que
casi todas las especies que producen deterioro de los
bosques han sido desconocidas para la ciencia antes
del brote. Esto se puede atribuir en gran medida a la
falta de informacion y de estudios sobre la biodiversi-
dad de los oomicetos y, en particular, la falta de levan-
tamientos de fitopatégenos antes de que provoquen
danos significativos. Por tanto, nuestro proposito fue
explorar los ecosistemas nativos de Costa Rica para
determinar la biodiversidad de las especies de Phyto-
phthora. Nuestro objetivo fue generar conocimiento
sobre la biodiversidad de este grupo extremadamente
patogénico que bdsicamente no se ha explorado en
los ecosistemas tropicales.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 10 sitios en total para representar
distintos tipos de bosque de los Parques Nacionales
de Costa Rica. La primera visita de campo se realizo
entre el 5y el 15 de julio de 2012, y la segunda entre el
15y el 25 de enero de 2013.



El muestreo se diseé para explorar diferentes
nichos ecoldgicos, entre ellos, ambientes aéreos, de
suelos y acuaticos. El material de la muestra se tom6
de cuatro fuentes distintas: 1) hojas de las plantas de
menor estatura con lesiones necroéticas, todavia adhe-
ridas a las plantas (LP); 2) hojas recién caidas del dosel
con lesiones necroéticas de color pardo oscuro (LF);
3) hojas sumergidas en agua con lesiones embebidas
en agua (LS); 4) muestras de suelo recogidas alrede-
dor de los arboles (S).

Los aislamientos se agruparon inicialmente uti-
lizando la homologia de secuencia con base en la
region del separador interno transcrito (ITS, por
sus siglas en inglés) del ADNr (con base en los ITS
iniciadores 4 & 5; White y cols., 1990). Todos los
aislamientos de los distintos grupos se analizaron
para determinar las caracteristicas morfoldgicas cla-
ve mediante una Lucid Key (Martin y cols., 2012).
Cuando se encontr6 concordancia entre la morfo-
logia y la identificacién de la secuencia basada en
ITS no se hicieron secuenciaciones de loci adicio-
nales. Los aislamientos en el interior de un grupo
con identidad diversa de morfologia y secuencia in-
ferior a 99,9 % con respecto a cualquier secuencia de
Phytophthora disponible en GenBank o las caracte-
risticas morfologicas confirmatorias de la variacion
con respecto a las especies mds proximas se consi-
deraron posibles especies nuevas y se secuenciaron
adicionalmente usando siete loci adicionales.

La clasificacion se basé en observacion y medicion
de las estructuras asexuales y sexuales tal como se in-
dica en Martin y cols. (2012). Para calcular el prome-
dio de variacion de los tamanos se escogieron al me-
nos 50 muestras. Se registrd el patrén de crecimiento
de las colonias en agar de dextrosa de papa (PDA) y
en agar de jugo V8 clarificado (cV8A), y los reque-
rimientos de la temperatura de cultivo (10 a 40 °C)
utilizando cV8A (19 ml en una caja de Petri de 9
cm). Los requerimientos de temperatura de cultivo
se repitieron dos veces con tres réplicas.

Resultados
Se recuperaron en total 417 aislamientos de Phyto-

phthora. De esta coleccién, 257 provinieron de una
fuente particular de material. Los 160 aislamientos

adicionales se identificaron como repeticiones y, por
tanto, se excluyeron de la lista de la coleccién final
(es decir, se identificé que los aislamientos eran de la
misma especie derivada de la misma fuente de mate-
rial). Los 257 aislamientos de Phytophthora se carac-
terizaron en 21 especies, entre ellas P. capsici, P. cinna-
momi, P. cryptogea, P. hevea, P. macrochlamydospora,
P. palmivora, P. tropicalis, P. taxon “PgChlamydo” y 13
especies nuevas. La descripcion formal de los taxones
nuevos se propone en otro articulo. El mayor nimero
de aislamientos fue de P. taxon “lagoariana” (aisla-
miento 40), seguido de P. taxon “sp1” (36).

La diversidad de las especies dependio del sitio del
muestreo. En el sitio CR5 se descubrieron 15 especies.
El contraste fue grande con los sitios CR3 y CR6-10,
donde se aislaron entre 1 y 5 especies diferentes. Al
agrupar los sitios por tipos de bosque, las tierras bajas
de clima humedo/seco (bosques de transicion) pre-
sentaron la mayor diversidad de especies. Asimismo,
en los sitios elevados de montafa (bosques nubosos)
se encontrd una mayor cantidad de especies diversas
(por ejemplo, los sitios 1, 2, 3, 6). En los sitios en don-
de las condiciones de humedad persistian durante
todo el afo o donde predominaban los climas tropi-
cales secos (por ejemplo, los sitios 4, 8, 7, 9, 10) la
diversidad de las especies fue la mas baja.

Ubicacion filogenética

La filogenia multilocus ubico las especies en siete rami-
ficaciones o clados diferentes. Los clados 2 y 9 se repre-
sentaron con seis especies, mientras que en los clados
4, 5, 6 y 8 se encontraron solamente dos especies. En el
clado 7 se encontré solamente una especie (por ejem-
plo, P cinnamomi). De las especies nuevas, cuatro se
encontraron en el clado 9 y tres en el clado 2. Solamen-
te una especie se encontrd en todos los demas clados,
salvo el clado 7. Hubo algunos consensos con respecto
a las caracteristicas morfolégicas cuando se agruparon
las especies con base en su clado molecular. En el clado
9, todas las especies tenian esporangios no papilados.
Asimismo, todas las especies encontradas en el clado
2 tenian esporangios semipapilados. Sin embargo, no
hubo consenso con respecto a la morfologia y el nicho
en donde se encontraron las especies.
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Discusion

Este estudio se cuenta entre los primeros levantamien-
tos sistémicos de la biodiversidad de las especies de
Phytophthora en los bosques tropicales. El hallazgo de
22 taxones, incluidas 13 especies nuevas en tan solo diez
sitios de estudio, demuestra que estos bosques albergan
mucha mas diversidad de Phytophthora que los bosques
templados. La diversidad también es muy alta en el bos-
que tropical cuando se considera un solo sitio. Identifi-
camos 15 especies en el Parque Nacional Carrara (CR5),
en comparacion con los bosques templados en donde el
numero de especies reportadas oscila entre 1 y 4.

Considerando la mala fama de las especies de
Phytophthora por su patogenicidad, en este estudio
hemos demostrado que se encuentran facilmente en
nichos ecoldgicos diversos, sin dafio obvio para la co-
munidad vegetal. Salvo por un caso en el que se aislo P,
palmivora en retofios marchitos de las plantas de me-
nor altura, no se observé mortalidad de las plantas en
ninguna otra situacion de bosque. Las infecciones en
las plantas vivas observadas en el momento del mues-
treo constaron de pequeias secciones necroticas en las
hojas. Sin embargo, todas las especies conocidas en-
contradas en este estudio son fitopatégenos importan-
tes distribuidos en el mundo entero (Erwin y Ribeiro,
1996). Con excepcion de la P macrochlamydospora, la
cual se ha reportado unicamente en la soya (Glycine
max) en Australia, P. capsici, P. cinnamomi, P. crypto-
gea, P hevea, P. palmivoray P. tropicalis tienen una lista
muy larga de hospederos que superan los centenares
de especies vegetales (Erwin y Ribeiro, 1996, Farr y
Rossman, 2015). En esta coleccion, P. palmivora, P. cap-
sici'y P, tropicalis fueron las mas comunes. Su presencia
frecuente va de la mano con su impacto en los trépicos,
en donde se ubican entre las especies mds infecciosas
de Phytophthora que afectan a la mayoria de los cul-
tivos arboreos en los trépicos, exceptuando el banano
(Drenth y Guest, 2013, Uchida y Kadooka, 2013).

Vale la pena recalcar la presencia generalizada de la
especie denominada provisionalmente P. taxon “Pg-
Chlamydo” porque es la primera vez que se encuentra en
un ambiente tropical. Esta especie se ha descubierto en
muchos paises, con adaptaciones a diversos ecosistemas
(Brasier y cols., 2003, Greslebin y cols., 2005, Burgess y
cols., 2009, Reeser y cols., 2011, Hiiberli y cols., 2013).

En nuestro estudio también se han hecho evidentes
las adaptaciones de la Phytophthora. La mayor diversi-
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dad de especies se encontrd en los bosques humedos
tropicales de altura (bosques nubosos) sujetos a gran-
des fluctuaciones de temperatura, y en las tierras ba-
jas de bosques de transicion con ciclos de humedad/
sequia. En los bosques tropicales, las areas de clima
variable ofrecen mayor ventaja al género Phytophthora
en comparacion con las areas en donde las condicio-
nes climaticas son relativamente constantes. Una razén
particular para explicar esas adaptaciones a un nicho
podria ser la menor capacidad competitiva de las espe-
cies de Phytophthora cuando estan presentes diversos
organismos. Un ciclo seco con grandes fluctuaciones
de temperatura podria reducir el indculo de organis-
mos antagonistas y ser ventajoso para la Phytophthora.

Se encontraron 17 especies asociadas con las par-
tes aéreas de las plantas. Esto nunca se habia demos-
trado en ningun otro estudio de las especies de Phyto-
phthora. Si bien las especies aéreas existen en las re-
giones templadas, se considera que son exoéticas tanto
aquellas que causan dafio a las plantas lefiosas como
las que afectan a los cultivos agricolas. Varios estudios
han demostrado cémo se disemina la P. palmivora al
dosel a través de la salpicadura de lluvia, de distin-
tos escarabajos y hormigas, moluscos y vertebrados
(Guest y Drenth, 2013), y un mecanismo semejante
podria explicar las especies encontradas en este estu-
dio. Si bien las areas tropicales parecen ser puntos de
actividad para las especies de Phytophthora aérea en
su funcién como colonizadoras iniciales del follaje,
los estudios de su “biologia criptica” prometen nuevo
conocimiento acerca de su papel funcional.

En la practica, la identificacion de los taxones
nuevos que podrian representar una amenaza para la
salud de la planta es una labor dificil para los fitopato-
logos. Considerando que la gran mayoria de las espe-
cies pertenecientes al género son fitopatégenos, quiza
todas tengan el potencial de causar enfermedades. Sin
embargo, seria imposible predecir cual de los taxones
nuevos podrian ser “asesinos del bosque”, como P. ra-
morum o P. cinnamomi con base en la morfologia, la fi-
logenia o la ecologia inicamente. No obstante, nuestro
método de muestreo nos brindé pistas sobre su com-
portamiento y los habitats posibles de su predileccion.
Por otra parte, P. cinnamomi se encuentra solamente
en el suelo. Este tipo de conocimiento de la ecologia
podria ayudar enormemente a afinar los enfoques de
diagnéstico y manejo y los esfuerzos de estudio para
determinar la presencia de estos patdgenos en caso de
su introduccién en ambientes nuevos.



