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SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA DE Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
A FUNGICIDAS.

Martha Nayeli Robledo Esqueda, Dr. en Ciencias.

Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN GENERAL

El manejo del oomiceto Phytophthora infestans Mont. de Bary causante del tizon tardio en los
cultivos de papa (Solanum tuberosum L.), es un reto por el uso extensivo e intensivo de
productos quimicos que representan alta presion de seleccion- e inducen el afloramiento de la
resistencia del patdgeno a los fungicidas. Considerando que en Chapingo, Estado de México, hay
condiciones ideales para el desarrollo de P. infestans, pero sin siembras comerciales, se
establecieron en el verano del 2011 y 2012 parcelas de papa con variedades susceptibles al tizon
y expuestas a la infeccion natural del patdgeno, con aplicaciones foliares de media dosis de
fungicidas, con los objetivos de 1) cuantificar la infeccién, 2) identificar posible afloramiento de
resistencia de P. infestans a dichos productos, y 3) comparar la relacion de la resistencia del
microorganismo de un ciclo a otro, y de in vivo con respecto a in vitro. Para esto Gltimo (in
vitro), se establecieron experimentos en medio centeno agar adicionando los fungicidas
utilizados en el campo a los fragmentos miceliales del oomiceto obtenido de las papas infectadas
en los tratamientos con fungicidas en los ciclos de cultivo en el campo y se cuantificd su
crecimiento respecto al testigo sin fungicidas. El fungicida que mejor controlé la enfermedad en
el campo fue mandipropamid, con 22% de infeccion en el 2011 y 20.95% en el 2012 (Tukey, P=
a< 0.05), aunque no fue asi para la resistencia del microorganismo in vitro, identificandose

poblaciones del oomiceto con diversos niveles de resistencia a este y a otros productos en el



laboratorio. En general, el comportamiento de la resistencia de los indculos a los fungicidas fue
opuesto al compararlos entre condiciones in vivo e in vitro, por lo que no se puede predecir la
consistencia de su comportamiento en diversas situaciones. Estos resultados muestran la gran
flexibilidad genética del oomiceto relacionada con su resistencia/susceptibilidad a los fungicidas.

Palabras clave: Tizon tardio, resistencia-susceptibilidad a fungicidas.



SUSCEPTIBILITY / RESISTANCE TO Phytophthora infestans (Mont.) De Bary
TO FUNGICIDES.
Martha Nayeli Robledo Esqueda, Dr. en Ciencias
Colegio de Postgraduados, 2014
ABSTRACT

The oomycete Phytophthora infestans Mont de Bary management. which is the cause of late
blight in potato crops (Solanum tuberosum L.) is challenging due to the intensive and extensive
use of chemicals which represent high pressure of selection for the outcrop of pathogen
resistance to fungicides. Considering that in Chapingo, Mexico, there are ideal conditions for the
development of Phytophthora infestans, but without commercial plantings, in the summer of
2011 and 2012 were established pieces of ground of potato with blight susceptible varieties and
exposed to natural infection of the pathogen, with foliar applications and half doses of
fungicides, with the following objectives: 1) quantify infection, and 2) to identify possible
emerging of resistance of P.infestans to such products, and 3) comparing the ratio of the
resistance of the microorganisms from one cycle to another, and also in vivo compared to in
vitro.

To make this comparison, experiments were performed on rye agar medium, and fungicides
used in the field were added to the mycelial fragments obtained from the oomycete infected
potato fungicide treatments on crop cycles in the field, besides its growth was quantified relative
to the control without fungicides.

The most effective fungicide to control the disease in the crop field is mandipropamid with
22% of infection in 2011 and 20.95% in 2012 (Tukey, P= a< 0.05), although it was not for the

resistance of the organism in vitro, identifying oomycete populations with different levels of



resistance to this and other products in the lab. Overall, the behavior of the inoculum to fungicide
resistance was compared between opposite to the conditions in vivo and in vitro, therefore it is
not possible to predict its behavior consistency in various situations. These results show high

genetic flexibility oomycete associated with resistance / susceptibility to fungicides.

Keywords: Late blight, fungicide resistance-susceptibility.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1 PRESENTACION

Phytophthora infestans Mont. de Bary es el agente causal del tizon tardio de la papa
(Solanum tuberosum L.), del jitomate (Solanum licopersicum) y de otras plantas de la familia de
las solanaceas. El oomiceto afecta las hojas, los tallos y los tubérculos y dispersa sus esporangios
rapidamente por medio del viento si las condiciones son propicias. Si el cultivo no esta protegido
adecuadamente con aplicaciones planificadas de fungicidas, los campos de papa pueden ser
destruidos en 10 a 15 dias lo cual ocurre en algunas zonas paperas de México y del mundo y las
pérdidas pueden ser totales (Abad y Ochoa, 1995). Como medidas de manejo, el uso de
fungicidas sistémicos modernos revolucioné a la agricultura, sin embargo al perfeccionar estas
estrategias, las poblaciones de P. infestans experimentaron resistencia a dichos productos,
favorecida por el uso continuo de un solo producto, la cual es una de las practicas incorrectas en
el manejo de la enfermedad (Damicone, 2004). El metalaxil es un ejemplo y su introduccion en
1980 es tan importante que todavia se utiliza, y por pertenecer al grupo quimico de las
acilalaninas actta en sitios especificos del patdégeno impidiendo la biosintesis de proteinas
mediante la interferencia en la sintesis del ARN ribosomal. Este hecho se report6 en 1981 en
Europa, y en 1993 en EE. UU., Canada, México y Ecuador (Davidse et al., 1981; Drenth et al.,
1993; Matuszak et al., 1994; Manriquez, 1995; Power et al., 1995; Forbes et al., 1997), al grado
de considerarlo como una variable adicional para caracterizar a P. infestans (Dowley y
O’Sullivan, 1985; Doster et al., 1990; Kato et al., 1997; Matuszak et al., 1994; Runno y Koppel,

2006).

Como consecuencia del afloramiento de resistencia al metalaxil en el mundo, en 1990 se

generaron otras sustancias sistémicas para el control del tizon tardio, como la ciazofamida, que



interfiere con la cadena de respiracién mitocondrial; el mandipropamid, inhibe la sintesis de
celulosa de la pared celular, actia en la proteina PiCesA3 celulosa sintetasa, y esta involucrado
en la formacion del micelio y los haustorios durante la fase inicial de incubacion de la
enfermedad (Cohen et. al., 2007, Blum et. al., 2010). Ademé&s, mandipropamid modifica la
biosintesis de los fosfolipidos y causa alteraciones en las F- actinas (Griffiths et. al, 2003), y el
fosetil aluminio act(a en la planta estimulando sus mecanismos de defensa, ambos se usan para
el control del oomicete y aumenta los niveles de peroxidasas, de fitoalexinas, de polisacaridos y
de la actividad de la fenilalanina amonio liasa (Brent y Hollomon, 2007; Gisi y Cohen, 1996). El
modo de accion de este producto se basa en su influencia en la fosforilacion enzimatica y en el
metabolismo del fosforo, afectando la sintesis de diferentes compuestos que contienen fosforo,
esenciales para el crecimiento de Phytophthora, como el nicotinamida adenina dinucleotido

(NAD), adenosin trifosfato (ATP) y nucleétidos (Gémez y Reis, 2011).

El caracter heterotalico de P. infestans le confiere ventajas evolutivas, ya que aumenta la
variabilidad genética y el intercambio de factores de virulencia; de esta manera a escala
poblacional estos eventos de recombinacidn generan genotipos mas agresivos adaptandose asi a
varios nichos ecoldgicos y a la presencia de fungicidas (Goodwin et al., 1995; Adler, et al.,

2004; Erwin y Ribeiro, 1996; Knapova et. al., 2001).

Al respecto en el valle de México en el 2001, Grinwald y colaboradores mencionan una
nueva base de datos en relacién a la susceptibilidad de fungicidas para una poblacién sexual de
P. infestans en su centro de origen en condiciones de crecimiento naturales. En esta base de
datos, el patdgeno presenta una amplia gama de susceptibilidad al fungicida metalaxil, mientras
que para azoxistrobina un compuesto quimico de la familia de las estrobilurinas si se presenta

resistencia (Evenhuis, et. al, 1996; Griinwald et. al., 2001).



Por lo anterior, es pertinente hacer un estudio mas amplio de otros fungicidas respecto al
afloramiento de la resistencia. El presente estudio, por tanto, se propuso en Chapingo, México,
pues cuenta con el clima ideal para el desarrollo de la enfermedad (Diaz de la Cruz, 2013), con
poblaciones relativamente silvestres del oomiceto (Alarcén-Rodriguez et al., 2013) sin presion
de seleccion sobre el patdgeno debida a fungicidas ya que no hay cultivos comerciales de papa

en la region.

El reporte estd organizado en tres capitulos, siendo los capitulos 1 y 2 los que recopilan la

contribucion esencial del trabajo.
El Capitulo 1, “Introduccion general”, describe la importancia y justificacion del trabajo.

El Capitulo 2, “Modos de accion de los fungicidas y desarrollo de la resistencia”, describe las
moléculas quimicas, que efectos causan en las células del patdgeno o de la planta y su relacion

con el desarrollo de la resistencia de P. infestans.

El Capitulo 3, conclusién general y capitulo 4 bibliografia citada.



1.2.0BJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la resistencia de aislamientos de Phythophthora infestans a diferentes moléculas

quimicas de uso comun para su control.

1.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar la severidad de la enfermedad bajo condiciones de infeccién natural.

2. Determinar in vitro la resistencia y la susceptibilidad del oomiceto a fungicidas.

3. Comparar la relacion de la resistencia del microorganismo de un ciclo a otro, in vivo

con respecto a in vitro.

1.3. HIPOTESIS

En Chapingo México, la aplicacion de medias dosis y dosis completas de quimicos de uso

comun nos permiten detectar cepas resistentes de P. infestans.

Existen aislamientos con distintos tipos de compatibilidad.



1.4. GENERALIDADES Y TAXONOMIA DE Phytophthora infestans MONT. DE
BARY

Uno de los retos presentados para la agricultura mundial después de la hambruna de 1845 en

Irlanda, fue el control de Phytophthora infestans Mont. de Bary. De las enfermedades mas

importantes en el cultivo de la papa, el tizén tardio es la mas devastadora. Condiciones de clima

hdimedo y moderadamente frio favorecen el desarrollo de la enfermedad, que es capaz de destruir

de forma rapida la totalidad del follaje (Abad, Z. G.; Abad, J. A., 1997).

Este microorganismo pertenece al Phyllum Oomycota, perteneciente al Subphyllum
Stramenopila, comprende a méas de 700 especies, las cuales no tienen pigmentos fotosintéticos,
poseen dos flagelos en las zoosporas y los gametos masculinos, con paredes formadas por
celulosa o polimeros similares a celulosa y tienen habitos acuaticos y terrestres aunque siempre
necesitan la presencia de agua.

Por sus formas filamentosas parecidas a hifas, se agruparon originalmente como hongos.
(Raven, et. al., 1999), lo que luego fue confirmado por filogenias moleculares, basadas en las
secuencias del RNA ribosomal, datos de los aminoéacidos compilados para las proteinas de la
mitocondria y cuatro proteinas que codifican para los genes cromosomicos (Figura 1),
evidenciando que los Oomycetes adquirieron la habilidad de infectar las plantas de manera
independiente de los hongos verdaderos (Kamoun, et. al., 2002).

Las caracteristicas que diferencian al género Phytophthora de los hongos se basan en la
morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares) y la bioquimica de las paredes celulares, las

cuales contienen microfibrillas de celulosa con una matriz amorfa de B’ 1-3 glucano en vez de



quitina, carencia de hipoxidacion del esqualeno a esteroles y diferencias en las vias metabolicas,

como resultado de un sistema genético Unico (Griffith y Shaw, 1992).

o Loeation of
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Figura 1. Genoma mitocondrial de P. infestans (Garet and Shaw).

1.5. FILOGENIA DE Phytophthora infestans

Los oomicetos, presentan procesos moleculares Unicos para infectar a sus hospederos, de
forma tradicional por sus habitos de crecimiento filamentoso, a los oomicetos se les han
clasificado como hongos, sin embargo los analisis moleculares y bioquimicos modernos sugieren
que los oomicetos tienen poca afinidad taxonémica con hongos filamentosos, pero estan mas
estrechamente relacionados con las algas marrones, en el reino de los Stramenopila (Baldauf, et.
al., 2000, Margulis y Schwartz, 2000).

P. infestans, posee un numero de caracteristicas bioldgicas notables que los distinguen de
otros microorganismos eucariotas. Por ejemplo, las paredes celulares se componen
principalmente de polimeros y celulosa -1,3-glucano; a diferencia de las paredes celulares de
los hongos, que contienen poca quitina (Erwin, 1983), su tamafio del genoma se calculo en
aproximadamente 237 Mb (Tooley, et. al., 1987), asi como un analisis microscopico que reveld

que P. infestans tiene de 8 a 10 cromosomas (Sansome, 1973).



En cuanto a su organizacion del genoma, Phytophthora se caracteriza por una abundancia de
secuencias repetitivas, por ejemplo en P. sojae, se identificaron cinco familias de secuencias
repetidas en tandem de ADN cromosémico de diferentes aislados del patdégeno (Mao y Tyler,
1996). Estas secuencias variaban en el nimero de copias entre los aislados y fueron localizados
en un solo cromosoma de P. sojae. En P. infestans, la mayoria de las familias de ADN repetidas
que cubren al menos el 50% del genoma, han podido ser identificadas (Judelson y Randall,
1998).

Estos elementos repetidos fueron agrupados en 33 familias diferentes, que fueron ya sea
repetidas en tandem o dispersas por todo el genoma de P. infestans (Judelson y Randall, 1998).
Un nimero de estas secuencias repetidas se produjo en otras especies lejanamente relacionadas,
como Phytophthora mirabilis (Figura 2), de esta manera dos de tales secuencias se utilizaron
para desarrollar cebadores especificos para la deteccion sensible y fiable, asi como la
identificacion de P. infestans en muestras de plantas (Judelson y Tooley, 2000). Una familia de
secuencias repetidas, ICPS, también se detect6 en Phytophthora cryptogea, estos elementos
varian de 100 a 1200 pb y no fueron detectados por hibridacion en otras 20 especies de
Phytophthora, a excepcidn de unas pocas copias en P. cinnamomi (Panabieres y Le Berre, 1999).

En otros estudios, se reporta que P. infestans junto con otros oomicetos posee inestabilidad en
Su genoma porque presentan gran variacion fenotipica, tanto en el campo y como en cultivos in
vitro, incluso durante la reproduccién asexual (Caten y Jinks, 1968, Francis y Clair, 1997), la
base genética de este fendmeno no estd clara, pero podria ser debido a la inestabilidad del
genoma, tal vez causados por elementos de transposicion, la conversion de genes, recombinacion

mitotica, y / 0 cromosomas prescindibles (Chamnanpunt et. al., 2001).



Secuencias similares a los elementos de transposicién son abundantes en los genomas de
Phytophthora. Por ejemplo, las secuencias con similitud a la copia y Gypsy / Ty clases de
retrotransposones han sido descritos (Judelson, 2002), Gypsy-como secuencias se detectaron en
29 especies de Phytophthora y de forma variada de manera que se observaban de 10 a 10000
copias por genoma (Judelson, 2002).

Phytophthora también puede haber desarrollado mecanismos especificos para generar
variacion genética répida, recientemente, se observd la conversion génica mitética que se
producia en las cepas hibridas de P. sojae en muy altas frecuencias, de hasta 3 x 102
conversiones por locus por nicleo por generacion (Chamnanpunt, et. al., 2001). La conversion
génica mitdtica dio lugar a la recombinacion de los loci que muestran una estrecha vinculacion
durante la recombinacion meidtica, lo que sugiere que en la naturaleza este mecanismo podria
generar rapidamente tipos genéticos unicos (Chamnanpunt,et. al., 2001). Otros mecanismos de
variacion genética, tales como la recombinacién mitética y parasexualidad, se han propuesto por
varios autores y puede también contribuir a la inestabilidad fenotipica.

Un mapa genético detallado de P. infestans basados en el polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) ya se reporté por Van der Lee, et. al., en 1997. Los datos se
generan a partir de la progenie 73 F 1 de un cruce entre dos aislamientos homocariotas y
diploides de P. infestans. Un total de 183 marcadores AFLP, polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion 7 (RFLP), y el locus de tipo de apareamiento fueron asignadas en 10
principales y 7 grupos de ligamiento menores que cubren un total de 827 centimorgans (cm).

En estudios que se refieren a las enzimas producidas por oomicetes para la degradacion de
pared celular en el hospedero, se ha encontrado que la familia endo-PG degradadora de pared

celular, es notable en muchos aspectos. En P. cinnamomi, endo-PGs forma una familia



importante con al menos 19 miembros los cuales pueden haber contribuido a la evolucion de esta
familia estructuralmente diversa y compleja (Gotesson, et. al., 2002). Los andlisis filogenéticos
han indicado que Phytophthora endo-PGs son mas similares a hongos endo-PGs que a su planta
y homologos bacterianos (Gotesson et. al., 2002, Torto et. al., 2002). De manera similar se
encontrd que poseen afinidad filogenética en las secuencias para exo-1,3-p-glucanasas y una
endo-1,3-B-glucanasa de P. infestans. Las filogenias de estas enzimas son inesperadas y el
contraste con filogenias obtenidas utilizando secuencias ribosomicas o secuencias de proteinas
compilados a partir de genes cromosémicos mitocondriales y de limpieza (Lang, et. al., 1999,
Baldauf, et. al., 2000). Estas filogenias excepcionales podrian reflejar la evolucién convergente a
través del cual las enzimas filogenéticamente distintas evolucionaron para compartir similitud
significativa, tal vez apuntando a sustratos similares. Por otro lado, los eventos de transferencia
horizontal de genes pueden haber tenido lugar cuando los patégenos oomicetos de las plantas
adquirieron endo-PG y los genes glucanasa (Baldauf, et. al., 2000).
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Figura 2. Filogenia de P. infestans (Phytophthora database).



1.6 CENTRO DE ORIGEN DE P. infestans EN RELACION AL GENERO Solanum.

Se considera que P. infestans se origind en las zonas altas del centro de México, mas
especificamente dentro del valle de Toluca (Goodwin et. al., 1992, Fry et. al., 1993, Flier et. al.,
2003, Lozoya-Saldafia et. al., 2001, Chacon, 2007). Actualmente se presenta en cualquier parte
del mundo en la que se cultive papa y jitomate (Goodwin 1997, Fry et. al., 2009). Esta especie es
famosa a nivel mundial por haber causado la epidemia en papa que provoco una gran hambruna
en Irlanda, la cual tuvo como consecuencia la muerte y migracion de millones de Irlandeses entre
1845y 1846 (Agrios, 2011). Se piensa que el patégeno lleg6é a Europa mediante una migracion a
principios de 1840, primero de México a Estados Unidos y después de este pais a Europa (Fry et.
al., 1993, Goodwin et. al., 1994, Goodwin, 1997). De Europa el patdgeno pudo haberse
distribuido al resto del mundo por medio del comercio internacional de tubérculos como semilla
(Fry et. al., 1993).

Antes de los 1980s Unicamente el TC Al se encontraba presente fuera de México, el linaje
clonal predominante era del genotipo correspondiente al US-1 (que presenta: TC Al, haplotipo
mitocondrial I-b, genotipo 86/100 para Gpi y 92/100 para Pep, un patron de RFLP Unico y
sensible al mefenoxam) y no se tenian evidencias de que una migracion adicional a la de los
1840s hubiera ocurrido. Por lo cual se llegd a la conclusiéon de que este linaje habia sido el
causante de la epidemia del tizon tardio a mediados del siglo XIX (Goodwin et. al., 1994). Sin
embargo un estudio analizando ADN mitocondrial de especimenes de herbario demostro que el
patogeno a mediados del siglo XIX y principios del XX en Europa poseia el haplotipo I-a, a

diferencia del US-1 que es I-b. Por lo que se llegd a la conclusion de que US-1 no era el linaje
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dominante antes de 1950 y por lo tanto no era posible que fuera el causante de dicha epidemia
(May, et. al., 2002).

En 1981 se reportd por primera vez el TC A2 fuera de Mexico, en Suiza y poco tiempo
después en otros paises europeos (Fry et. al.,, 2009) y estudios posteriores con diferentes
marcadores moleculares (Haplotips mitocondriales, genotipos isoenzimaticos y patrones
genéticos RFLP) mostraron la aparicion de nuevas poblaciones de P. infestans que en algunos
lugares desplazaron a las existentes en pocos afios (Spielman et. al., 1991). Al parecer dichas
poblaciones fueron introducidas mediante una migracion, transportados por una embarcacion de
tubérculos de papa en 1976 (Nienderhauser, 1991). Consecuentemente las nuevas poblaciones se
han expandido a otras regiones del mundo por medio del comercio (Fry et. al, 2009).

México tiene la mayor diversidad genética de las poblaciones de P. infestans en el mundo,
sobre todo en las partes altas del centro del pais, en estados como México, Michoacan, Morelos y
Tlaxcala, donde generalmente ocurren los dos tipos de compatibilidad en una proporcién de 1:1
0 cercanas a esta (Goodwin et. al., 1992, Grinwald et. al., 2005). En el Valle de Toluca se ha
comprobado que las poblaciones son sexuales, dado que se han observado oosporas producidas
de manera natural tanto en suelo (Fernandez- Pavia et. al., 2004), como sobre foliolos, tallos
(Perches y Galindo, 1969) y tubérculos (Fernandez Pavia et. al., 2004) de cultivos de papa, asi
como de especies silvestres de Solanum (Flier et. al., 2003).

1.7. FISIOLOGIA DEL PARASITISMO DE P. infestans EN PAPA.

P. infestans inverna en forma de micelio en los tubérculos de papa infectados. Este micelio
se propaga en los tejidos de los tubérculos de papa y por ultimo llega a los retofios que se
formaron a partir de los tubérculos infectados que se utilizan como semilla, asi como a plantas

desarrolladas a partir de tubérculos enfermos abandonados en el campo. El micelio se propaga
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hasta el tallo de las plantas a nivel de la region cortical, dando como resultado la decoloracién y
el colapso de las células de esa zona. Mas tarde el micelio se desarrolla entre las células
medulares del tallo, peo rara vez se le encuentra en el sistema vascular. El micelio crece a través
del tallo y llega a la superficie del suelo. Cuando el micelio alcanza las partes aéreas de las
plantas, produce esporangioforos que emergen a través de los estomas de las hojas y del tallo y
se proyectan al aire.

Los esporangios que se forman sobre los esporangioforos se desprenden y son diseminados
por la lluvia o bien son llevados por las corrientes de aire cuando han llegado a la madurez. Al
depositarse sobre las hojas o tallos himedos de las plantas de papa, los esporangios germinan y
producen nuevas infecciones. El tubo germinal penetra a la cuticula de la hoja o entra a través de
un estoma y forma un micelio que crece profusamente entre las células y el cual envia largos
haustorios enrollados hacia el interior de ellas. Las células en las que el micelio se nutre tarde o
temprano mueren y, conforme empieza a degradarse, el micelio del hongo se propaga
periféricamente en los tejidos carnosos de las hojas. Al cabo de unos cuantos dias después de
haberse producido la infeccion, emergen nuevos esporangioforos a través de los estomas de las
hojas y producen numerosos esporangios que son diseminados por el viento e infectan a otras
plantas. Conforme avanza la enfermedad, las lesiones previas contindan extendiéndose y
aparecen otras de ellas, dando como resultado la muerte prematura del follaje de las plantas y
una disminucion proporcional en la produccion de tubérculos de la papa (Figura 3) (Agrios,

2011).
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Figura 3. Ciclo de vida de P. infestans (Schumann and C.J. D'Arcy).

Cuando la planta hace frente al parasitismo del patdgeno, la combinacion de las
caracteristicas estructurales y reacciones bioquimicas que utilizan las plantas para defenderse de
los patogenos difieren en las distintas interacciones hospedante-patdgeno. Ademas, incluso al
tratarse del mismo hospedante y patdgeno, las combinaciones varian con la edad de la planta, el
tipo de 6rganos y tejidos de esta al ser atacados y el estado nutricional de la planta asi como las
condiciones climaticas (Agrios, 2011).

Varios eventos celulares clave, como la adhesion a la superficie, la penetracion y colonizacion
del tejido hospedero, se llevan a cabo durante la infeccion de plantas por P. infestans
manipulando los procesos biogquimicos y fisioldgicos en sus plantas hospedero a través de una
amplia gama de moléculas de virulencia o de avirulencia, conocidas como efectores. En plantas
susceptibles, estos efectores promueven la infeccion por la supresién de las respuestas de
defensa, mejorando la sensibilidad, o induce sintomas de la enfermedad. Alternativamente, en las
plantas resistentes, efectores son reconocidos por los productos de genes de resistencia a las
plantas (Figura 4), resultando en la muerte de la célula hospedero y las respuestas de defensa

eficaces conocidos como la respuesta de hipersensibilidad (HR).
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Figura 4. Respuesta biogquimica de la interaccion de la planta con P. infestans (Stuart, et. al.,
2014).

En Phytophthora, la infeccion generalmente comienza cuando zoosporas maviles liberadas de
esporangios alcanzan una hoja o superficie de la raiz, se enquistan, y germinan (Hardham, 2001),
los tubos germinales se hinchan para formar apresorios o como estructuras que faciliten la
adhesion y la penetracion de la superficie de las plantas. Cuando infectan el tubérculo, la
penetracidn puede ocurrir en entre las células sin la ayuda de un apresorio por las lenticelas.

No se sabe mucho acerca de los procesos de desarrollo que conducen a la formacion de
apresorios, Hardham propuso que la formacion de apresorios puede ser consecuencia de la
dificultad de que los esporofitos intenten penetrar superficies de las plantas. En otros estudios, se
ha sugerido que una familia de genes llamada car codifican proteinas tipo mucina extracelular y
son reguladas en la germinacion de los quistes y apresorios poco antes de la penetracion del
tejido de la planta; estos podrian funcionar en la adhesion para comenzar la infeccion

(Gornhardt, et. al., 2000).

14



La penetraciéon y colonizacion de tejido hospedero implica la secrecién de una gama de
enzimas degradativas que rompen las barreras fisicas para llevar a cabo la infeccion (Mclintyre y
Hankin, 1978), de las que destacan cutinasas, proteasas, endo y exoglucanasas y quitinasas.

Finalmente a partir del estudio de biologia molecular se ha descubierto que tan solo unos
pocos genes que codifican enzimas degradativas de Phytophthora se han caracterizado en
detalle, incluyendo genes que codifican las fosfolipasas, una [B-glucosidasa / B-xilosidasa
(Brunner, 2002), exo-1,3-p-glucanasas, una endo-1, 3-B-glucanasa , y endopoligalacturonasas

(endo-PGs) (Gotesson, et. al., 2002).
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CAPITULO IlI: MODOS DE ACCION DE LOS FUNGICIDAS Y DESARROLLO DE LA
RESISTENCIA
RESUMEN

Los mecanismos de resistencia a fungicidas por los patdgenos se producen debido a que la
naturaleza de los quimicos en especial los sistémicos tienen una accion especifica, afectando a un
evento o a dos del proceso metabdlico genéticamente controlado por el hongo y como resultado
puede surgir rdpidamente una poblacion resistente de ese patdgeno, ya sea mediante mutacion o
por la seleccion de individuos resistentes.

Los mecanismos mas comunes por los cuales los patégenos desarrollan resistencia a los
fungicidas son por: una menor permeabilidad de sus membranas celulares al compuesto quimico,
destoxificacion del quimico por modificacion de su estructura o por su unién a un componente
celular, disminucion en la conversion del compuesto toxico real, disminucion de la afinidad a
nivel de sitio activo de la célula, desviacion de una reaccion bloqueada por un cambio en el
metabolismo y amortiguamiento del efecto inhibitorio por la produccion de una mayor cantidad
del producto inhibido (enzimas).

Palabras clave: resistencia, fungicidas, sistémicos, metabolismo
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CHAPTER Il: MODES OF ACTION FUNGICIDES AND DEVELOPMENT OF
RESISTANCE
ABSTRACT

The mechanisms of fungicide resistance against pathogens occur due to the chemical nature
of the products, particularly the systemic ones, that have a specific action. These condition
affects an event or two in the genetically controlled metabolic process by the fungus and this can
quickly result in the emergence of a resistant population of the pathogen, either by mutation or
by selection of resistant individuals. The most common mechanism by which pathogens become
resistant to fungicides are often for the following reasons: a lower permeability of cell
membranes to chemicals, detoxification due to chemical modification of the structure or by
binding to a cellular component, decrease in the conversion of the actual toxic compound,
decreased affinity at the level of the active site of the cell, a blocked reaction deviation due to a
change in the metabolism and damping of the inhibitory effect by producing more of the
inhibited product (enzymes).

Keywords: resistance, fungicides, systemic metabolism.
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2.1. INTRODUCCION

Dos tipos de fungicidas son utilizados para el control quimico del tizon: los de contacto,
presentando su accion directa afectando las estructuras del patdgeno en la superficie de la planta,
actuando en sus fases de germinacion y penetracion (Cuadro 1). Su accion seré efectiva siempre
que persistan en la hoja y no sean lavados por la lluvia, esta es una de las limitantes que presenta
este tipo de fungicida, ademéas del hecho que comdnmente el agricultor no realiza las
aplicaciones debidamente por cuanto no cubre bien la planta, por desconocimiento de esta
necesidad y por falta de tiempo, la eficacia de la accion de estos fungicidas es afectada en forma
significativa. El otro tipo de fungicidas son los sistémicos, estos penetran en la planta y se
movilizan traslaminarmente del haz al envés o viceversa y luego del punto donde cayeron hacia
la parte superior de la planta es decir tienen un movimiento acropétalo (Figura 1) (Ferndndez-

Northcote et al., 1999).
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Figura 1. Modo de accion de los fungicidas de contacto y sistémicos (Homo Agricola, 2014).
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2.2. FUNGICIDAS DE CONTACTO

2.2.1. CUPRICOS

De los fungicidas de contacto Schwinn y Margot en 1991 reportan la accion de los fungicidas
cupricos (caldo bordelés, oxicloruro de cobre y Oxido cuproso) en los esporangios y las
zoosporas del patdgeno en las que desnaturalizan enzimas de la cadena respiratoria, sin embargo
presentan desventajas retrasando el desarrollo vegetativo de las plantas, por ese motivo es

recomendable su aplicacion hasta después de la floracion.

2.2.2. DITIOCARBAMATOS

Los ditiocarbamatos (zineb- etileno y zinc, maneb- etileno manganeso, mancozeb — etileno,
zinc y manganeso, metiram —etileno y zinc y propineb- propileno y zinc), son otro tipo de
fungicidas de contacto también reportados en su modo de accion por Schwinn y Margot en 1991,
durante la germinacion de los esporangios y zoosporas, asi como en el desarrollo micelial
inactivando aminoécidos o procesos bioquimicos importantes que involucran enzimas con
grupos tioles, a diferencia de los cupricos, los ditiocarbamatos no son fitotoxicos por lo que
pueden ser utilizados en cualquier etapa de desarrollo de la planta, pero son facilmente lavados
por la lluvia, son de bajo costo, sin embargo no son recomendables en zonas de tizon ya que
tienen que realizarse aplicaciones frecuentes, Emmerman en 1996 y Jorgensen en el mismo afio,
reportan que el uso del maneb y el propineb son extremadamente toxicos para la salud humana
e incluso cancerigenos y en general con el medio ambiente, es por ese motivo que en paises

como Dinamarca y Suecia han sido suspendidos.
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2.2.3. PHTALIMIDAS

Las Phtalimidas (Folpet, captafol y captan) ejercen su modo de accion en la superficie de las
hojas afectando la movilidad de las zoosporas y su germinacion reaccionando con grupos tioles
que llevan a una serie de efectos bioquimicos no especificos que afectan la efectividad
enzimatica (Schwinn y Margot, 1991).

Phtalonitrilos (clorotalonil), ejerciendo su modo de accion en las células fungosas atrapando al
glutation libre, previniendo la activacion (reduccion) de la gliceroaldehido-3-fosfato
dehidrogenasa y quiza otras enzimas generales (ISK-Biotech, 1990).

Piridineaminas (Fluazinam) inhibiendo la germinacién de esporas, la formacion de apresorios, la
penetracion y el crecimiento de hifas, asi como la esporulacion, Guo et al., en 1990 lo reportan
como un desacoplador potente en la fosforilacion oxidativa inhibiendo la transferencia de
protones a través de la membrana mitocondrial.
2.2.4. ESTANICOS

Los compuestos estafiicos (trifenilestafio acetato y trifenilestafio hidréxido) son la Gltima
clase de fungicidas de contacto reportados y que son efectivos para el control del tizén, acttan
sobre las esporas e hifas afectando la fosforilacion oxidativa (Schwinn y Margot, 1991), sin
embargo presentan fitotoxicidad hacia el final en el desarrollo del cultivo, ademas la Comunidad
Europea los consideran como productos quimicos que deben ser prohibidos porque contaminan

los mantos freaticos (The Pesticides Trust, 1994).

20



2.3 FUNGICIDAS SISTEMICOS
2.3.1. FOSFONATOS

Solo uno de los fungicidas sistémicos que se utilizan en el control del tizén, el fosetil-
aluminio se moviliza también en direccion basipétala, es decir de donde penetra hacia la parte
inferior de la planta. En el caso de los fungicidas sistémicos una aplicacion constante y uniforme
no es tan importante como en los fungicidas de contacto, luego de su aplicacion el fungicida
sistémico penetra en la planta y luego se moviliza acropetalamente aun hacia partes de la planta
no alcanzadas por la aplicacion. El intervalo entre aplicaciones puede ser distanciado y el
fungicida no es lavado por las lluvias poco después de su aplicacion, esta es una gran ventaja de
los fungicidas sistémicos sobre los fungicidas de contacto especialmente en las zonas muy
favorables al tizon, las desventajas son su mayor costo y la seleccién e incremento de resistencia
en el patdgeno cuando se les utiliza inapropiadamente.

Los Fosfitos (Fosetil-alumino) es el Unico fungicida sistémico que posee movimiento
acropétalo y basipetalo, presenta una doble accion ya que ademas de ser un fungicida cuyo modo
de accion es la de inhibicién de la germinacion de las esporas o blogueando el desarrollo del
micelio o incluso la esporulacion, Gémez y Reis en el 2011, describen al fosetil aluminio como
fungicida explicar su influencia en la fosforilacion enziméatica del patdgeno, también actla
indirectamente activando mecanismos de defensa propios de la planta de papa, finalmente tiene
una larga persistencia, o que permite alargar el intervalo entre aplicaciones (Agrios, 2011).

2.3.2. CIANOACETAMIDAS
En cuanto a los fungicidas sistémicos para el control del tizon, son importantes los

compuestos quimicos Cianoacetamida-oximas (cimoxanil), Ziogas et al., en 1987, reportan su
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modo de accion sobre el patdgeno afectando la sintesis de ADN y en menor grado la de ARN,
este fungicida presenta la peculiaridad de presentar un movimiento de tipo traslaminar sin
movimiento acropetalo , su persistencia en la planta est& limitada a unos pocos dias por lo que su

aplicacion apropiada es similar a los fungicidas de contacto.

2.3.3. CARBAMATOS

Los carbamatos (Propanocarb) no presentan efectividad en plantas ya infectadas y no ejerce
control cuando incluso tienen tres dias de infectadas (Samoucha y cohen, 1990). Sin embargo,
Papavizas et al., en 1978, encontraron que tiene poca accién en la germinacién del esporangio,
actlia sobre el micelio joven afectando la permeabilidad de la membrana celular, pero no es
efectivo cuando el micelio ya esta desarrollado.

2.3.4. DERIVADOS DEL ACIDO CINAMICO

Otro de los fungicidas sistémicos para el control del tizon son los derivados del &cido
cindmico (dimetomorf) Leroux, et al., en 1993, lo reportan como una buena opcion, ya que se
considera de bajo riesgo en cuanto a promotor de desarrollo de resistencia del patdgeno, este
fungicida es traslaminar con actividad anti esporulante que previene la produccién de
esporangios y oosporas, los derivados de acido cinamico también afecta la formacion de la pared
celular promoviendo su lisis y la muerte de la célula.
2.3.5. FENILAMIDAS

El ultimo tipo de fungicida sistémico utilizado en el manejo del tizon es el compuesto
quimico perteneciente al grupo de las fenilamidas (Metalaxil, azoxistrobin, ofurace, benalaxil y

oxadixil).
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Este grupo es altamente sistémico con traslocacion hacia arriba o hacia abajo, pues el
tratamiento al follaje da buena proteccion a los tubérculos, posiblemente por la traslocacién del
ingrediente activo, el metalaxil ademéas es menos susceptible de ser lavado por las lluvias (Egan
etal., 1995).

El Metalaxil tiene poco efecto en la germinacion del esporangio o de las zoosporas o en la
movilidad de las zoosporas. La penetracion y la formacién de haustorios en la planta de papa no
son afectadas, el metalaxil ejerce su efecto fungitoxico solo en el interior de la planta (Staubs et
al., 1980). Las fenilamidas inhiben severamente la esporulacion y en grado menor el desarrollo
del micelio (Bruck et al., 1980), interfieren en la sintesis de ARN inhibiendo la enzima RNA
polimerasa, la sintesis de ARN ribosomal y por ende la sintesis de proteinas y reduccion del
crecimiento del micelio, mas que las zoosporas, las cuales pueden ser controladas por un
fungicida de contacto como mancozeb, antes de penetrar al tejido, condicion que se aproveché en
Inglaterra para mejorar el control del tizon en hojas viejas y el control a la par de Alternaria
solani (Nunninger et al., 1995). La mejor redistribucion y la mayor persistencia de las
fenilamidas en las plantas se logra en las plantas jovenes de crecimiento activo. Entre los
pesticidas evaluados por la EPA oxadixil figura como posible cancerigeno en humanos (The
pesticides trust, 1994).

2.3.6. MADELAMIDAS

Pertenecen al grupo de las madelamidas, dentro del grupo de las amidas del acido carboxilico,
su modo de accion corresponde a la inhibicion de la sintesis de la celulosa de la pared celular a
nivel de la proteina PiCesA3 celulosa sintetasa, de esta manera es posible que tanto los
esporangios como las zoosporas germinen, se ha registrado que existe inhibicion de las

formacion de haustorios y de micelio (Blum, et. al., 2010, Cohen et. al., 2007).
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Cuadrol. Clasificacion de los fungicidas utilizados en el manejo de Phytophthora infestans
de acuerdo a su modo de accion.

Fungicidas

Modo de accion

Efectos en el patégeno

Cupricos

Contacto

Desnaturalizacion de enzimas
de la cadena respiratoria, en
esporangios y zoosporas.

Ditiocarbamatos

Contacto

Inactiva  aminodcidos vy
enzimas, evita germinacion de
esporangios y zoosporas Yy
desarrollo micelial.

Phtalimidas

Contacto

Afecta actividad enzimatica,
es un desacoplador de la
fosforilacion oxidativa
inhibiendo la transferencia de
protones a traves de la
membrana mitocondrial.
Reduce movilidad de
zoosporas y su germinacion,
formacion  de  apresorios,
crecimiento de hifas.

Estanicos

Contacto

Afectan la  fosforilzacion
oxidativa inhibiendo la
germinacion de esporas y
desarrollo de hifas.

Fosfonatos

Sistémico

Penetra a la planta y se
moviliza en direccion
basipétala y acropetala. El
modo de accion como
fungicida se basa en la
influencia de la fosforilzacion
enzimatica del  patégeno
afectando sintesis de
diferentes compuestos que
contienen fosforo en la planta.

Cianoacetamidas

Sistémico

Presenta movimiento
traslaminar en la planta, afecta
sintesis de ADN y ARN en el
patogeno.

Carbamatos

Sistémico

Posee poca accién en la
inhibicion de la germinacion
del esporangio, afecta la
permeabilidad de la
membrana celular del micelio.
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Fungicidas Modo de accion Efectos en el patdgeno

Derivados del acido cinamico | Sistémico De accion traslaminar, afecta
la formacion de la pared
celular promoviendo la lisis
del patogeno.

Fenilamidas Sistémico Se trasloca por la planta, su
accion se ejerce solo en el
interior de la  planta
inhibiendo la esporulacion vy
en menor grado el desarrollo
del micelio, interfiere en la
sintesis de RNA ribosomal y
sintesis de proteinas del
patdgeno.

Madelamidas Sistémico Inhiben sintesis de celulosa de
la pared celular del patogeno,
asi como la formacion de
haustorios.

2.4. RESISTENCIA A METALAXIL DESARROLLADA EN Phytophthora infestans
MONT. DE BARY

Davidse et al., 1981 y Dowley y O’ Sullivan en 1985, mencionan que su introduccion fue en
1977 y que al principio se cre6 una gran expectativa al mostrar una accion post-infeccional y
actividad sobresaliente bajo condiciones muy favorables para la enfermedad, esto provocé el uso
extensivo e intensivo del metalaxil como Unico fungicida en el control del tizon, esta situacion
especial cred una presion para la aparicion de variantes de P. infestans, a los tres afios de su
introduccidn, la rapida generacion de resistencia del patdgeno a este producto, obligd a su retiro
del mercado por algun tiempo, en varios paises de Europa como Suiza, Irlanda y Holanda, donde
fue nuevamente reintroducido en forma de mezclas con productos de contacto y otros sistémicos,
ya que a los cuatro o cinco afios las poblaciones de P. infestans se vuelven nuevamente

susceptibles al producto.
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En Holanda en 1980 la resistencia a fenilamidas en las poblaciones de P. infestans era del
77% de los aislamientos y decrecio en la medida que el producto fue retirado del mercado. En
1984 se aplicd en mezcla con mancozeb y luego se hicieron mezclas con maneb y fentinacetatos,
con un manejo limitado, pues solo se recomendaba y se recomienda hacer dos aplicaciones por
ciclo del cultivo en situaciones criticas para el manejo de epidemias severas, pero se debe evitar
las aplicaciones en estado avanzado de la enfermedad (Davidse et al., 1981).

Posteriormente para 1985 Wade y Delp reportan el uso del metalaxil en mezclas con otras
fenilamidas para el control efectivo y eficiente y estable del tizén, Segin Grohman y Hoffman
en 1989, el Metalaxil estimula la formacion de fitoalexinas capsidiol en el chile (Capsicum
annum) y glyceolina en soya (Glicine sojae), pero no se observaron cambios ultraestructurales en
las hojas de la papa, después de ser tratados con dosis de 10, 100 y 200 pg/ml, lo que indica un
efecto secundario sobre los mecanismos de defensa de las plantas.

En 1990, un nuevo trabajo por Doster, Milgroom y Fry, mediante un estudio computacional
en donde predicen el efecto de la mezcla de metalaxy-clorotalonil, dan como resultado
simulando las aplicaciones, menos enfermedad causada tanto por cepas sensibles o resistentes al
metalaxil, ellos concluyen que entre menor sea el nimero de aplicaciones, sera mejorado
sustancialmente el control del pat6geno resistente al metalaxil.

El uso de mezclas en este momento, resulto ser lo mas eficiente y conveniente, sin embargo
en 1995, un nuevo reporte por Nuninger et al. y Dowley y O’ Sullivan, encuentran que estas
mezclas ya no son tan eficientes ya que descubren que de las variantes estudiadas de P. infestans
presentan resistencia a las fenilamidas de un 30% a un 50%.

A pesar del uso de mezclas, en paises como Estados Unidos de Norteamérica, se preferia en

parcelas comerciales, el uso de metalaxil, es asi que en Washington en 1990 se presentaron
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brotes de tizon tardio en campos comerciales de papa, que después alcanzaron niveles de
epidemia en donde se habian recibido de 2 a 4 aplicaciones de metalaxil , al final de la
temporada, existia la posibilidad que las razas patogénicas de Phytophthora infestans hubieran
desarrollado resistencia a este fungicida sistémico, al comprobar esta teoria, pudieron determinar
la virulencia de los aislamientos sobre foliolos desprendidos de ocho genotipos diferenciales
(gen-R) de papa. Si bien se recobraron solo razas simples (solas y dobles), hubo también una alta
frecuencia de combinaciones complejas de razas. Cuando se probaron en medios con adicién de
metalaxil que contenia una alta dosis de 10g/cm®, 81% de los 73 aislamientos obtenidos de los
tejidos afectados, fueron altamente resistentes, 19% mostraron resistencia intermedia. No se
obtuvieron aislamientos sensibles, 55% de 40 aislamientos esporularon sobre discos de
tubérculos de papa en presencia de metalaxil, 20 de los aislamientos en un porcentaje del 85%
sobre tejidos de hojas, finalmente se observo que el 50% de los aislamientos esporularon a una
alta dosis de 100 g/cm® (Deahl, et. al., 1993).

En 1994, en México, Matuszak, Fernandez y Villarreal (1994) reportaron la sensibilidad de P.
infestans al metalaxil de siete localidades en los estados de Chiapas, Coahuila, Estado de
México, Michoacan, Sinaloa, Puebla y Veracruz, en donde se determind in vitro la sensibilidad
para 966 aislamientos colectados en cultivos con tratamientos de metalaxil entre los afios de
1983 a 1989, como resultados se reporta que el Estado de México (area principal de produccion
de papa), la frecuencia de los aislamientos sensibles al metalaxil fue mas alta en 1983, 1984 y
1986 que en 1987, 1988 y 1989, la frecuencia de los aislamientos sensibles permanecid estable
durante epidemias sobre papas sin tratamiento que se muestrearon repetidamente durante 1988

en el Valle de Toluca al oeste del Estado de México.
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Un estudio similar, fue realizado por Goodwin, Sujkowski y Fri en 1995, en donde fue
utilizando metalaxil (Ridomil) como control de P. infestans, ellos colectaron de muchas regiones
de Norteamérica entre los afios de 1987 a 1993, en 15 estados y en British Columbia en Canada
aislamientos de este patdégeno y se determind por estudios in vitro que 13 de 15 de los
aislamientos colectados en British Columbia de los afios 1992 y 1993, presentaban resistencia al
metalaxil. En este nuevo estudio, ademas de utilizar cultivos in vitro, se utilizaron con fines de
determinar la sensibilidad al metalaxil, allozyme genotype y analisis DNA fingerprint,
detectando ademéas de la sensibilidad que existia un linaje clonal US-1 presente en Estados
Unidos y en Canada por varios afios y que presentaba sensibilidad uniforme, otros aislamientos
clénales detectados fueron llamados: US-7 y US-8 con resistencia a metalaxil, un altimo
aislamiento clonal US-6 fue detectado en California en 1990 totalmente resistente al metalaxil,
sin embargo presentaba una peculiaridad: el aislamiento US-6 presentaba polimorfismo no
determinado. Estos hechos presentaron para los investigadores nuevas herramientas para
determinar que los asilamientos resistentes a metalaxil, se distribuyeron unimodalmente en
linajes clonales y que se limitaron a los que recientemente habian emigrado. Esto apoyaba a su
hip6tesis la cual vislumbraba que la resistencia en Estados Unidos y Canada se origind por
inmigracion, mas que por mutacién y la seleccion después de la migracién, sin embargo este
estudio esta limitado, ya que las pruebas para la seleccion de mutantes resistentes a metalaxil en
linajes clonales se detectd en una muestra limitada de aislamientos. Al respecto Shattock (1988)
considera que no hay claridad en los mecanismos por los cuales surge la resistencia de P.
infestans al metalaxil, dado que es un patdgeno diploide.

Diferentes estudios han mostrado que aunque la frecuencia de las variantes resistentes a las

fenilamidas aumente durante una campafa en la magnitud de la presién que se ejerza para su
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seleccién, la frecuencia disminuye al inicio de la siguiente campafia debido probablemente a una
menor capacidad de supervivencia en comparacion con las variantes no resistentes a las

fenilamidas (Williams y Gisi, 1992).
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2.5. MATERIALES Y METODOS

25.1. COLECCION DE AISLAMIENTOS DE P. infestans Y LECTURAS DE
INFECCION

En el verano del 2011, en Chapingo Edo. de México, se establecié una parcela de papa
(Solanum tuberosum L.) de la variedad snowden, cuyo disefio experimental consistio en cinco
unidades experimentales con una repeticion a las que se les aplico semanalmente a partir de 45
dias después de la siembra, media dosis de cinco fungicidas en aspersion foliar en el siguiente
orden: metalaxil, fosetil aluminio, mandipropamid, propamocarb y ciazofamida; cabe sefialar que
se sembro6 una sexta parcela sin proteccion quimica como testigo. A partir de la primera semana
después de la aplicacion de los fungicidas y hasta la quinta semana, fueron tomadas lecturas de
infeccion semanales de acuerdo a la escala de Henfling (1987) y se colectaron muestras de hojas
y tallos elegidos totalmente al azar de cada uno de los tratamientos que tenian signos y sintomas
recientes, estas fueron llevadas al laboratorio de usos multiples del departamento de Fitotecnia de
la Universidad Auténoma Chapingo y fueron sometidas a camaras humedas a temperatura
ambiente durante 24 horas para inducir la formacién de esporangios; al observar la formacion de
estos, las hojas y tallos con signos mas desarrollados fueron colocados debajo de rebanadas de
papa previamente desinfestadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 20%, al transcurso de
cinco dias se pudieron observar crecimientos miceliales que atravesaban las rebanadas de papa;
al percibir este crecimiento y con ayuda de una aguja de diseccion fue retirado este micelio y
sembrado en medio centeno agar segun la metodologia descrita por Garay Serrano en el 2005,
pero adicionado con el antibidtico oxitetraciclina para evitar el desarrollo de bacterias gram
positivas y gram negativas; después fueron conservados en una incubadora en oscuridad a una
temperatura constante de 17°C, al transcurso de una semana se observo el desarrollo de multiples

colonias del patogeno.

30



En el siguiente ciclo de cultivo (verano del 2012), se establecid en lotes de 14 surcos de 30
metros en el mismo terreno otro ensayo en un disefio experimental en bloques completos al azar
con dos variedades de papa: Agata y Fiana y se aplicO semanalmente durante cinco semanas
desde 45 dias después de la siembra, los mismos fungicidas, esta vez, aplicando medias dosis y
dosis completas, agregando al ensayo dos tratamientos maés: fluoxastrobin y azoxistrobin.
Simultdneamente a las aplicaciones, se tomaron lecturas de infeccion semanales de acuerdo a la
escala de Henfling (1987) y se siguié la misma metodologia para la obtencion de colonias del

patogeno gue en el verano del 2011.

Al final de cada ciclo se considerd la comparacién de medias de la dltima lectura, en un
disefio completamente al azar, en donde un individuo era la parcela Gtil y las diez lecturas fueron
las repeticiones. Se calcul6 el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC, siglas
en inglés) de acuerdo con Shaner y Finney (1977) y a Campbell y Madden (1990), usando la

formula:

y1l-y1l+1

AUDPC = Y75 (F2 ) (tina-ty)

Donde, el valor final del AUDPC es la sumatoria de las areas por lapsos, que resultan de la
multiplicacion del promedio de lecturas de dos fechas consecutivas (valor de y) por el lapso

(dias, valor de t) entre lecturas.

2.5.2. DETERMINACION DE TIPOS DE COMPATIBILIDAD

Al término de la obtencion de aislamientos de P. infestans de cada uno de los ciclos de cultivo
y para determinar los tipos de compatibilidad presentes en el verano del 2011 y 2012; cada uno

de los aislamientos se sembrd en un extremo de una caja de Petri que contenia medio centeno
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agar; en la misma caja, se sembrd un aislamiento con un aislado de referencia conocido como
J104 (Al) y en otra repeticion con el aislado de referencia J204 (A2), amablemente
proporcionados por la Dra. Sylvia P. Ferndndez Pavia, (UMSNH) a manera de enfrentamiento in
vitro y mantenidos a una temperatura de 17°C en oscuridad. Al término de una semana, los
crecimientos coloniales enfrentados en cada una de las cajas de Petri se encontraron,
desarrollandose estructuras de reproduccion sexual (oogonios, anteridios y oosporas). La
presencia de oosporas se interpretd como que el aislamiento desconocido era de un grupo de
compatibilidad opuesto al del enfrentamiento. La presencia de oosporas al enfrentar el
aislamiento con ambos tipos de compatibilidad conocidos, o sin el enfrentamiento, se interpret6

como homotalico (H).
2.5.3. EVALUACION in vitro

Para evaluar si los aislamientos obtenidos en el verano del 2011 y 2012 presentaban
resistencia o sensibilidad a las substancias quimicas evaluadas en el campo, se llev6 a cabo un
ensayo de resistencia in vitro, utilizando la metodologia empleada por Shattock (1988) y Deahl y
Demuth (1995) la cual consistié en la inoculacion de medios selectivos de centeno agar
adicionados de micro concentraciones de fungicidas (0.1 mgL™ y 10 mgL™) con fragmentos
miceliales del oomiceto aislado en los dos ciclos de cultivo, Sozzi, et. al., 1992 y Manriquez en
1995 consideran el rango minimo para determinar sensibilidad de metalaxil en 0.1 mgL™,
mientras que Locher y Lorenz en 1991 en pruebas de sensibilidad in vitro con las substancias
activas fluazinam, fosetil aluminio y propamocarb consideran un rango de 0.1 mgL™ a 100 mgL"
! Rekanovi¢ y colaboradores en el 2011 al probar las mismas substancias activas, muestran que
en una concentracién de 10 mgL™ es posible determinar la sensibilidad o resistencia del

patogeno, es por ese motivo que al realizarse pruebas previas con los aislamientos del 2011 y
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2012 de Chapingo Edo. de México, se determing utilizar la dosis minima de Shattock de 1988 y
Deahl y Demuth de 1993 y la dosis maxima de 10 mgL™ como Rekanovi¢ y colaboradores en
2011. El crecimiento in vitro de cada aislamiento fue medido después de un periodo de

incubacion de 10 dias a 17°C y el resultado fue evaluado utilizando la siguiente ecuacion:

_ DMCM-5 mm

PC DMCA

X100

Donde PC = porcentaje de crecimiento; DMCM = diametro medio colonia, 5 mm = diametro
del cilindro con micelio sembrado originalmente al centro de la caja petri; y DMCA = diametro
del crecimiento del testigo sin fungidas. El criterio empleado por Shattock (1988) y Deahl et al.,
(1995b) califica como resistentes a metalaxil a los aislamientos con porcentaje de crecimiento
igual o mayor a 60%, intermedios de 10% a 60%, y como susceptibles a aquellos con un
porcentaje de crecimiento radial menor al 10%. La comparacion por categorias se hizo en un

disefio completamente al azar (SAS System for Windows 9.0 SAS Institute Inc. 2002).
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2.6. RESULTADOS Y DISCUSION

2.6.1. AISLAMIENTOS Y PROGRESO DE LA CURVA DE LA ENFERMEDAD

Los nameros de lecturas de infeccion tuvieron una semana de desfase con respecto a la
aplicacion de los productos. Asi, la primera lectura correspondié a la segunda semana de
aspersion, la quinta lectura fue a la sexta semana después de la primera aspersion, y la sexta y

ultima lectura se hizo dos semanas después de la quinta (y ultima) aplicacion de los productos.

En el ciclo 2011 se obtuvieron 29 aislamientos, todos del tipo de compatibilidad Al. Del 2012
se lograron 164, todos homotalicos (Cuadro 2). El grupo o tipo de apareamiento Al es el mas
abundante en la naturaleza, es el que se dispers6 por el mundo a mediados del siglo XIX, pero
esta limitado genéticamente, por lo que tiende a conservarse clonalmente, sin mucha variacion
Considerando la ausencia de presion de seleccion en la zona previa a los ensayos por no haber
cultivos comerciales de papa, era de esperarse que la poblacion de P. infestans fuera silvestre,
predominando el tipo de compatibilidad mencionado y poca infeccion en los tratamientos con los
agroquimicos, razén por la que se obtuvieron pocos en el 2011. Para el siguiente afio todos
fueron homotalicos, incluyendo al testigo, como evidencia de la presencia de estos tipos que
afloraria como consecuencia de la situacion del afio anterior, pues ambos ensayos se
establecieron en los mismos lotes los dos afios consecutivos. El caracter homotalico se report6 en

Chapingo (Alarcén Rodriguez et al., 2013) y en el valle de Toluca (Lopez-Orona et al., 2013).
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Cuadro 2. Numero de aislamientos () y tipo de compatibilidad (A1, A2) por afio.

Principio activo NUmero de aislamientos y tipo de compatibilidad
2011 2012
Metalaxil 3Al 52 H ¥
fosetil aluminio 3A1 21 H
mandipropamid 5A1 19H
Ciazofamida 7Al 11H
Propamocarb 6 Al
Azoxistrobin 2H
Fluoxistrobin 29H
Testigo 5A1 30H
Total 29 Al 164 H

+ H, homotalico

2.6.2. PORCENTAJE DE INFECCION

El 100% de infeccion, o la totalidad del follaje infectado, se detectd en el testigo sin
proteccidn, a la quinta lectura, o sea, a las seis semanas después de la primera aplicacion de los
fungicidas en los dos ciclos de cultivo en dosis medias y completas. En el 2011, los tratamientos
gue mostraron mayor proteccion fueron: mandipropamid y metalaxil, con un 22 y 39 % de
infeccion respectivamente, que se reflejo directamente en el valor del AUDPC (44 y 99,
respectivamente, Figura 2 a, Cuadro 3). En el 2012 el tratamiento con mayor proteccion con
medias dosis, en la variedad Agatha fue azoxistrobin con 16.5 % y fluoxistrobin con 31.75%. En
la variedad Fiana con medias dosis, el mejor tratamiento fue con mandipropamid, con 6.85% y
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azoxistrobin con 18.75% de infeccion final, el resto de los fungicidas permitié mayor infeccion

el segundo afio con respecto al primero (Figura 2 a, b, Cuadro 3). Esto pudiera deberse a la

presion de seleccion de los productos sobre el patdgeno durante el ciclo anterior, ademas, en este

segundo afio toda la poblacion de P. infstans fue homotélica, lo que sugiere que el patdégeno

podria poseer mayor variabilidad genética que durante el afio previo.

Cuadro 3. Comparacion de medias de la ultima lectura de la infeccion foliar de

aplicacion de medias dosis y area bajo la curva de progreso de la enfermedad.

Ultima | AUDPC | Ultima AUDPC | Ultima AUDPC
lectura 2011 lectura 2012 lectura 2012
2011 Agatha Fiana
media media
dosis 2012 dosis 2012
Tratamiento
Metalaxil 39.0 ct 99 845D 149.5 93.50 a 195
Fosetil-Al 83.2b 185 94.5 ab 229.5 96.75 a 190
Mandipropamid | 22.0 d 44 39d 40 6.85d 2.5
Propamocarb 785b
Ciazofamida 99.5a 231 71.25¢ 150 93.50 a 285
Azoxistrobin 165e 10 18.75¢ 20
Fluoxistrobin 31.75d 65 31b 96
Testigo 100.0 a 265 100.0 a 225.25 100 a 135

+Cifras con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p< 0.05).
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Figura 2. Progreso de la infeccidn foliar, por efecto de la aplicacion de media dosis de los fungicidas:
—— metalaxil, fosetil aluminio, = mandipropamid, ~~ ciazofamida, == propamocarb,

——ffluoxistrobin, ——azoxistrobin, —testigo : a) verano de 2011, b) medias dosis 2012,
1)Agatha, 2) Fiana. Curvas con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey, p< 0.05).
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En dosis completas, se encontrd que en la variedad Agatha, el mejor tratamiento empleado

fue el de azoxistrobin con 16.5% de infeccion final, mientras que en la variedad Fiana, el mejor

tratamiento fue el de mandipropamid con 3.25% de infeccion final (Figura 2 a y b, cuadro 3).

Cuadro 4. Comparacion de medias de la ultima lectura de la infeccion foliar de

aplicacion de dosis completas y area bajo la curva de progreso de la enfermedad.

Ultima lectura| AUDPC 2012 | Ultima lectura | AUDPC 2012
Agatha  dosis Agatha Fiana dosis Fiana
completa 2012 completa 2012
Tratamiento
Metalaxil 60.75 b 130 74.25Db 190.5
Fosetil-Al 100 a 260 96.50 a 195.5
Mandipropamid | 22.50 d 22.5 3.25d 1.5
Ciazofamida 71.25b 147 93.50 a 287.5
Azoxistrobin 16.50d 10 18.75¢ 21.5
Fluoxistrobin 39.75¢ 82.5 16.50 c 48.5
Testigo 100 a 242.5 100 a 142.5

+Cifras con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p< 0.05).
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Figura 3. Progreso de la infeccién foliar en 2012, por efecto de la aplicacion de dosis completas de los
fungicidas: —— metalaxil, fosetil aluminio, = mandipropamid, ciazofamida , ——ffluoxistrobin,

—+=azoxistrobin, —testigo a)Agatha, b) Fiana. Curvas con diferente letra son estadisticamente diferentes
(Tukey, p< 0.05).
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2.6.3. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS RESISTENTES, MEDIANAMENTE

RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES in vitro

En los experimentos in vitro los aislamientos crecieron sobre agar centeno con 0.1 mgL™y
10 mgL* de los principios activos. Estas dosis se definieron en funcién de reportes de Shattock
(1988), Deahl et al. (1995 a), Sozzi et al. (1992), Manriquez (1995), Locher y Lorentz (1991) y
Rekanovi¢ et al. (2011) que muestran colonias con crecimiento de 2 a 100% con respecto a los

testigos.

El mayor porcentaje de aislamientos resistentes in vitro en el 2011 correspondié a los
expuestos a 0.1 mgL™ de fosetil aluminio con el 62.85% de la poblacion expuesta. El 51.42% de
los aislamientos expuestos a metalaxil, y el 37.14% de los que crecieron en medio con fosetil-Al,
resultaron con resistencia intermedia ese afio. Finalmente, las poblaciones que resultaron
totalmente susceptibles fueron las expuestas a mandipropamid. No obstante, el esquema cambio
para el siguiente afio, pues en el 2012, con la misma concentracion, afloré el 19.29% de la
poblacion resistente y el 49.12% intermedia para mandipropamid, 14% y 7% intermedia y
resistente, respectivamente, para fosetil-Al, y el 100% de los aislamientos expuestos al metalaxil

y a ciazofamida fue susceptible (Figura 4a).

Al exponer al patdgeno a 10 mgL™, casi no se registr resistencia a los productos en ambos
afios, pero el 88% vy el 46% de los aislamientos fue intermedio para fosetil-Al en 2011 y 2012,
respectivamente, asi como el 39% de los expuestos a mandipropamid en 2012. Los aislamientos
en donde la totalidad de la poblacion fue susceptible fueron los expuestos a mandipropamid y
ciazofamida en 2011 y a metalaxil y ciazofamida en 2012. También en el 2011, el 94% de los

aislamientos fueron susceptibles a metalaxil (Figura 3b). Péez et. al., en el 2001, Gissi et al., en
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el 2002 y Deahl et. al. (1995b), encontraron niveles de resistencia a metalaxil entre el 40% y
60% de los aislamientos debido en gran medida a la presencia de ambos tipos de apareamiento
(Al y A2), y a la alta presion de seleccion cuando se utiliza como Unico medio de control
quimico al metalaxil. Sin embargo, en Chapingo la totalidad de la poblacion en el segundo afio

resulto resistencia a metalaxil via reproduccion sexual (Sattock, 1988).
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Figura 4. Porcentaje de aislamientos susceptibles, intermedios y resistentes in vitro en medio centeno agar:
a) 0.1 mg L'%; b) 10 mg L™ con respecto al testigo (100%).
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Fosetil aluminio controla a la mayoria de los oomycetos excepto P. infestans (Cohen et al.,
1995; Gisi et al., 2002). En el caso del control quimico de la marchitez del tomate fue mas
eficaz cuando se aplicé de manera preventiva con respecto a la accion curativa, ya que en la
planta genera la produccién de enzimas que inducen mecanismos de defensa. El modo de accion
como fungicida se basa en la influencia de la fosforilacion enzimética del patégeno afectando
sintesis de diferentes compuestos que contienen fosforo esencial para el crecimiento y desarrollo
de P. inf