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USO DEL INDICE DE DIVERSIDAD RELATIVA DE KOSMAN PARA
AGRUPAR FENOTIPOS EN POBLACIONES POLIMORFICAS DE
FITOPATOGENOS: EL CASO DE Phytophthora infestans. *

Using Kosman’s index of relative diversity to cluster phenotypes in
polymorphic populations of plant pathogens: the case of
Phytophthora infestans.

.

Elsa Janeth Gualtero', Celsa Garcia® y Enrique Torres®

RESUMEN

El polimorfismo en poblaciones de
fitopatdgenos aumenta los riesgos asocia-
dos con las enfermedades. La tecnologia
molecular ha permitido examinar esta varia-
bilidad usando marcadores neutrales como
proteinas totales e isoenzimas. ElI
polimorfismo se puede medir y describir con
indicadores de diversidad y de riqueza de
informacion, y los varios fenotipos se pue-
den ordenar mediante analisis de agrupa-
miento. Este trabajo utilizé un estudio previo
de proteinas totales en 55 aislamientos de
Phytophthora infestans, el patégeno que
causa la gota de la papa, y contrastd los
agrupamientos obtenidos con el coeficien-
te de similitud de Jaccard, con las diferen-
cias en numero de proteinas entre aisla-
mientos y con el indice relativo de diversi-
dad propuesto recientemente por Kosman,
basado en las diferencias maximas entre
aislamientos. Los resuitados indican que
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las distancias y el indice relativo de diver-
sidad complementan adecuadamente el
analisis de agrupamiento.

Palabras claves: Genética de pobla-
ciones, vigilancia de fitopatdgenos.

SUMMARY

Polymorphism in populations of plant
pathogens enhances the risks associated
with diseases. Molecular techniques allow
the examination of this polymorphism
using neutral markers such as total proteins
and isozymes. Polymorphism may be
measured and described using several
diversity and information richness indices,
and the different phenotypes may be
ordinated with standard cluster analysis.
This work used data from a study on total
proteins within 55 isolates of Phytophthora
infestans, the pathogen of potato late blight,
and compared the clustering of isolates
resulting from standard cluster analysis,
from differences among isolates in number
of proteins and from Ko, Kosman s index of
relative diversity, which is based on the
maximum differences among isolates.
Results indicate that both distances and Ko
are suitable complements to cluster
analysis.

Key words: Population genetics,
pathogen surveiliance.
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INTRODUCCION

Una poblacién es un grupo de indivi-
duos de la misma especie que interactian
en un determinado tiempo y espacio. Cuan-
do, en una poblacion, solamente existe un
fenotipo para un caracter determinado, la
poblacion es monomorfica para ese carac-
ter. De lo contrario, la poblacion es polimorfica.
Las poblaciones de patogenos de plantas
son frecuentemente polimorficas, debido a
las variantes que resultan de los procesos
de mutacion, migracion, deriva genética y
reproduccion sexual y al papel selectivo de
factores ambientales dinamicos (Burdon y
Silk, 1997). Este polimorfismo genético tiene
implicaciones sobre la estabilidad de las
poblaciones de fitopatogenos y sobre el
manejo de las enfermedades que causan.
Por lo tanto, la vigilancia continua de la es-
tructura genética de poblaciones de
patogenos es un pilar fundamental en la pro-
teccion de cultivos.

Cuando el polimorfismo se expresa en
caracteristicas fisiologicas que no se obser-
van directamente, como por ejemplo, tipo de
apareamiento, virulencia o resistencia a
fungicidas, hay que examinar detalladamen-
te un nimero representativo de aislamien-
tos muestreados de la poblacién, y puede
ser necesario recurrir a marcadores
moleculares y al empleo de métodos numé-
ricos para la descripcion del eventual
polimorfismo. Fry y Goodwin (1997) reco-
miendan el uso de marcadores moleculares
y bioquimicos neutrales para estudios de
genética de poblaciones en patégenos cuya
variacién patotipica (es decir, en caracteres
asociados con virulencia y patogenicidad)
es muy rapida, como es el caso de
Phytophthora infestans, el agente causal de
la gota de la papa.

Refiriéndose a la diversidad fenotipica
de Puccinia graminis, el hongo de la roya
del tallo de los cereales, Groth y Roelfs
(1987) consideran que para describir la di-
versidad en una poblacion polimoérfica de
fitopatdgenos se deben integrar tres crite-
rios (1) que la poblacion sea rica, es decir,
que se componga de un alto nimero de

fenotipos; (2) que las frecuencias de los
fenotipos tengan una distribucion equitativa
y {3) que el grado de diferencias entre
fenotipos sea amplio.

La ecologia matematica ha adaptado y
desarrollado indicadores y métodos analiticos
para describir y medir la diversidad en pobla-
ciones polimorficas. Dos indicadores sencillos
son el indice de entropia de Shannon (Sh=X
p,In p) y el coeficiente de diversidad de
Simpson (S=1-Zp?), los cuales se computan
con base en p, lafrecuencia del iésimo fenotipo
de n fenotipos diferentes (Whittaker, 1975).
Ambos indices son estimadores validos de la
riqueza y la equidad de la diversidad, pero nin-
guno tiene la capacidad de estimar el grado
de disimilitud entre los distintos fenotipos, Esta
deficiencia es tanto mas grave si se considera
que es muy probable que las diferencias entre
pares de aislamientos no idénticos, en pobla-
ciones polimdrficas de fitopatégenos, sean de
diferente magnitud. Por esta razén, los indices
Sh y S no son adecuados para describir la
diversidad en poblaciones de fitopatégenos,
segun los criterios planteados por Groth y
Roelfs (1987).

El analisis de gradientes, desarrolla-
do por Whittaker (1975) en el contexto de
ecologia de comunidades, es un enfoque
investigativo para el estudio de asociacio-
nes polimérficas que examina la similitud o
la diferencia de ubicacion de sus elementos
constitutivos con respecto a dos o mas
gradientes o dimensiones.

En el analisis de agrupamiento (clus-
ter analysis), los elementos constitutivos de
la asociacion polimérfica se confrontan
iterativamente en pares por la presencia o
ausencia de ciertas caracteristicas, con el fin
de encontrar el par de registros mas similar,
0 sea, el que tiene un mayor numero de ca-
racteristicas en comun. La presencia o au-
sencia de una caracteristica se registra como
una variable binaria que asume valores de 1
si la caracteristica esta presente y 0 si esta
ausente ( Johnson y Wichern, 1992).

Recientemente, Kosman (1996) ha pro-
puesto un indice para describir la diversidad de
una poblacion polimérfica de fitopatégenos, el
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cual tiene en cuenta la disimilitud entre los
fenotipos que constituyen esa poblacion.
Kosman considera una muestra de n aisla-
mientos que representa una poblacién de
patégenos, de manera que, al considerar k
caracteres descriptivos, cada aislamiento ten-
ga un patron de k respuestas binarias. La ‘dis-
tancia’ entre dos aislamientos esta definida por
el numero de caracteres a los cuales respon-
dan diferencialmente los dos aislamientos y
varia entre 0 (cuando los dos aislamientos pre-
sentan respuestas iguales a los k caracteres) y
k (cuando los dos aislamientos presentan res-
puestas diferentes a cada caracter). Al compa-
rar cada aislamiento contra todos los demas,
se escoge la mayor de las n-1 ‘distancias’ ob-
tenidas para cada aislamiento, y se suman las
n ‘distancias’ para obtener la suma méaxima de
las distancias, Ass__ (AA). El indice relativo
de diversidad de la poblacién, Ko, se obtiene
dividiendo Ass__ (A,A) entre nk, y tiene valores
que fluctian entre 0 y 1. Un indice de diversi-
dad O corresponde a una poblacion que esta
limitada a un solo fenotipo. EI méximo indice
de diversidad relativa, 1, corresponde a una
pobiacién con fenotipos que ocurren en fre-
cuencias iguales y que presentan patrones de
respuesta diferentes para los k factores dife-
renciales, especialmente si la poblacién po-
see todos los 2*fenotipos posibles (Kosman,
1996).

La gota de la papa, probablemente, es
la enfermedad mas destructiva de este culti-
vo a nivel mundial. A partir de los afios 1980,
se ha observado un resurgimiento global de
la enfermedad, asociado con la aparicién de
nuevos linajes de P. infestans, cuyo supues-
to origen fueron migraciones iniciadas en
México (Dagget et al., 1993; Fry y Goodwin,
1997). Hasta antes de esta migracion, las
poblaciones de P. infestans por fuera de
México estaban limitadas a dos o tres
genotipos de una misma linea clonal pero
ahora suman cientos.

Las caracteristicas iniciales de la po-
blacion migrante deducidas por comparacion
de varios marcadores entre aislamientos
contemporaneos y aislamientos colectados
antes de la deteccion del tipo A2 son las si-
guientes: tipo de apareamiento A1 GPI 86/

100 y 100/100; PEP 92/100 y 100/100. Pre-
vio a la deteccién del tipo A2, el alelo 90
para GPl y el alelo 83 para PEP no habian
sido detectados en Europa. Analisis poste-
riores de DNA han corroborado los resulta-
dos de aloenzimas (Fry et al., 1993).

Analisis realizados en Alemania, Corea,
Gran Bretana, Holanda, Japon y Polonia indi-
can que los nuevos linajes desplazaron en
pocos afios a las poblaciones tocales. La sus-
titucion de los viejos linajes clonales por nue-
vas poblaciones indica que la poblacion
migrante esta mejor adaptada que los viejos
linajes. Las migraciones y la sustitucion de
poblaciones han agravado el problema de la
pérdida de sensibilidad al fungicida metalaxyl
(Fry y Goodwin, 1997). Bajo estas circunstan-
cias, es imperativo disponer de técnicas senci-
llas y eficientes para cuantificar el polimorfismo
genético de poblaciones y monitorear la apari-
cion de nuevos linajes, utilizando marcadores
neutrales cuya frecuencia no se vea afectada
por los genes de resistencia del hospedante
(Fry y Goodwin, 1997).

Este trabajo compar¢ la ordenacién de
aislamientos de P. infestans por sus valo-
res de proteinas totales (Gualtero, 1997),
segun el analisis de agrupamiento, las dis-
tancias absolutas entre aislamientos y Ko,
como una contribucion hacia el estabieci-
miento de métodos numéricos para des-
cribir la diversidad y ordenar o clasificar
aislamientos en poblaciones de
fitopatégenos,

MATERIALES Y METODOS

El trabajo utilizo los datos de un estu-
dio de proteinas totales en 55 aislamientos
de P. infestans colectados entre 1995 y 1996
en lotes comerciales de papa de
Cundinamarca y Boyaca, en-el cual se
visualizaron 71 bandas, que representan
sendas proteinas con pesos moleculares
relativos entre 14000 y 270000 (Gualtero,
1997). Los resultados generaron una matriz
binaria de 55 x 71, en la cual ta presencia de
una banda determinada para cada aisla-
miento se registro como 1 y su ausencia,
como 0.
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Con estos resultados se calculo el co-
eficiente de similitud de Jaccard de acuerdo
con la férmula Cs = (a)/(a+b+c), donde (a)
representa el numero de comparaciones de
pares de aislamientos en que la proteina
ocurre en ambos aislamientos y (a+b+c) el
numero de comparaciones en que la protei-
na ocurre, al menos, en un aislamiento. Los
valores posibles de Cs van desde 0, cuando
la proteina nunca ocurre en ambos aislamien-
tos, hasta 1, cuando la proteina ocurre siem-
pre en ambos aislamientos. El coeficiente
de similitud de Jaccard se utilizo para reali-
zar un analisis de agrupamiento, el cual ge-
nerd un dendrograma que reconocio tres
subgrupos de aislamientos, asi: el subgrupo
uno con 11 aislamientos cuyos coeficientes
van de 0,43 a 0,84, el subgrupo dos con 22
aistamientos, cuyos coeficientes van de 0,5
a 0,85 vy el subgrupo tres (3) con 22 aisla-
mientos y cuyos coeficientes van de 0,5 a
0,84. (Figura 1). Para estos analisis, se utili-
z6 el software Syn-Tax-pc version 5.0

_(Podani, 1993).

Para determinar el indice de Kosman,
fue necesario establecer las ‘distancias’
entre cada aislamiento y los otros 54 aisla-
mientos en términos de presencia o au-
sencia de cada una de las 71 diferentes
bandas proteinicas y, luego, sumar las dis-
tancias maximas. Debido a la faita del soft-
ware apropiado, las 1485 comparaciones
pareadas entre los 55 aislamientos se efec-
tuaron manualmente. Para facilitar el pro-
ceso y hacerlo menos dispendioso, se pro-
cedid de la siguiente manera: se agrupa-
ron las 71 bandas proteinicas en 18 con-

juntos de cuatro bandas cada uno, con ex-
cepcion del titimo que solamente conte-
nia tres bandas; las comparaciones entre
dos aislamientos se realizaban al interior
de cada conjunto de bandas, y el resulta-
do se codificaba con una letra que indica-
ba en cuales de las cuatro bandas habia
diferencias (Cuadro 1).

Este procedimiento permitid reducir a
la cuarta parte el tamafio de la matriz origi-
nal de comparaciones. Finalmente, una Ta-
bla Auxiliar, en la cual aparecian, en doble
entrada, los Codigos de Diferencias, daba la
‘distancia’ parcial entre los dos aislamientos
para cada uno de los 18 conjuntos de ban-
das. La distancia total entre los dos aisla-
mientos se obtenia sumando las 18 distan-
cias parciales. Los valores minimos y maxi-
mos esperados de las distancias eran de 0
para aislamientos idénticos y de 71 para dos
aislamientos que difirieran en todas las ban-
das proteinicas.

Después de haber calculado las 54
distancias para cada aislamiento, se selec-
ciond el valor de la mayor distancia y se su-
maron los n valores para el grupo de aisla-
mientos que se estuviera evaluando. Esta
suma constituye el parametro Ass__ (A,A). El
indice de diversidad relativa, Ko, definido
como la relacion entre Ass__ (A,A) y el pro-
ducto del nimero de aislamientos n y el na-
mero de bandas {k = 71}, se calculd para la
muestra de 55 aislamientos {n = 55}, para
cada uno de los tres subgrupos reconocidos
por el dendrograma generado a partir del
analisis de agrupamiento {(n=11,n=22yn

Cuadro 1. Cédigo de las 16 posibles diferencias entre aislamientos con base en cuatro bandas proteinicas,

(x indica diferencias).

CODIGO DE DIFERENCIAS
BANDA
B C DEF G HJ K L M NOUPOQ R
Banda a X X X X X X X X
Banda b X X X X X X X X
Banda c X X X X X X X X
Banda d X X X X X X X X




= 22} y para pares de aislamientos ubicados
a distancias cortas o largas en dicho
dendrograma {n = 2}.

RESULTADOS

La mayoria de las distancias entre
aislamientos estuvo entre 15y 25 bandas.
Los aislamientos 26 y 32 mostraron la dife-
rencia minima de seis bandas y los aisla-
mientos 37 y 46 tuvieron la maxima distan-
cia de 31 bandas proteinicas. Los aisla-

mientos mas contrastantes para cada uno
de los 55 aislamientos y las correspon-
dientes distancias maximas se presentan
en el Cuadro 1, en ef orden en que apare-
cen en el dendrograma (Figura 1). Para la
muestra de 55 aislamientos, Ko tuvo un
valor de 0,37 y para cada uno de los tres
subgrupos del dendrograma fue de 0,34
para el subgrupo uno, y de 0,32 para los
subgrupos dos y tres. El Ko para el par de
aislamientos extremos de cada subgrupo
(a saber, 1y 11 para el subgrupo uno, 4 y 41
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Figura 1. Agrupamiento de aislamientos de Phytophthora infestans det altiplano Cundiboyacense por
similaridad de proteinas solubles de acuerdo al coeficiente de similaridad de Jaccard.
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para el subgrupo dos y 15y 45 para el DISCUSION
subgrupo tres, véase la Figura 1) fue de 0,26
para los dos primeros pares y de 0,29 para
el ultimo.

El resurgimiento global de la gota de la
papa, como resultado de recientes migracio-
nes intercontinentales de P. infestans, pone

Cuadro 2. El aislamiento mas distante para cada uno de los 55 aislamientos de Phytophthora infestans
ordenados segun el dendrograma de la figura 1. y la distancia que los separa, en numero de bandas
proteinicas.

Aislamiento 1 8 2 3 20 12 14 ¢ 13 10 11 4 6 5

Aislamiento 49 49 36 21 9 21 37 37 37 49 6 37 40 9.
mas v 12 19
distante 21

Distancia 24 24 27 25 27 30 29 27 25 27 26 26 30 23
(Bandas)

Aislamiento 47 51 49 22 24 25 42 43 7 31 46 48 32 34

Aislamiento 256 6 10 37 12 12 12 12 18 12 37 37 6 37
mas 12 19 12
distante

Distancia 21 27 27 26 25 25 27 25 26 25 31 26 22 23
(Bandas)

Aislamiento 50 30 52 33 41 15 16 18 17 35 19 23 27 21

Aislamiento 37 6 6 12 6 6 2 2 12 6 12 6 12 12
mas 12 12 9 7
distante 37 12 22

Distancia 23 27 23 24 24 29 24-26 27 28 28 28 28 30
(Bandas)

Aislamiento 26 28 37 38 36 53 39 54 55 29 40 44 45

Aislamiento 37 2 46 6 12 12 12 6 37 6 6 6 6
mas 12
distante

Distancia 27 25 31 26 28 25 26 24 23 24 30 29 22
(Bandas) :
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de manifiesto la vulnerabilidad de los siste-
mas de produccioén agricola frente a movi-
mientos de material vegetal favorecidos por
la apertura de mercados. Por lo tanto, los
fitopatélogos deben mantener una vigilancia
cuidadosa por nuevos patégenos o por indi-
cios de cambios en poblaciones de
patogenos ya establecidos (Fry y Goodwin,
1997). Ademas, los marcadores moleculares
neutrales, como el andlisis de proteinas tota-
les y de isoenzimas (Gualtero, 1997), permi-
ten estudiar la estructura genética de las po-
blaciones sin ser afectados por cambios en
caracteristicas patotipicas (Fry y Goodwin,
1997). Teniendo en cuenta la trascendencia
de estos trabajos de vigilancia, es importante
que la presentacion de sus resultados permi-
ta la descripcion mas precisa y completa po-
sible del cuadro de diversidad en poblacio-
nes de fitopatégenos.

Al comparar la localizacion de los ais-
lamientos en el dendrograma de la Figura 1,
ordenados segun el coeficiente de similari-
dad de Jaccard, con las distancias en name-
ro de bandas proteinicas, se observan dis-
crepancias considerables. Los aislamientos
1y 45, que fueron los mas contrastantes en
el dendrograma, apenas tuvieron una dife-
rencia de 14 bandas, que es inferior a la di-
ferencia mediana observada en el estudio y
que corresponde a un indice de diversidad
de 0,19, bastante inferior al indice de diver-
sidad para la muestra, que fue de 0,37. De
otra parte, los aislamientos 26 y 32, que pre-
sentaron la minima distancia de seis bandas
proteinicas, fueron ubicados en diferentes
subgrupos por el analisis de agrupamiento
(Figura 1). Esta discrepancia puede enten-
derse si se tiene en cuenta que el analisis
de agrupamiento es un proceso iterativo
que busca ordenar o agrupar los elemen-
tos mas similares a lo largo de coordena-
das, cada una de los cuales es el gje o
gradiente de alguna variable. Whittaker
(1975) advierte que, cuando se trabaja con
mas de tres variables, el resultado del ana-
lisis es un hiperespacio de tantas dimen-
siones cuantas variables se hayan consi-
derado. Por lo tanto, el anélisis de agrupa-
cion realizado con 71 bandas proteinicas
genera un hiperespacio de 71 dimensio-

nes y el dendrograma de la Figura 1 es la
proyeccion bidimensional de ese
hiperespacio. Consecuentemente, se ob-
serva en el Cuadro 2 que los aislamientos
6, 12 y 37 son los mas lejanos para 39 de
los 55 aislamientos, con distancias que
varian entre 22 y 31 bandas, a pesar de
que ocupan posiciones diferentes en el
dendrograma. Para comprender esta situa-
cién hiperespacial, la mejor analogia es
recordar que ia posicion que ocupan las
estrellas en el firmamento no guarda rela-
cion con las distancias cosmicas que las
separan.

Por otra parte, se observd una reduc-
cion gradual de los valores del indice de
Kosman, a medida que se pasa de la mues-
tra globai de 55 aislamientos a subgrupos
de 11 y 22 aislamientos vy, finalmente, a pa-
res de aislamientos, lo cual se puede atribuir
parcialmente a una reduccion en la hetero-
geneidad de los subgrupos. No obstante,
esta tendencia sugiere, también, que el indi-
ce de Kosman puede ser sensible al tamafio
de la muestra.

En conclusion, la interpretacion del
perfil de proteinas totales en los 55 aisla-
mientos de P. infestans mediante el indice
de Kosman fue un complemento sencillo y
expresivo al analisis de agrupamiento, y el
procesamiento manual de los datos dio con-
fianza en la significancia I6gica de los resul-
tados.
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