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RESUMEN GENERAL 

DIVERSIDAD GENÉTICA DE TIZÓN TARDÍO DE LA PAPA (Phytophthora 
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El tizón tardío de la papa, cuyo agente causal es el Oomycete Phytophthora 

infestans (Mont.) de Bary, es la principal enfermedad de las Solanáceas. México 

es considerado como el centro de origen de dicho patógeno, siendo el Valle de 

Toluca el lugar donde presenta mayor diversidad genética, esto se debe en gran 

parte al uso irracional de fungicidas y a la presencia de grupos de compatibilidad. 

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar aislamientos 

de P. infestans provenientes de parcelas con diversos fungicidas, en el municipio 

de Metepec, Edo. México. La caracterización se realizó en base a la identificación 

de grupos de compatibilidad, grado de resistencia a metalaxil in vitro, y 

caracterización molecular mediante la secuenciación de las regiones de ARN 

ribosomal ITS y RPA 190. Las proporciones de tipo de compatibilidad entre las 

poblaciones fueron, A1: 0.571, A2: 0.314 y A1/A2: 0.114. Se indentificaron dos 

aislamientos resistentes a dosis altas de metalaxil y uno con resistencia 

intermedia. Mediante la secuenciacion y elaboracion de dendogramas se 

mailto:picti87@gmail.com
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formaron cinco grupos con caracteristicas similares, tanto de tipos de 

compatibilidad, nivel de resistencia a metalaxil y evaluación de fungicidas 

aplicados en campo, detectándose una gran diversidad genetica en las colectas. 

GENERAL ABSTRACT  

Potato late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans (Miont). De 

Bary, is the main disease of the Solanaceae. Mexico is considered the center of 

origin of this pathogen, with the Valley of Toluca being the place with the greatest 

genetic diversity, this is largely due to the irrational use of fungicides and the 

presence of compatibility groups. On the basis of this background, the objective 

of this work was to characterize P. infestans isolates obtained from plots sprayed 

with diverse fungicides in Metepec, State of México. The characterization was 

based on the identification of compatibility groups, degree of resistance to 

metalaxil in vitro, and molecular characterization by sequencing the ITS and RPA 

190 ribosomal RNA regions. The proportions of compatibility type between 

populations were, A1: 0.571, A2: 0.314 and A1 / A2: 0.114. Two isolates resistant 

to a high dose of metalaxil and one with intermediate resistance were identified. 

Through the sequencing and elaboration of denograms, five groups with similar 

characteristics were formed, both types of compatibility, resistance level and 

metalaxil and evaluation of applications in the field, a great genetic diversity in the 

collections was detected. 

 

Palabras clave: Tipos de compatibilidad, ITS, RPA 190, Resistencia a metalaxil. 

Key words: Compatibility types, ITS, RPA 190, Metalaxil resistance. 
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CAPÍTULO 1. 

1.1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

La papa (Solanum tuberosum L), pertenece a la familia de las Solanáceas, 

originaria del altiplano Sudamericano (Argentina) en donde se ha consumido 

desde hace más de 8 mil años. Los conquistadores españoles, a finales del siglo 

XVI, llevaron la planta a Europa y ya para el siglo XIX se había expandido por 

todo el continente, y es, en la actualidad, el tubérculo más importante dentro de 

la alimentación humana (Biarnes, Philippe, García y Santiago, 1995)  

Un factor importante que afecta la producción de papa, son los problemas 

fitosanitarios (plagas y enfermedades), los cuales disminuyen tanto el 

rendimiento como la calidad del producto (Hooker, 1980). El problema de mayor 

limitación en el cultivo en gran parte de las regiones productoras del mundo, lo 

constituye la enfermedad conocida como tizón tardío cuyo agente causal es 

Phytophthora infestans (Mont de Bary), ya que puede devastar en poco tiempo 

los cultivos, causando pérdidas de hasta el 100%. Debido a que las condiciones 

climáticas en general en las que se cultiva este tubérculo, son propensas para el 

desarrollo de la enfermedad (Alarcón-Rodríguez et al., 2013; Jaramillo, 2003).  

El tizón tardío de la papa causado por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, 

es una de las enfermedades más devastadoras la papa a nivel mundial. En 1845 

causó en Irlanda la destrucción total de los campos de papa, que eran la principal 

fuente de alimentación de ese país, produciendo la muerte de miles de personas 

y la migración de muchos sobrevivientes a otros lugares de Europa y Norte 

América. Se reporta que la Gran hambruna Irlandesa fue causada por 

migraciones de P. infestans pertenecientes al tipo de apareamiento A1, 

posteriormente se dio una segunda migración del patógeno por todo el mundo, 

pero esta vez de genotipos más agresivos.  

 

Para 1984 se identificó al oeste de Europa el tipo de apareamiento A2, el cual 

era considerado inexistente fuera de México (Arneson, 1998; Pérez y Forbes, 
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2008). A partir de 1956, se estableció al Valle de Toluca, México como centro de 

origen de P. infestans, siendo que allí fue donde se reportó por primera vez la 

presencia de ambos tipos de apareamiento (A1 y A2), permitiendo con ello la 

propagación sexual, conduciendo a una mayor diversidad genética del patógeno 

(Fry et al., 1993; Fry y Goodwin, 1997; Galindo y Gallergly, 1960; Tooley, Therrien 

y Ritch, 1989).  

 

Debido a todo esto, se han realizado múltiples estudios etiológicos, 

epidemiológicos y moleculares que permiten conocer los peligros para la 

producción de papa, ocurridos después de la variación genética del patógeno, 

principalmente después de la aparición de variantes resistentes a fungicidas, con 

mayor virulencia y mayor aptitud parasítica.  

La resistencia del patógeno a los fungicidas se ha desarrollado debido al uso 

inmoderado de dichas moléculas, aunado a esto la falta de capacitación para los 

aplicadores y el desconocimiento de los mecanismos y modos de acción de cada 

una de las moléculas empleadas en el control de la enfermedad, han provocado 

una mayor diversidad de genotipos de P. infestans. Estudios recientes han 

demostrado que la presencia de mutaciones puntuales en los genes que 

codifican para las proteínas blanco de la acción fungicida y de secuencias 

específicas de nucleótidos de las regiones promotoras de dichos genes, se 

encuentran asociadas con la aparición de fenotipos resistentes a diversas 

moléculas químicas en organismos fitopatógenos (Damicone, 2004).  

El metalaxil es un claro ejemplo de resistencia, actúa en sitios específicos del 

patógeno impidiendo la biosíntesis de proteínas mediante la interferencia de la 

síntesis del ARN ribosomal. Se ha reportado resistencia desde 1981 en diferentes 

partes del mundo (Europa, Estados Unidos de Norte América, Canadá, México y 

Ecuador), fungicida de gran importancia que aún se emplea en campo y es 

considerado como una variable adicional para caracterizar a P. infestans (Doster, 

Milgroom y Fry, 1990; Kato, Mizunuti, Goodwin y Fry, 1997; Dowley y O´Sullivan, 
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1985; Lozoya-Saldaña et al., 2017; Matuszak, Fernández, Gu, Villareal y Fry, 

1994; Runno y Koppel, 2006,).  

Conocer más las poblaciones locales de tizón tardío es de suma importancia para 

poder manejarlas, empleando para ello el conocimiento del tipo de apareamiento, 

los perfiles aloenzimaticos, haplotipos mitocondriales, la secuenciación de la 

información genética de los genes nucleares y mitocondriales, así como las 

regiones espaciadoras transcritas (ITS), de tal forma que provean de información 

suficiente para establecer un manejo contra el genotipo especifico de P. 

infestans, medidas que conlleven a realizar un manejo integral de la enfermedad, 

involucrando las medidas de prevención, cumplimiento de las normas sanitarias, 

el empleo de variedades resistentes, así como el uso adecuado de sustancias 

químicas (Alarcón-Rodríguez et al., 2013; Cárdenas et al., 2011; Gómez, 

Carbone y Ristaino, 2007; Tooley, Bunyard, Carras y Hatziloukas, 1997; 

Spielman et al., 1991). 

Debido a lo anterior, la relevancia del patógeno y la necesidad de vincular criterios 

de clasificación, el objetivo de esta investigación fue caracterizar aislamientos de 

Phytophthora infestans de poblaciones obtenidas de parcelas con evaluación de 

fungicidas en Metepec, Edo, México, mediante el conocimiento de tipos de 

apareamiento, resistencia a metalaxil (método in vitro) y secuenciación de 

regiones ITS y RPA 190. 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

1.2. OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar aislamientos de tizón tardío de la papa (Phytophthora infestans 

Mont. de Bary) bajo aplicación de fungicidas en Metepec, Edo. México.  

 

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Caracterizar los grupos de compatibilidad de los aislamientos de P. 

infestans de Metepec, Edo. México. 

 Determinar in vitro la resistencia a metalaxil de los aislamientos de P. 

infestans de Metepec, Edo. México. 

 Caracterizar y relacionar los aislamientos de P. infestans utilizando 

secuenciación de las regiones ITS y RPA 190 obtenidos de parcelas de 

Metepec, Edo. México. 

 

1.4. Hipótesis  

 Los fungicidas ejercen una presión de selección que conduce a una mayor 

variabilidad y resistencia a fungicidas de las progenies del Oomycete 

sobreviviente. 
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CAPÍTULO 2 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

Uno de los grandes problemas que se tienen en el cultivo de papa es la 

enfermedad denomina tizón tardío (Phytophthora infestans Mont. de Bary). El 

cual a lo largo de la historia ha tenido gran importancia dentro del cultivo, la más 

relevante es la denominada “La Gran Hambruna Irlandesa”, qué a mediados del 

siglo XIX, causó la muerte de un gran sector de la población irlandesa, debido a 

que, en este país, la papa es uno de los cultivos base de su alimentación. De ahí 

que cuando se presentó este oomicete en los cultivos, se redujeron en gran 

medida las cosechas, provocando que la demanda del producto aumentara y al 

no tener un producto alternativo entre la población, esto ocasionó la muerte por 

falta de alimento entre los sectores más pobres (Jaramillo, 2003).  

En la actualidad está enfermedad provoca grandes pérdidas a los productores, y 

ha sido uno de los principales temas de investigación, debido a que en México a 

diferencia de otros países, podemos encontrar los dos ciclos de vida de la 

enfermedad, es decir, se presenta su ciclo asexual y el ciclo sexual, lo cual 

provoca que sea más difícil su control, y con ello que exista una gran diversidad 

de razas de P. Infestans haciendo que el simple uso de agroquímicos, no sean 

suficientes para su control. Es aquí en donde surge el interés cada día de 

desarrollar nuevos productos químicos y conocer más de la morfología, anatomía 

y hábitos de crecimiento de la enfermedad (Damicone, 2004; Lozoya-Saldaña et 

al., 2017).   

2.1. Taxonomía y clasificación de P. infestans  

El Phylum Oomycota, pertenece al reino Cromista, con más de 700 especies, las 

cuales no tienen pigmentos fotosintéticos, poseen dos flagelos en las zoosporas 

y, paredes formadas por células o polímeros similares a celulosa y tienen hábitos 

acuáticos y terrestres, aunque siempre necesitan la presencia de agua 

(Jaramillo,2003).  
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Raven, Evert y Eichhorm (1999) mencionan que, por la forma filamentosas de las 

hifas, se agrupaban originalmente como hongos. Siendo confirmado esto por las 

filogenias moleculares. Kamoun, Haber, Sobral, Nuss y Govers (1999), en 

diversos trabajos realizados basados en las secuencias de RNA ribosomal, en 

base a datos de los aminoácidos copilados para las proteínas de la mitocondria 

y cuatro proteínas que codifican para los genes cromosómicos, aportan 

evidencias de que los Oomycetes adquirieron la habilidad de infectar las plantas 

de manera independiente de los hongos verdaderos.  

Los Oomycetes, están más relacionados con las algas, dado que presentan 

meiosis en los gametos, por lo tanto, sus núcleos vegetativos son de naturaleza 

diploide. Son conocidos como organismos “heterocontes”, lo que significa que 

poseen flagelos en las zoosporas con longitud y ornamentación diferente. Los 

flagelos se presentan en pares, un flagelo largo y adornado con nastigonemas 

(pelos) distintivos (plumosos) y en flagelos más cortos, delgados, cilíndricos y en 

forma de látigos o flechas (Jaramillo, 2003). 

Reven et al., (1999) y Ewin y Ribeiro (1996), citados por Jaramillo (2003), hacen 

la presente clasificación para P. infestans. 

REINO: Cromista (Stramenipila) 

 PHYLUM: Oomycota   

  CLASE: Oomycete 

   SUBCLASE: Peronosporomycetidae 

    ORDEN: Pythiales 

     FAMILIA: Pythiaceae 

      GÉNERO: Phytophthora 

       ESPECIE: infestans 

 P. infestans (Mont) de Bary 



7 
 

2.2. Morfología dePhytophthora infestans 

Presenta micelio cenocítico, es decir, no presenta septos o tabiques; los 

esporangios son ovoides, elipsoides a limoniformes, ahusados en la base, 

caducos, con un pedicelo menor a 3 mm y semipapilados. Su tamaño varía de 

36 a 22 µm, los esporangióforos son de crecimiento continuo, con un pequeño 

hinchamiento justo por debajo del esporangio (Pérez y Forbes. 2008). 

En los medios de cultivo el micelio se presenta aéreo, el cual puede ser 

marcadamente radiado o ligeramente estrellado, presentándose los bordes de la 

colonia redondeados o sinuosos y sumergidos en el medio siendo precisamente 

en este último en el que puede diferenciarse las protuberancias y 

engrosamientos, más o menos notables (Jaimasit y Prakob, 2010).  

El micelio es capaz de vivir de forma saprófita sobre materia orgánica en el suelo 

en ausencia de hospedante. Sin embargo, según otros autores existe una 

invasión muy pobre de la materia orgánica por parte del micelio, y el movimiento 

de este través del suelo es muy pequeño o nulo (Echemendia, 2010).  

2.3. Ciclo de vida de Phytophthora infestans  

Phytophthora infestans es un organismo heterotálico con dos tipos de 

apareamiento, A1 y A2 (Alarcón-Rodríguez et al., 2013). Por lo cual el ciclo de 

vida (figura 1) del patógeno es algo difícil de predecir, teniendo diversas 

generaciones en un lapso corto de tiempo.   

Se cree que este oomicete se originó en el centro de México y se distribuyó por 

todas las áreas paperas de América del Norte y sur, Europa, Asia y África. A partir 

de los años 1950´s, se estableció en el Valle de Toluca (México) como centro de 

origen de P. Infestans, debido a que en Solanum tuberosum se reportaron 

inicialmente la presencia de dos tipos de apareamiento A1 y A2, lo cual permite 

la propagación sexual y conduce a una mayor diversidad genética de P. infestans 

(Realpe, 2010).  
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Investigaciones de Fry y Goodwin (1995), revelan que a partir de 1981 se tienen 

reportes de la distribución del tipo de apareamiento A2 en varios países de 

Europa, Oriente medio, Asia y Sur América, lo que ha ocasionado que las 

poblaciones de tipo A1 sean desplazadas por nuevas variedades de tipo A1/A2. 

Surgiendo de la reproducción de ambos tipos de apareamiento, caracterizadas 

por su alta virulencia y variabilidad genética, lo que ha ocasionado que se amplió 

el número de hospederos y la adaptación a diferentes condiciones ambientales.  

  

 

Figura 1. Ciclo de vida de P. infestans (Agrios, 2005) 

2.3.1. Reproducción Asexual 

En el agua y con baja temperatura, los esporangios germinan indirectamente 

produciendo alrededor de 8–12 zoosporas uninucleadas y biflageladas. Las 

zoosporas se forman dentro del esporangio y son liberadas cuando se rompe la 

pared esporangial a nivel de la papila lo cual les permite nadar libremente. Las 

zoosporas tienen dos flagelos diferentes: uno de los flagelos es largo y en forma 

de látigo, en tanto que el otro es más corto y ornamentado, con dos filas laterales 

de pelos en el extremo. Las zoosporas se enquistan sobre superficies sólidas, es 

decir, se detienen, adquieren una forma redondeada y forman una pared celular. 



9 
 

Posteriormente, en presencia de humedad, pueden desarrollar un tubo 

germinativo y penetrar a la hoja por los estomas, o formar el apresorio, de tal 

manera que la hifa de penetración ingresa directamente a través de la cutícula. 

Una vez dentro de la planta, el micelio se desarrolla intercelularmente formando 

haustorios dentro de las células. Ocasionalmente se forman haustorios en forma 

extracelular (Pérez y Forbes. 2008) 

Cuando la temperatura es mayor a los 15°C, los esporangios pueden germinar 

directamente, formando un tubo germinativo que penetra la epidermis de la hoja 

e infectan al hospedante.  

2.3.2. Reproducción Sexual 

Los gametangios se forman en dos hifas separadas, por lo que P. infestans es 

heterotálico. Así, ambos tipos de apareamientos A1 y A2, deben estar presentes 

para que ocurra la reproducción sexual. La unión de los gametos ocurre cuando 

el oogonio atraviesa el anteridio y ocurre la plasmogamia. Esto conduce a la 

fertilización y al desarrollo de una oosporas con pared celular gruesa. La 

oosporas es resistente y puede sobrevivir en los restos vegetales. Bajo 

condiciones favorables, las oosporas producen un tubo germinativo que forma un 

esporangio apical, el cual puede liberar zoosporas o formar nuevamente un tubo 

germinativo, los cuales sirven como inóculo primario (Alarcón-Rodríguez et al., 

2013)  

2.4. Síntomas del Tizón tardío  

El patógeno pasa el invierno como micelio en tubérculos infectados en bodegas 

o campo. El micelio crece alcanzando los brotes produciendo colapso celular. 

Cuando el micelio alcanza la parte aérea de la planta, produce las estructuras 

reproductivas (zoosporangios). Estas son dispersadas por el agua de lluvia y el 

viento, depositándose en hojas de tallos húmedos, donde inicia una nueva 

infección. Bajo condiciones húmedas, nuevos zoosporangios y zoosporas son 

formados, lo que origina una gran cantidad de nuevas infecciones que pueden 

ser producidas en una estación de crecimiento (Neuman, 2012).  



10 
 

Este patógeno se disemina por el viento, lluvia, agua del suelo hasta encontrar la 

planta hospedera, donde la zoospora se mueve en agua libre en los sustratos 

donde son liberadas desde los esporangios y tienen la capacidad de localizar las 

zonas de penetración de la planta (Alarcón-Rodríguez et al., 2013). Lucas, 

Shattock, Shaw y Cooke (1991) determinaron que las zoosporas se mueven 

sobre la superficie vegetal en gotas de agua hasta los estomas de la planta 

hospedante, mediante el fenómeno denominado quimiotaxia se activan 

quimiorreceptores que ocasionan su germinación que se adhieren a la superficie 

de las hojas o tallos.  

2.4.1. Hojas. 

 Las manchas son de color marrón claro a oscuro, de apariencia húmeda, de 

forma irregular, algunas veces rodeadas por un hallo amarillento, no están 

limitadas por las nervaduras de las hojas (figura 2). Estos síntomas se presentan 

inicialmente en los bordes y puntas de las hojas. Bajo condiciones de alta 

humedad se forman en la cara inferior (envés) de las hojas unas vellosidades 

blanquecinas que constituyen las estructuras del patógeno (esporangióforos y 

esporangios). Las lesiones se expanden rápidamente, se tornan marrón oscuro, 

se necrosan y causan la muerte del tejido. En el campo, las plantas severamente 

afectadas emiten un olor característico, debido a la rápida descomposición del 

tejido foliar (Carrasco et al., 1997, Pérez y Forbes, 2008).  

 

Figura 2. Hojas con síntomas de tizón tardío colectados en Metepec, Edo. México.  
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2.4.2. Tallos y pecíolos. 

Las lesiones son necróticas, alargadas de 5-10 cm de longitud, de color marrón 

a negro, generalmente ubicadas desde el tercio medio a la parte superior de la 

planta, presentan consistencia vítrea (figura 3). Cuando la enfermedad cubre todo 

el diámetro del tallo, éstas se quiebran fácilmente al paso de las personas, 

equipos agrícolas o de vientos fuertes. En condiciones de alta humedad también 

hay esporulación sobre las lesiones del tallo, pero no muy abundante como se 

presenta en las hojas (Rubio, Rangel Flores, 2000). 

 

Figura 3. Síntomas de tizón tardío de la papa en tallos colectados en Metepec, Edo. México. 

2.4.3. Tubérculos. 

Los tubérculos afectados presentan áreas irregulares, ligeramente hundidas. La 

epidermis toma una coloración marrón rojiza. Al realizar un corte transversal se 

puede observar unas prolongaciones delgadas que van desde la superficie 

externa hacia la medula a manera de clavija. En estados avanzados se nota una 

pudrición de apariencia granular de color castaño oscuro a parduzco, en estas 

puede ocurrir una pudrición secundaria causada por otro hongo (Fusarium spp.) 

y bacterias (Erwinia spp. Clostridium spp, etc.), provocando la desintegración del 

tubérculo y haciendo difícil el diagnostico (Flores, Lerdon, Bravo y Acuña, 2008).  
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2.5. Epidemiologia del tizón tardío  

Donde no se presenta un ciclo sexual, la sobrevivencia del patógeno ocurre en 

forma de micelio en tubérculos de plantas voluntarias, tubérculos semilla o 

tubérculos desechados cerca a campos de cultivo. Los esporangios también 

pueden sobrevivir varios días e incluso semanas en suelo húmedo, sin embargo, 

no sobreviven temperaturas de congelación. Los brotes desarrollados a partir de 

los tubérculos infectados constituyen el inóculo inicial, el micelio crece a través 

del tallo y llega a la superficie del suelo. Cuando el micelio alcanza las partes 

aéreas de la planta, se forma los esporangios y estos son dispersados por el 

viento o salpicadura a las plantas vecinas. Los esporangios son producidos 

durante las noches húmedas y en la mañana son dispersados hacia las hojas 

para reiniciar el ciclo (Pérez y Forbes. 2008). 

El tubo germinativo de los esporangios o de las zoosporas forman apresorios y 

mediante la hifa infectiva penetran principalmente por las células adyacentes a 

las células oclusivas de los estomas. También pueden penetrar la pared periclinal 

de las células epidermales y formar un micelio intercelular (Pérez y Forbes. 2008). 

Al cabo de unos cuantos días (4 días en condiciones óptimas: temperatura 

moderada y alta humedad) después de haberse producido la infección, emergen 

nuevos esporangióforos a través de los estomas y producen numerosos 

esporangios que infectarán otras plantas. En una sola campaña de cultivo 

pueden producirse varias generaciones asexuales del patógeno (Betancourth, 

Portilla y Salas, 2008). 

En condiciones de humedad, los esporangios que se encuentran en hojas y tallos 

son lavados y arrastrados hacia el suelo, donde pueden producir zoosporas e 

infectar el tubérculo que se encuentra cerca de la superficie del suelo.  

La infección se realiza a través de heridas o lenticelas. Una vez dentro de las 

células del tubérculo, se forman los haustorios de la misma manera que en las 

hojas y utilizan el contenido de las células como alimento. Puede producirse 

infección durante la cosecha, cuando los tubérculos son expuestos a follaje 
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contaminado o a esporangios todavía presentes en el suelo. La mayoría de estos 

tubérculos se pudren en el suelo por infecciones secundarias de otros 

microorganismos, producen infecciones bajo condiciones de almacenamiento 

inadecuado, o el micelio sobrevive hasta el próximo ciclo en los tubérculos semilla 

(Pérez y Forbes. 2008). 

2.6. Origen y distribución de P. infestans  

Se desconoce cuál es de centro de origen de P. infestans, diversos autores lo 

asocian a las zonas altas del centro de México, con especificación a la región del 

Valle de Toluca en el Estado de México, esta hipótesis está respaldada por la 

aparición y caracterización de ambos grupos de compatibilidad sexual (A1 y A2) 

aunado a esto la diversidad genética que se presenta en dicha región (Goodwin, 

Spielmnan, Matuszak, Bergeron y Fry, 1992; Lozoya-Saldaña, Guzmán-Galindo, 

Fernández-Pavía, Grünwald y Mcelhinny, 2005). 

En la actualidad este patógeno se encuentra distribuido en todas las regiones 

productoras de papa y tomate (Fry et al, 2009). Se cree que el patógeno se 

distribuyó primero de América a Europa, probablemente de tubérculo semilla 

llevados de México y/o Sudamérica, de donde se distribuyó hacia el resto del 

mundo a través del comercio de semillas (Lozoya-Saldaña et al., 2017). Se sabe 

que las primeras migraciones del agente causal del tizón tardío estuvieron 

limitadas al grupo de compatibilidad A1, característica que se mantuvo por más 

de 100 años, siendo una cepa menos agresiva que el tipo A2, por su periodo de 

reproducción asexual más largo, es decir, la presencia de menos ciclos de vida 

del patógeno por ciclo de cultivo. Limitando únicamente la formación de 

zoosporas por la vía asexual (Alarcón-Rodríguez et al., 2013; Lozoya-Saldaña et 

al., 2017; Nienderhauser, 1991; Ordóñez et al., 2000).  

La mayor diversidad genética de este Oomycete a nivel mundial se presenta en 

México, siendo las partes altas del centro del país, con especificación en los 

estados de México, Michoacán, Morelos y Tlaxcala, donde generalmente se 

presentan los dos tipos de apareamiento con una proporción 1:1 (Goodiwin, et 
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al., 1992, Grünwald Y Fili, 2005). Fernández-Pavía et al (2005) y Lozoya-Saldaña 

y Hernández-Vilchis (2001), han comprobado que en el valle de Toluca y 

Michoacán las poblaciones presentan reproducción sexual, siendo identificadas 

por la producción natural de oosporas. 

2.7. Características del patógeno 

Existen diferentes marcadores que permiten hacer una caracterización de 

aislamientos de P. infestans, se tienen marcadores fenotípicos (virulencia, tipo de 

apareamiento, resistencia a metalaxil), bioquímicos (Isoenzimas, haplotipos 

mitocondriales, polimorfismo en longitud de fragmentos de restricción) y 

moleculares (Secuenciación de genes nucleares o mitocondriales), sin embargo 

el empleo de marcadores morfológicos son influidos por las condiciones del 

medio, los análisis moleculares no presentan tantas dificultades y permiten 

además hacer las evaluaciones en diferentes periodos de desarrollo del patógeno 

(Alarcón-Rodríguez et al., 2013).  

2.7.1. Tipo de apareamiento de P. infestans 

Una de las líneas de caracterización de P. infestans es el tipo de apareamiento 

que presenta, esto se logra haciendo cruzas de los aislamientos de interés con 

una cepa tipo de compatibilidad conocido (A1 ó A2), enfrentando en medio de 

cultivo ambas cepas, para ver si hay cruzamiento, mediante la formación de 

oosporas (Alarcón-Rodríguez et al., 2013). Por otro lado, Judelson, Spielmnan y 

Shattock (1996) determinaron que el tipo de compatibilidad de P. infestans puede 

ser identificado mediante técnicas de PCR utilizando indicadores específicos, los 

cuales se relacionan con un signo o consecuencia de anormalidades 

estructurales, responsables de la segregación no mendeliana del tipo de 

apareamiento. 

Se consideraba que el tipo de apareamiento A2 de P. infestans estaba solo en 

México, debido que fueron aislamientos provenientes del Valle de Toluca con los 

que se observó por primera vez la formación de oosporas, sin embargo, Shaw, 

Fyfe, Hibberd y Abdel-Sattar (1985), opinan que el tipo A2 pudo haber estado en 
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más países, solo que por sus bajas frecuencias no era posible detectarlo. Algunas 

otras investigaciones muestran que los tipos de apareamiento son alterados por 

las condiciones ambientales y manejo que se le da al patógeno, como García et 

al., (2000), quienes encontraron predominando al tipo A2 al norte de México en 

los años 1994-1995, pero entre los años 1996-1997 este tipo de apareamiento 

había prácticamente desaparecido.  

2.7.2. Resistencia a metalaxil de P. infestans 

La resistencia a metalaxil es una técnica muy utilizada en el estudio de P. 

infestans, esto se refiere a la capacidad que tienen las diferentes cepas silvestres 

que se pueden encontrar en los campos de cultivo, y su respuesta a un fungicida 

muy utilizado. Para evaluarla se recomienda seguir la metodología empleada por 

Shattock (1988) y Deahl y Demuth (1995), consistiendo en la inoculación de 

medio selectivo de agar centeno adicionados de micro concentraciones de 

fungicidas (10 mgL-1 y 100 mgL-1) con fragmentos miceliares del Oomycete 

aislado.  

Sozzi, Schwinn y Gisi (1992) y Manríquez (1995) consideraron 10 mg·L-1 como 

rango mínimo para determinar la sensibilidad a metalaxil. Locher y Lorenz (1991) 

determinaron un rango entre 10 - 100 mg·L-1 para metalaxil, fluazinam, Fosetil 

aluminio y propamocarb, sin embargo, en investigaciones más recientes 

realizadas por Rekanovic, et al., (2012) se probaron los mismos ingredientes 

activos y se determinó que con la concentración de 100 mg·L-1 fue posible 

determinar el nivel de resistencia del patógeno.  

Shattock (1988) y Deahl y Demuth (1995), emplearon para evaluar la 

susceptibilidad y/o resistencia de las cepas de tizón tardío a metalaxil la siguiente 

ecuación:  

𝑃𝐶 =
𝐷𝑀𝐶𝑀−5 𝑚𝑚

𝐷𝑀𝐶𝐴−5 𝑚𝑚
*100 
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Dónde: PC= Porcentaje de crecimiento; DMCM= Diámetro medio colonial; 

5mm= diámetro del cilindro con micelio sembrado originalmente al centro de la 

caja Petri; y DMCA= Diámetro del crecimiento del testigo sin fungicida. El criterio 

de evaluación será resistente > 60%, intermedio o tolerante de 10 a 60% y 

susceptible aquellos con un porcentaje de crecimiento radial < 10%. Las 

comparaciones se evalúan bajo un diseño experimental completamente al azar.  

2.7.3. Inter Transcribed Spacer (ITS) y RPA 190 de P. infestans 

Las regiones de ADN mitocondrial y nuclear de P. infestans se han utilizado para 

conocer la historia evolutiva y estructural de la población, llevando a la definición 

de linajes de los datos moleculares, permitiendo el seguimiento de las 

poblaciones y dando lugar a la generación de inferencias epidemiológicas 

importantes sobre migración del patógeno (Carter, Archer, Buck, Shew, Shattock. 

1990; Goodwin, Cohen y Fry. 1994; Goodwin, 1997). 

Los genes del RNAr, se encuentran en unidades repetidas arregladas en tándem, 

los cuales se encuentran en sitios del cromosoma llamados regiones del 

organizador nuclear (NORs), agrupando al menos 3000 copias por celula. Cada 

repetición consiste en una región transcripta, conteniendo los genes 18S, 5.88S 

Y 28S RNAr, dicho fragmento transcrito se le conoce como ITS1 e ITS2. Dichas 

regiones permiten hacer una diferenciación de especies dentro del mismo 

género, teniendo el inconveniente de no ser útiles para diferenciar al interior de 

especies, debido al tamaño de la región y número de pares de bases involucradas 

en la secuenciación (Alarcón-Rodríguez et al., 2013; Cardenas et al., 2011; 

Guadet, Julien y Francois, 1989; Riethmüller, Potoenik, Milijasevic, Stepanovic, 

Todorovic, y Mihajlovic, 2002). 

La región RPA 190 determinada por el gen A190 que codifica alrededor de 750 a 

900 pb, es empleada en la caracterización de P. infestans debido a su asociación 

a mutaciones que confieren resistencia a fungicidas, en particular con metalaxil. 

El polimorfismo que proporciona dicha región da bases suficientes para poder 

hacer una diferenciación entre especies pertenecientes a P. infestans (Daayf, 
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Platt, Mahuku y Peters, 2001; Matson, Small, Fry y Judelson, 2015; Randall et 

al., 2014).  

2.8. Efecto de fungicidas en P. infestans 

Debido a la falta de cultivares resistentes, el uso de fungicidas sigue siendo la 

mejor medida de control el tizón tardío de la papa, sin embargo, las poblaciones 

de P. infestans han desarrollado resistencia a estos productos, si el cultivo no 

está protegido con fungicidas con diferentes modos de acción, el patógeno podría 

generar resistencia a algunos productos y los cultivos de papa se destruirían en 

cuestión de semanas (Abad y Ochoa, 1995; Díaz, Lozoya, Sahugun y Peña, 

2014; Damicone, 2004; Zhu, et al. 2008). 

Existen dos tipos de fungicidas utilizados para el control del tizón tardío; los de 

contacto, presentado acciones directas en el patógeno, afectando en sus fases 

de germinación y penetración, la acción de dichos fungicidas será efectiva 

siempre que persista en la superficie de la hoja. El otro tipo de fungicidas son los 

sintéticos, su movilidad dentro de la hoja o a través de ella le confieren un mayor 

control, pues afectan en diferentes puntos al patógeno (Fernández, Navia y 

Gandarilla, 1999; Lozoya-Saldaña et al., 2017).    

2.8.1. Fungicidas de contacto  

Los fungicidas de contacto, llamados también protectores, actúan solamente 

sobre la superficie de la planta donde el fungicida ha sido depositado y evitan que 

los esporangios germinen y penetran a las células. Por ello se recomienda cubrir 

la mayor parte de la planta con este tipo de producto (Pérez y Forbes, 2013). 

A) Ditiocarbamatos (Mancozeb) 

Los ditiocarbamatos Mancozeb) son un grupo de fungicidas de contacto, cuyo 

modo de acción seda durante la germinación de los esporangios y zoosporas, así 

como en el desarrollo micelial inactivando aminoácidos o procesos bioquímicos 

que involucran enzimas con grupos tioles, no son fitotóxicos, por lo que se 

pueden aplicar en diferentes etapas del cultivo (Schwinn y Margot, 1991). 
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B) Phtalimidas (Clorotalonil)  

Dentro del grupo se encuentran los Phtalonitrilos (clorotalonil), quienes inhiben la 

respiración de las células del Oomycete, afectando las células fungosas 

atrapando al glutatión libre, previniendo la acividad (reducción) de la 

gliceroaldehido-3-fosfato dehidrogenasa y quizá otras enzimas generales (ISK-

Biotech, 1990). 

 

2.8.2. Fungicidas sistémicos  

Los fungicidas sistémicos son absorbidos a través del follaje o de las raíces y se 

movilizan a toda la planta. Otros productos sistémicos, conocidos como 

fungicidas traslaminares, tienen la capacidad de moverse del lado superior de la 

hoja al inferior, pero no de una hoja a otra. Los fungicidas sistémicos afectan 

varias etapas de la vida del Oomycete (Pérez y Forbes, 2013).  

A) Cianoacetamidas (Cimoxanil)  

Uno de los grupos importantes de fungicidas sistémicos son los cianoacetamida 

(Cymoxanil), actúan sobre el patógeno inhibiendo la síntesis de ADN en el núcleo 

celular y la síntesis de ARN en el citoplasma de la célula de Oomycete, 

igualmente inhiben la síntesis de aminoácidos y lípidos, Afectando el desarrollo 

del micelio impidiendo la esporulación del patógeno. El fungicida presenta 

movimiento traslaminar, su persistencia en las plantas está limitado a pocos días 

(Ziogas, Markoglow, Theodosiou, Anagnostou, y Boutopoulou, 2006; Zhu, et al., 

2008). 

B) Carbamatos (propamocarb)  

Los carbamatos (propamocarb) es un fungicida básicamente traslaminar con 

propiedades protectantes que controla Oomycetes reduciendo el crecimiento 

micelial, afectando la permeabilidad de la membrana celular, y el desarrollo de 

esporangios y zoosporas. Poco efectivo cuando el micelio está completamente 
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desarrollado. Se absorbe por la raíz y hojas y se trasloca acrepétalamente 

(García, Marín, Jaramillo y Cortes, 2008).  

C) Morfinas (Dimetomorf) 

Las morfinas en especial Dimetomorf, es uno de los fungicidas sistémicos 

empleados para el control de tizón tardío, este fungicida es traslaminar, 

antiesporulante, previendo la producción de esporangios y oosporas, además 

afectan la formación de la pared celular promoviendo sus lisis y la muerte celular 

(Rekanovi, et al., 2012). Leroux, Chabene y Bompeix (1993) lo consideran como 

buena opción, debido a que consideran que es de bajo riesgo para desarrollar 

resistencia por parte del patógeno. 

D) Fenilamidas (metalaxil)  

El compuesto (ingrediente activo) de mayor uso en el control de tizón tardío es el 

metalaxil, perteneciente al grupo de las fenilamidas, grupo sistémico con 

movimiento ascendente y descendente en la planta, siendo poco susceptible al 

lavado por la lluvia (Egan, Murray y Mullins, 1995). Dicho compuesto inhibe la 

síntesis de ARN inhibiendo la enzima RNA polimerasa, la síntesis de ARN 

ribosomal y por ende la síntesis de proteínas y reducción del crecimiento del 

micelio (Saville et al., 2015).  

 

E) Madelamidas (Mandipromamida)  

Este grupo tiene como modo de acción la inhibición de la síntesis de la celulosa 

de la pared celular a nivel de la proteína PiCesA3 celulosa sintetasa, algunos 

estudios registran la inhibición de la formación de hasustorios y de micelio (Blum, 

et al., 2010; Cohen, et al., 2007; Lozoya-Saldaña et al., 2017).  

F) Imidazolinona (Fanamidone)   

El fungicida fenamidone proviene de un nuevo grupo de moléculas derivadas de 

la Imidazolinona. Su rango de acción incluye un gran número de patógenos de la 
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clase Oomycetes, aunque también controla algunos hongos verdaderos 

perteneciente a la clase Ascomycetes. Está molécula actúa inhibiendo la 

respiración mitocondrial, al bloquear el trasporte de electrones a nivel de la 

ubihidroquinona en el complejo III (citocromo C oxidorreductasa), dicho modo de 

acción es similar al de las estrubilurinas y femoxadone (García, et al., 2008; 

Mercer y Latorse, 2003).  

G) Cyano-Imidaziles (Cyazofamida)  

La Cyazofamida del grupo de los Cyano-Inmidaziles, es un principio activo más 

reciente actuando en todas las etapas de desarrollo del patógeno. Posee 

actividad traslaminar actuando dentro del complejo bc1, en el sitio Q1, 

bloqueando los centros de energía del Oomycete e impidiendo así su desarrollo 

(Alor.  2015).  

El conocimiento de la sensibilidad de los aislamientos de P. infestans a los 

fungicidas con diferentes modos de acción es muy importante para el desarrollo 

de estrategias de manejo de la enfermedad (Rekanovi, et al., 2012). Sin embargo, 

diversos estudios muestran que la aplicación continua de fungicidas con el mismo 

ingrediente activo o del mismo mecanismo de acción, ejercen una alta presión de 

selección sobre los patógenos, lo que provoca la disminución en la efectividad de 

estos productos al control del patógeno, dando como resultado una gradual 

resistencia en las poblaciones de P. infestans, (García et al., 2008; Rekanovi et 

al., 2012).  

Se ha demostrado que la presencia de mutaciones puntuales en los genes que 

codifican para las proteínas blanco de la acción fungicicola y de ciertas 

secuencias de nucleótidos ubicadas en las regiones promotoras de dichos genes 

se encuentran asociadas con la ocurrencia de varios fitopatógenos con genotipos 

resistentes a diversas moléculas químicas. La frecuencia de apariciones de 

dichos cambios genéticos está directamente asociada con la tasa de 

recombinación en los ciclos sexuales y para sexuales que presentan los hongos 

y Oomycetes (Damicone, 2004; García et al. 2008). 
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Diversos estudios atribuyen que los fungicidas son los causantes de mutaciones 

en poblaciones de P. infestans, Koh (1994) describió la existencia de ambos tipos 

de apareamiento en Japón desde 1937, antes de la diseminación del tipo A2. 

Sugiere que esto pudo deberse en una autocorrección del tipo A1 a la forma A2, 

inducida por un envejecimiento, exposición a fungicidas o diferentes tipos de 

estreses existentes.  Calderón, Castro, Gilchrist, Márquez y Jaramillo (2002) 

sostienen que el incremento de la frecuencia del tipo A2 podría deberse a una 

mayor tolerancia a fungicidas como el metalaxil y una mejor adaptación a 

estreses provocados por condiciones climáticas adversas. Por otro lado, el cultivo 

continuo de variedades de papa con genes mayores ha podido contribuir a la 

selección de razas más agresivas del patógeno (Fry, 2008; Runno, Fry, Remmel, 

Mänd y Myers, 2010), esto fue demostrado por Flier y Turkensteen (1999) y 

Gavino, et al., (2000), quienes identificaron en el continente europeo, nuevos 

aislamientos más complejos y resistentes a fungicidas que poseían un periodo 

de latencia más reducido.     
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RESUMEN  

El tizón tardío de la papa, cuyo agente causal es el Oomycete 

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, es la principal enfermedad de 

las Solanáceas. México es considerado como el centro de origen de 

dicho patógeno, siendo el Valle de Toluca el lugar donde presenta 

mayor diversidad genética, esto se debe en gran parte al uso irracional 

de fungicidas y a la presencia de grupos de compatibilidad. Por lo 

anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar 

aislamientos de P. infestans provenientes de parcelas con diversos 

fungicidas, en el municipio de Metepec, Edo. México. La caracterización 

se realizó en base a la identificación de grupos de compatibilidad, grado 

de resistencia a metalaxil in vitro, y caracterización molecular mediante 

la secuenciación de las regiones de ARN ribosomal ITS y RPA 190. Las 

proporciones de tipo de compatibilidad entre las poblaciones fueron, 

A1: 0.571, A2: 0.314 y A1/A2: 0.114. Se indentificaron dos aislamientos 

resistentes a dosis altas de metalaxil y uno con resistencia intermedia. 

Mediante la secuenciacion y elaboracion de dendogramas se formaron  
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cinco grupos con caracteristicas similares, tanto de tipos de 

compatibilidad, nivel de resistencia a metalaxil y evaluación de 

fungicidas aplicados en campo, detectándose una gran diversidad 

genetica en las colectas. 

GENERAL ABSTRACT  

Potato late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans 

(Miont). De Bary, is the main disease of the Solanaceae. Mexico is 

considered the center of origin of this pathogen, with the Valley of 

Toluca being the place with the greatest genetic diversity, this is largely 

due to the irrational use of fungicides and the presence of compatibility 

groups. On the basis of this background, the objective of this work was 

to characterize P. infestans isolates obtained from plots sprayed with 

diverse fungicides in Metepec, State of México. The characterization 

was based on the identification of compatibility groups, degree of 

resistance to metalaxil in vitro, and molecular characterization by 

sequencing the ITS and RPA 190 ribosomal RNA regions. The 

proportions of compatibility type between populations were, A1: 0.571, 

A2: 0.314 and A1 / A2: 0.114. Two isolates resistant to a high dose of 

metalaxil and one with intermediate resistance were identified. Through 

the sequencing and elaboration of denograms, five groups with similar 

characteristics were formed, both types of compatibility, resistance level 

and metalaxil and evaluation of applications in the field, a great genetic 

diversity in the collections was detected. 
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3.1. INTRODUCCIÓN 

El cultivo de la papa es severamente limitado por la enfermedad conocida como tizón 

tardío o gota, causada por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, enfermedad que 

puede devastar en corto tiempo los campos cultivados, llegando incluso a provocar 

grandes catástrofes de carácter socioeconómico (López et al., 1997). 

Diversos estudios sugieren que el origen de P. infestans es el valle de Toluca en México 

(Fry et al., 1993; Tooley, Bunyard, Carras y Hatziloukas,1997), corroborado esto por los 

hallazgos de diversos genes de resistencia al Oomycete, provenientes de especies 

silvestres de Solanum de dicha región (Niederhauser, 1991). Algunos argumentos más 

que fortalecen dichas suposiciones es la presencia de los dos tipos de apareamiento (A1 

y A2), Belmar y Lozoya (2013), muestran consistentemente una gran diversidad genética 

en el Valle de Toluca, México, debido mayormente a su reproducción sexual. Aunado a 

esto los diversos sistemas de producción del valle de Toluca, pueden ejercer una 

selección en las poblaciones de P. infestans, así como, el uso intensivo de fungicidas 

juega un papel importante en la selección genética (Grünwald et al., 2001). 

Actualmente existen diversos factores que incrementan la patogenicidad del Oomycete, 

destacando entre ellos la migración a nivel mundial de ambos tipos de apareamiento, 

implicando con ello un cruzamiento y combinación de genes, incrementando así la 

variabilidad genética, dando como consecuencia condiciones que dificultan el control del 

patógeno (Henfling, 1987). 

Por tal motivo los estudios de este organismo se enfocan a su reproducción, fisiología y 

procesos infectivos, y es necesario conocer la diversidad genética de las poblaciones de 

las regiones infectadas, ya que están relacionadas con la eficiencia y eficacia de los 

métodos de control (Alarcón-Rodríguez et al. 2013).  

Diversas son las metodologías empleadas para la caracterización de P. infestans, 

empleando en ello marcadores fenotípicos y genotípicos, siendo los más utilizados los 

patrones aloenzimaticos de glucosa fosfato isomerasa (GPI) y peptidasas (Pep) 

(Goodwin, Schneider y Fry,1995), así como tipo de apareamiento y los niveles de 
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resistencia a metalaxil, sin embargo, dichas características no permiten tener una 

caracterización sólida, es por ello que actualmente es empleada la biología molecular, 

secuenciado genes que permiten conocer el comportamiento del patógeno a nivel de 

DNA, teniendo como base la región ITS (Internal Transcribe Space y/o Espaciador 

Transcrito Interno),  que permite clasificar genotipos de diferentes especies de un mismo 

género, o más particular la región RPA 190 (Replication Protein A y/o Proteína de 

Replicación A) ligada a la característica de resistencia a fungicidas en P. infestans (Daayf, 

Platt, Mahuku y Peters, 2001; Goodwin y Fry, 1995; Gómez, Carbone y Ristaino, 2007; 

Jaimasit y Prakob, 2010; Matson, Small, Fry y Judelson, 2015; Randall et al., 2014; 

Spielmnan et al. 1991). 

El conocimiento de la sensibilidad de los aislamientos de P. infestans a los fungicidas con 

diferentes modos de acción es muy importante para el desarrollo de estrategias de 

manejo de la enfermedad (Rekanovi et al., 2012). Sin embargo, diversos estudios 

muestran que la aplicación continua de fungicidas con el mismo ingrediente activo o del 

mismo mecanismo de acción, ejercen una alta presión de selección sobre los patógenos, 

lo que provoca la disminución en la efectividad de estos productos al control del patógeno, 

dando como resultado una gradual resistencia en las poblaciones de P. infestans (García, 

Marín, Jaramillo y Cortes, 2008; Rekanovi et al. 2012).  

Se ha demostrado que la presencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican 

para las proteínas blanco de la acción fungicida y de ciertas secuencias de nucleótidos, 

ubicadas en las regiones promotoras de dichos genes, se encuentran asociadas con la 

ocurrencia de varios fitopatógenos con genotipos resistentes a diversas moléculas 

químicas. La frecuencia de apariciones de dichos cambios genéticos está directamente 

asociada con la tasa de recombinación en los ciclos sexuales y parasexuales que 

presentan los hongos y Oomycetes (Damicone, 2004; García et al., 2008). 

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fuer caracterizar los grupos de 

compatibilidad de los aislamientos sometidos a fungicidas en campo, determinar in vitro 

la resistencia de dichos aislamientos a metalaxil y caracterizar mediante la secuenciación 

de las regiones de RNA ribosomal ITS y RPA 190 de los genotipos de estudio. Bajo la 

hipótesis de que los fungicidas ejercen una presión de selección que conduce a una 
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mayor variabilidad y resistencia a fungicidas de las progenies del Oomycete 

sobreviviente.  

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. Localización del experimento. 

Los aislamientos utilizados se colectaron de plantas establecidas en ensayos de campo 

en el municipio de Metepec, Estado de México, se evaluaron diversos fungicidas (cuadro 

1), la frecuencia de las aplicaciones fue cada siete días después de la aparición de los 

primeros síntomas de la enfermedad, la toma de muestras se realizó 15 días después de 

la primera aplicación de fungicidas, y se colectaron hojas con síntomas cada 15 días 

hasta que terminó el ciclo del cultivo. 

3.2.2. Aislamiento del patógeno 

En el laboratorio se desinfestaron las muestras con una solución de Hipoclorito de sodio 

al 3% (v/v) durante cinco minutos y se colocaron sobre cámaras húmedas con el objetivo 

de brindar las condiciones adecuadas para la formación de esporangios. Después de 24 

horas, se colocaron rodajas de papa (de 3 a 5 mm de grosor, previamente desinfestadas 

con hipoclorito de sodio al 20% (v/v)) durante 10 min) sobre la hoja con el síntoma, con 

la finalidad de usar la papa como un filtro y permitir el crecimiento micelial. 

Al tercer día se eliminaron las hojas, se dejaron las rodajas de papa en las cámaras 

húmedas, después de 36 horas aproximadamente, con una aguja de disección se 

transfirió el micelio que creció sobre la rodaja de papa a medio agar centeno (Caten y 

Jinks, 1968) siguiendo la metodología descrita por Garay-Serrano (2005), con una 

modificación (previo al vaciado del medio de cultivo, se agregaron 0.3 g del fungicida 

Benomyl y 0.2 g de Oxitetraciclina para evitar el crecimiento de hongos y bacterias), 

posteriormente se incubaron en oscuridad a 17°C. Una vez purificados los aislamientos 

se transfirieron a medio sólido agar-centeno para las siguientes evaluaciones.  
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Cuadro 1. Fungicidas aplicados en campo de acuerdo a los aislamientos obtenidos.  

Aislamiento Nombre del producto Ingrediente activo Dosis (gr ia·h-1) 

T11 Krity MZ Cymoxanil+ Mancozeb 180+1280 

T12 Ranman Ciazofamida 120 

T13 Ranman + Cymoxanil Ciazofamida + Cymoxanil 60+120 

T14 Ranman + Cymoxanil Ciazofamida + Cymoxanil 70+120 

T15 Ranman + Cymoxanil Ciazofamida + Cymoxanil 80+120 

T16 Ranman + Pistop Ciazofamida + Propamocarb 60+722 

T17 Ranman + Rolling Ciazofamida + Clorotalonil 60+1080 

T18 Ranman + Flonex Mz400 Ciazofamida + Mancozeb 60+1000 

T19 Ranman + Rolling Ciazofamida + Clorotalonil 80+1080 

T110 Ranman + Flonex Mz400 Ciazofamida + Mancozeb 80+1000 

T112 Testigo     

T41 Testigo     

T42 Ranman Ciazofamida 100 

T43 Ranman + Suprila Ciazofamida + Cymoxanil 80+100 

T44 Proxanil Propamocarb + Cymoxanil 800+100 

T45 Proxanil Propamocarb + Cymoxanil 1000+120 

T46 Ranman + Pistop Ciazofamida + Propamocarb 80+722 

T48 Concento Propamocar + Fenamidona 750+150 

T52 Ranman Ciazofamida 100 

T53 Ranman + Pistop Ciazofamida + Propamocarb 80+722 

T54 Ranman + Cymoxanil Ciazofamida + Cymoxanil 80+150 

T56 Diprospero Propamocarb + Dimetomorf 1250+225 

T57 Diprospero Propamocarb + Dimetomorf 1250+225 

T58 Acrobat CT Dimetomorf + Clorotalonil 250+1250 

T59 Concento Propamocarb + Fenamidona 750+150 

T510 Revus Mandipromamida 300 

T61 Testigo     

T62 Ranman  Ciazofamida 100 

T64 Proxanil Propamocarb + Cymoxanil 900+100 

T65 Proxanil + Ranman  Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 600+75+60 

T66 Proxanil + Ranman  Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 600+75+80 

T68 Proxanil + Ranman  Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 800+100+60 

T69 Proxanil + Ranman  Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 800+100+80 

T610 Proxanil + Ranman  Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 800+100+100 

T611 Infinito Flupicolide + Propamocarb  93.75+937.5 
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3.2.3. Tipos de compatibilidad de Phytophthora infestans 

Se realizaron cruzamientos con las cepas de tipo de compatibilidad conocido (A1 y A2); 

cada aislamiento se cultivó en medio agar centeno en un extremo de la caja Petri (60 mm 

de diámetro), en la misma caja en el lado opuesto se colocó la cepa tipo, y se incubaron 

de 2 a 3 semanas a temperatura de 20°C, el entrecruzamiento de micelio y la presencia 

de oosporas indicó que el aislamiento desconocido pertenecía al grupo de compatibilidad 

opuesto al del enfrentamiento, arrojando diferentes clasificaciones A1 o A2 cuando el 

crecimiento fue opuesto a la cepa tipo, homotálico (H) cuando el aislamiento de interés 

presentó formación de oosporas en ambos enfrentamientos y estériles (E) cuando en 

ambos enfrentamientos no hubo desarrollo de estructuras de reproducción.  

3.2.4. Resistencia in vitro de Phytophthora infestans a metalaxil 

Para determinar los niveles de resistencia de los aislamientos al metalaxil, se realizaron 

ensayos de resistencia in vitro, utilizando la metodología descrita por Shattock (1988) y 

Deahl y Demuth (1995).  

Se incubaron los aislamientos en medio selectivo agar- centeno, adicionado de micro 

concentraciones de metalaxil a diferentes dosis (10, 50, 100 mg·L-1 y la dosis comercial). 

Como variable respuesta se midió el crecimiento micelial de cada prueba 10 días después 

del establecimiento (esto debido a que registros de fabricantes determinan que los 

fungicidas empiezan a perder su efectividad después de los 10 días de su aplicación), y 

empleado la siguiente fórmula: 

𝑃𝐶 =
𝐷𝑀𝐶𝑀 − 5𝑚𝑚

𝐷𝑀𝐶𝐴 − 5𝑚𝑚
𝑋 100 

Dónde: PC: Porcentaje de Crecimiento; DMCM: Diámetro Medio Colonial; 5 mm: 

Diámetro del cilindro con micelio sembrado originalmente al centro de la caja Petri; 

DMCA: Diámetro del crecimiento del testigo sin fungicida.  

Para determinar los niveles de resistencia a metalaxil de cada aislamiento, se utilizaron 

los siguientes criterios: resistente si el PC fue mayor o igual a 60, intermedio si el PC 

estuvo entre 10 y 60 y susceptible si el PC fue menor o igual a 10 (Deahl, Demuth, Sindel 
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y Rivera, 1995b; Shattock, 1998). Se calculó para cada uno de los aislamientos obtenidos 

la concentración efectiva media (CE50), variable que se determina como la concentración 

media de un fungicida (en este caso metalaxil) necesaria para inhibir el 50% del 

crecimiento de micelio en medio in vitro de los aislamientos de interés. La CE50 se 

determinó mediante un modelo Probit con el programa SAS (por sus siglas en inglés 

Statistical Analysis System) v.v 9.0, utilizando datos de crecimiento de los aislamientos a 

las cuatro concentraciones de metalaxil comparado con los testigos.  

3.2.5. Extracción de ADN de Phytophthora infestans 

Se empleó el método de extracción CTAB (del inglés Cetyl Trimethyl Ammonium 

Bromide) propuesto por Murray y Thompson en 1980. Este método consistió en tomar 

micelio de 20 días de crecimiento de cada una de las cajas Petri y con la ayuda de una 

navaja de rasurar se depositó en un mortero y se maceró utilizando nitrógeno líquido 

hasta obtener un polvo fino. Con una espátula se transfirió el polvo a un microtubo con 

600 µl de amortiguador de extracción y se agregaron 10 µl de proteínas K (Tritiranchium 

Alcalin Proteinasa de la empresa SIGMA_ALDRICH, Paque Industrial Toluca, México) 

para romper las paredes celulares, despues se precalentó y se mezcló. Posteriormente 

se incubó en el thermoblock (EppendorfTM 5309000333) a 65°C durante 20 minutos.  

Enseguida se adicionaron 200 µl de acetato de potasio, se agitó manualmente y se dejó 

durante 30 minutos en hielo, se centrifugó a 21,000 xg, durante 10 minutos, y se transfirió 

a un nuevo microtubo de 1.5 ml, se agregó cloroformo: Alcohol isoamilico (24:1) y se agitó 

por 2 minutos. Luego se centrifugó a 12,000 xg durante 5 minutos, separando la fase 

acuosa (superior) en otro microtubo y se agregaron 500 µl de isosopropanol frío, la 

mezcla se agitó por inversión suavemente, hasta que se obtuvo un precipitado (ácidos 

nucleicos), este precipitado se incubó a -20° C durante 30 minutos, se centrifugó a 12,000 

xg durante 5 min, y se decantó el sobrenadante, se adicionaron 700 µl de STE (Sodio 

Tris Edta y/o Bromuro de Cetiltrimetilamonio) y se mantuvo por 24 horas a 4°C con el 

objetivo de disolver los ácidos nucleicos.  

Se agitó por inmersión para disolver los ácidos nucleicos, se agregaron 4 µl de RNasa 

para eliminar el ARN, se mezcló y se mantuvo por  1 h a 37°C, se adicionaron 70 µl de 
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acetato de sodio 3 M y 700 µl de isopropanol frío, se agitó hasta obtener el precipitado 

de ADN y se dejó reposar durante 30 min a -20°C, se centrifugó a 8,000 xg durante 10 

min y se decantó, agregándole posteriormente 500 µl de etanol al 70% (grado reactivo), 

se agitó para disolver las sales y se centrifugó a 8,000 xg durante 10 minutos, por último 

se decantó, se dejó secar sobre una toalla y finalmente se adicionaron 100 µl de TE y se 

guardó a 4°C. 

Posterior a la extracción de DNA mediante el uso del NanoDropTM 2000 se midió la 

cantidad de DNA y la pureza del mismo obtenido por muestra, siendo algunas lecturas 

bajas, se optó por hacer una amplificación de la región 16s, para asegurar la presencia 

de DNA por muestra. La mezcla de reacción fue: dNTP´s 200 µM, MgCl2 2.75 mM, 10 

picomoles de cada iniciador, Amortiguador de PCR 1x, Go Taq DNA Polimerasa 1U 

(promea), DNA 50 ng teniendo un volumen final de 25 µl; El programa PRC que se utilizó 

fue, un ciclo a 94°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos conformados por 94°C 30 s, 55°C 

1 min, 72°C 1 min, con una extensión final de 72°C por 6 min.   

Al finalizar el programa PCR, las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa a 1.2% 

(p/v) previamente elaborado, colocándolo en la cámara adicionándole amortiguador de 

corrida Tris-HCL-ácido bórico-EDTA (TAE), agregando 7 µl de cada muestra, se corrió a 

110 v durante 45 min. Al finalizar el tiempo se tiñó con bromuro de etidio y se reveló 

mediante rayos x. 

3.2.6. Amplificación de las regiones ITS y RPA 190 de Phytophthora infestans 

Las extracciones de DNA de cada aislamiento fueron enviadas a Macrogen (Corea del 

Sur), secuenciado las regiones ITS4 a ITS5, y la región RPA 190.   

Para la amplificación de las regiones ITS4 y ITS5, se usaron los iniciadores descritos por 

Cooke, Drenth, Dunca, Wagels y Bresler (2000): ITS4 5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3´e ITS5 5´-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3´, los cuales permiten obtener 

fragmentos de 900 pb en Oomycetes. Para la región RPA 190 se utilizó los iniciadores 

G1 5´-GGCGCAAATTCTTCCTGAAC-3´ y G1B 5´TTGCTGCTATCCACCAGAAG-3, el 

cual permiten la amplificación de un fragmento de 711 pb (Matson et al, 2015). Los 

volúmenes utilizados para la PCR fueron:  dNTP´s 200 µM, MgCl2 2.75 mM, 10 picomoles 
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de cada iniciador, Amortiguador de PCR 1x, Go Taq DNA Polimerasa 1U (promea), DNA 

50 ng teniendo un volumen final de 25 µL; El programa de PCR consistió en un ciclo a 

94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos conformados por 94°C 30 s, 55°C 1 minuto, 

72°C 1 minuto, con una extensión final de 72°C por 6 min.  

3.2.7. Análisis de Secuencias  

Una vez obtenidas las secuencias de las dos regiones de, se compararon en el GenBank 

utilizando el programa BLAST, se utilizó el software MEGA7 para el análisis filogenético 

mediante el método “neighbour Joining” (unión de vecinos), se incluyó una secuencia de 

Phytophthora capsici obtenida del GenBank, usada como punto de comparación.  Se 

elaboró un dendograma por cada una de las regiones secuenciadas y uno consolidado 

por ambas regiones secuenciadas. 

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION 

3.3.1. Aislamiento del patógeno. 

Se obtuvieron 35 aislamientos de los diferentes experimentos establecidos en campo, 

corroborados morfológicamente como P. infestans Jaramillo (2003), Pérez y Fobes 

(2008) y Jaimasit y Prakob (2010). 

3.3.2. Tipos de apareamiento de Phytophthora infestans 

Las pruebas realizadas revelaron la presencia de los dos tipos de compatibilidad de P. 

infestans (Cuadro 2), con las siguientes frecuencias, A1 = 0.571, A2 = 0.314 sin guardar 

la proporción de 1:1. Se identificaron algunos aislamientos homotálicos (A1/A2) con una 

frecuencia de 0.114. Los resultados difieren con lo reportado por Grünwald et al., (2001) 

y Gómez et al., (2007), quienes encontraron que en el Valle de Toluca los tipos A1 y A2 

presentaban una proporción 1:1, y sin reportar evidencias de aislamientos homotálicos.  

Las poblaciones homotálicas tienen una proporción baja, existen ligeros cambios en las 

poblaciones en relación a su tipo de apareamiento, alejándose de la proporción descrita 

por otros autores, un ligero desplazamiento de las poblaciones heterotálicas por las 

homotálicas, relevante para posteriores estudios, ya que este tipo de poblaciones 
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(homotálicos) presentan como características alta capacidad de virulencia y viabilidad, 

características que le permiten una mayor adaptabilidad a diferentes condiciones 

ambientales (Silva, Jaramillo y Marín, 2009). Estudios realizado por Alarcón-Rodríguez 

et al., (2013), en los campos experimentales de la Universidad Autónoma Chapingo, 

determinaron una frecuencia de 0.761 para homotálicos en relación a los aislamientos 

heterotálicos, así mismo hace mención que dichas condiciones homotálicas pueden 

proveer una ventaja selectiva en poblaciones recientes y futuras, ya que éstas pueden 

iniciar la reproducción sexual por si mismas; a su vez se presenta una alta endogamia, 

ya que se reducen la heterocigosidad a la mitad en cada generación, teniendo a largo 

plazo una ventaja para control de dichas poblaciones.  

Diversos estudios atribuyen a los fungicidas el ser los causantes de mutaciones en 

poblaciones de P. infestans, en 1994 Koh et al., encontraron la existencia de ambos tipos 

de apareamiento en Japón desde 1937, antes de la difusión del tipo A2, sugiere que esto 

pudo deberse en una autocorrección del tipo A1 a la forma A2, inducida por un 

envejecimiento, exposición a fungicidas o diferentes tipos de estreses existentes. 

Calderón, Castro, Gilchrist, Márquez y Jaramillo (2002) sostienen que el incremento de 

la frecuencia del tipo A2 podría deberse a una mayor tolerancia a fungicidas como el 

metalaxil y una mejor adaptación a estreses provocados por condiciones climáticas 

adversas. Por otro lado, el cultivo continuo de variedades de papa con genes mayores 

ha podido contribuir a la selección de razas más agresivas del patógeno (Fry, 2008; 

Runno y Koppel, 2006), esto fue demostrado por Flier y Turkensteen (1999) y Gavino et 

al., (2000), quienes identificaron en el continente europeo, nuevos aislamientos más 

complejos y resistentes a fungicidas que poseían un periodo de latencia más reducido.     

3.3.3. Evaluación in vitro de resistencia a metalaxil de Phytophthora infestans 

El mayor porcentaje de aislamientos resistentes a metalaxil en la prueba in vitro 

corresponden a los expuestos a 10 mg·L-1 con un 34% de los genotipos que fueron 

sometidos a aplicaciones del fungicida Cyazofamida (solo o en combinación) (cuadro 2), 

Lozoya-Saldaña  et al., (2017) encontraron en el 2011 un porcentaje del 51.42% de las 

poblaciones resistentes a la misma dosis de metalaxil, no obstante, en pruebas 
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posteriores realizadas por los mismos autores (en el 2012) el nivel de resistencia aumentó 

al 100% de los aislamientos evaluados a dicho fungicida.  

Al exponer a los aislamientos obtenidos a 100 mg·L-1 de metalaxil, el 55% presentaron 

susceptibilidad al fungicida, mientras que el 44 % restante de la población para esta dosis 

se clasifican como intermedios. Estos resultados difieren con los de Lozoya-Saldaña et 

al., (2017), quien el 2011 el 94% de los aislamientos evaluados fueron susceptibles y en 

el 2012 el 100% lo fue. Páez, Valverde, Gómez y Brenes (2001) y Gissi y Cohen (2002), 

reportaron niveles de resistencia entre 40 y 60% al fungicida metalaxil y determinan que 

esto se debe en gran medida a la presencia de ambos tipos de apareamiento (A1 y A2), 

así como a la presión selectiva que se ejerce cuando solo se utiliza el control químico, 

Para la dosis comercial (3600 mg·L-1) se detectaron dos aislamientos resistentes, estos 

pertenecen a la exposición a los fungicidas Propamocarb + Dimetomorf (T57) y 

mandipromida (T510). Así mismo, se obtuvo un aislamiento de resistencia intermedia 

(T611) sometido a la mezcla de Flupicolide + Propamocarb. Esos tres aislamientos 

comparten la característica de tener tipo de apareamiento homotálico, aunque no se 

tienen reportes que determinen alguna asociación entre fungicidas y el tipo de 

compatibilidad homotálico, Groves y Ristaino (2000), mencionan que la producción 

masiva de oósporas podría ligarse al uso intensivo de fungicidas en la compatibilidad 

heterotálico. Algunos reportes como los realizados por Fernández-Pavía et al., (2005), 

afirman que la presencia de aislamientos homotálicos podría estar relacionado con las 

aplicaciones de metalaxil.  

En una segunda etapa, utilizando los datos obtenidos de la prueba de resistencia a 

metalaxil y mediante el uso del software estadístico SAS (por sus siglas en inglés 

Statistical Analysis System) v.v 9.0, se elaboró un análisis probit para determinar la 

concentración letal media (CL50) con un límite de confianza de 95%. 

Al realizar una prueba probit para un grupo de organismos, se busca utilizar un organismo 

de la misma especie que presenta sensibilidad a las sustancias evaluadas (testigo), con 

el objetivo de tener valores de comparación, para nuestro ensayo al no contar con un 

testigo. Se siguió la metodología empleada por Gamez y Ramírez (2008), en pruebas 
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realizadas con herbicidas sobre Daphnia magna, los cuales utilizaron el promedio de las 

CL50 y de los límites fidunciales (inferior y superior), y compararon el promedio con las 

CL50 obtenidas, consideran como susceptibles a los aislamientos con CL50 menor al 

promedio y resistentes a CL50 mayores al promedio. El resultado obtenido para esta 

prueba mostró que la mayoría de los aislamientos son susceptibles, ubicándolos dentro 

de los limites calculados y oscilando dentro de los mismos rangos (Cuadro 3). 

Para los 35 aislamientos evaluados la CL50 promedio fue de 1.2175 mg·L-1, de los cuales 

el 63% de los aislamientos muestra sensibilidad a metalaxil, en los rangos de 0.9660 

mg·L-1 como límite inferior y 1.5711 mg·L-1 como límite superior. Dichos resultados 

coinciden con los trabajos de Shattock (1998), Deahl y Demuth (1995). Sin embargo, el 

31% de los aislamientos restantes, quedan fuera del límite fiduncial superior, indicando 

niveles de resistencia dosis menores a 100 mg·L-1. Investigaciones realizadas por 

Riveros, Sotomayor, Rivera, Secor y Espinoza en 2003 sobre aislamientos de P. infestans 

en el cultivo de papa al Norte de Chile, hallaron genotipos con resistencia a 100 mg·L-1 

de metalaxil, haciendo evaluaciones con dosis más altas, los resultados que obtuvieron 

demostraron que el 100% de los aislamientos (58 aislamientos) presentaron una CL50 

entre 243 y 687 mg·L-1. Dichos resultados son similares a los obtenidos en este 

experimento, donde tres aislamientos mostraron resistencia a la dosis de 3600 mg·L-1, 

pudiéndose deber esto a la selección ejercida por los fungicidas aplicados en campo, de 

donde se obtuvieron dichos aislamientos.   

Sin embargo, a nivel de campo se busca obtener los mejores porcentajes de control o en 

este caso de inhibición de crecimiento de P. infestans cercanos al 100 %, por lo cual al 

realizar pruebas probit, las Concentraciones Efectivas de 95% (CL95) son las de mayor 

interés (Cuadro 3).  

Siguiendo la misma metodología de Gámez y Ramírez (2008), con una CL95 de 4.9225 

mg·L-1 de promedio, con límites fidunciales entre 4.0367 y 13.9038, el 60% de los 

aislamientos mostraron susceptibilidad a metalaxil, dichos resultados coinciden con los 

obtenidos en 2003 por Riveros et al., quienes emplear dosis de metalaxil superiores a 

200 mg·L-1.  
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3.3.4. Extracción de DNA 

Los resultados obtenidos en la electroforesis evidenciaron la presencia de DNA en todas 

las muestras, observándose en el gel de agarosa la amplificación de la región 16s. 

3.3.5. Secuenciación y Análisis de secuencias 

Las secuencias derivadas del fragmento de la región ITS muestra un rango del 97 a 100 

% de compatibilidad con P. infestans reportada en el GenBank con la serie KC677788.1 

reportado por Chowdappa et al., en 2013, en trabajos realizados en la India. Realizando 

el agrupamiento de estas secuencias de los aislamientos de estudio y comparándolas 

con una secuencia de P. capsici, se observó que todos se agruparon fuera del grupo P. 

capsici, permitiendo corroborar que se trató de la especie de P. infestans. Internamente 

el agrupamiento de los genotipos, se da en tres grupos (Figura 4).  

El grupo 1 está conformado por los aislamientos T65, T41, T19 y T11, estos genotipos 

tienen la particularidad de que comparten dentro de los tratamientos en campo el mismo 

fungicida (Cimoxanil) y una proporción en el grupo de compatibilidad de A1 con un 50%. 

El grupo 2 conformado por los genotipos T58, T112, T62, T56, T46 y T42, se caracterizan 

por haber estado sometidos a aplicaciones de Cyazofamida, Dimetomorf y Propamocarb, 

así mismo una relación del grupo de compatibilidad A1/A2 de 1:1. En el grupo 3, se 

agrupan la mayor cantidad de aislamientos: T17, T44, T54, T59, T110, T18 y T16, de los 

cuales el tipo A2 representa un 71.4% de los genotipos, y tienen en común aplicaciones 

de Cyazofamida y Propamocarb (i.a.). Por último, los aislamientos restantes conformaron 

grupos donde no se observaron diferencias. 

Al amplificar la región RPA 190 se obtuvo el 99% de similitud con P. infestans T30-4, 

cuya serie en el GenBank es XM_002906849.1, descrita por Nusbaum et al., en el 2010. 

De acuerdo al análisis filogenético con dichas secuencias se observó formación de cinco 

grupos (figura 5), que comparten características en función a las pruebas realizadas en 

laboratorio (grupo de compatibilidad resistencia a metalaxil) y a los fungicidas evaluados 

en campo, de donde se extrajeron dichos aislamientos.   
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El grupo 1 conformado por los aislamientos T17, T57, T58, T66, T42 y T54 coinciden en 

un 83.3% con el tipo A1, y comparten la aplicación en campo de Cyazofamida, 

Dimetomorf y Propamocarb. En el grupo 2 se encuentran los aislamientos T68, T13, T19 

y T52, donde se realizaron aplicaciones de Cyazofamida, teniendo un 50% de 

asilamientos tipo A1. El grupo 3 lo conforman los aislamientos T18, T61, T62, T64, T11, 

T46, T59, y T16, teniendo como característica en común la aplicación de Cyazofamida y 

Propamocarb, además el grupo de compatibilidad A2 lo presentan seis de los ocho 

aislamientos de este grupo. El grupo 4 comparte como fungicida común al Propamocarb 

y se encontró en mayor frecuencia el tipo A2 dentro de los aislados T48, T611, T41, T53, 

T56 y T65. Por último, en el grupo 5 se encuentran los aislados T43, T510, T44, T110, 

T610, T14 y T69 y tienen como común aplicaciones de Cyazofamida, Cimoxanil y 

Propamocarb, presentando con mayor frecuencia el grupo de compatibilidad el tipo A1.  

Finalmente, el dendograma elaborado con los datos de ambas regiones secuenciadas 

(Figura 6), los resultados arrojados coinciden con los agrupamientos del dendograma de 

la región RPA 190, teniendo algunas modificaciones en los grupos 3 y 5 donde se 

excluyen 1 y 3 aislamientos respectivamente, aunado a esto, la posición de dichos grupos 

cambia a los elaborados con la región RPA 190, sin embargo, los conforman los mismos 

genotipos.  
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CUADRO 2. Tipos de compatibilidad y categoría de resistencia a metalaxil de los genotipos colectados en 

Metepec, Edo. México 

Aislamiento Ingrediente activo Compatibilidad 
Dosis (mg·L-1) 

10  50 100 3600  

T11 Cymoxanil+ Mancozeb A1 I S S S 

T12 Ciazofamida A1 I S S S 

T13 Ciazofamida + Cymoxanil A2 I I S S 

T14 Ciazofamida + Cymoxanil A1 R I I S 

T15 Ciazofamida + Cymoxanil A2 R I I S 

T16 Ciazofamida + Propamocarb A2 R I S S 

T17 Ciazofamida + Clorotalonil A1 I S S S 

T18 Ciazofamida + Mancozeb A2 S S S S 

T19 Ciazofamida + Clorotalonil H R R I S 

T110 Ciazofamida + Mancozeb A2 R S S S 

T112  Testigo A2 S S S S 

T41  Testigo A1 I I S S 

T42 Ciazofamida A1 R I I S 

T43 Ciazofamida + Cymoxanil A1 S S S S 

T44 Propamocarb + Cymoxanil A2 I I S S 

T45 Propamocarb + Cymoxanil A1 R I I S 

T46 Ciazofamida + Propamocarb A2 I S S S 

T48 Propamocar + Fenamidona A2 I S S S 

T52 Ciazofamida A1 S S S S 

T53 Ciazofamida + Propamocarb A2 R R I S 

T54 Ciazofamida + Cymoxanil A1 I I S S 

T56 Propamocarb + Dimetomorf A2 R R I S 

T57 Propamocarb + Dimetomorf H R R R R 

T58 Dimetomorf + Clorotalonil A1 S S S S 

T59 Propamocarb + Fenamidona A2 I I S S 

T510 Mandipromamida H R R R R 

T61  Testigo A2 S S S S 

T62 Ciazofamida A1 R I I S 

T64 Propamocarb + Cymoxanil A1 I S S S 

T65 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida A2 R I I S 

T66 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida A1 I I I S 

T68 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida A1 R I I S 

T69 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida A1 R I I S 

T610 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida A1 I I I S 

T611 Flupicolide + Propamocarb  H R I I I 
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CUADRO 3. Concentraciones Letales 50 y 95 (CL50 y CL95) de los aislamientos de P. infestans de los 

aislamientos colectados en colectados en Metepec, Edo. México. 

Aislamiento Ingrediente activo DL50 
Limites 

DL95 
Limites 

Inf. Sup. Inf. Sup. 

T11 Cymoxanil+ Mancozeb 0.000 - - 1.110 - - 

T18 Ciazofamida + Mancozeb 0.000 - - 0.000 - - 

T58 Dimetomorf + Clorotalonil 0.000 - - 0.000 - - 

T61  Testigo 0.000 - - 0.000 - - 

T52 Ciazofamida 0.000 - - 0.000 - - 

T43 Ciazofamida + Cymoxanil 0.123 0.001 0.338 1.136 - - 

T44 Propamocarb + Cymoxanil 0.544 0.368 0.697 0.811 0.230 1.133 

T16 Ciazofamida + Propamocarb 0.574 0.334 0.762 2.725 2.320 3.430 

T110 Ciazofamida + Mancozeb 0.673 0.269 0.959 2.138 1.796 2.812 

T59 Propamocarb + Fenamidona 0.676 0.402 0.895 2.815 2.141 5.220 

T12 Ciazofamida 0.740 0.618 0.836 3.282 2.630 4.822 

T69 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 0.749 0.282 1.091 1.727 1.559 1.994 

T112  Testigo 0.796 - - 5.751 3.789 17.467 

T64 Propamocarb + Cymoxanil 0.856 0.281 1.253 0.935 - - 

T17 Ciazofamida + Clorotalonil 0.904 - - 6.717 4.097 32.213 

T48 Propamocar + Fenamidona 0.929 - - 1.088 - - 

T54 Ciazofamida + Cymoxanil 0.947 0.677 1.153 1.112 - - 

T66 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 0.956 - - 2.891 2.348 4.154 

T42 Ciazofamida 0.957 0.721 1.145 5.830 4.433 9.631 

T46 Ciazofamida + Propamocarb 1.004 - - 2.596 2.114 3.698 

T41  Testigo 1.058 0.814 1.259 1.179 - - 

T13 Ciazofamida + Cymoxanil 1.121 0.878 1.325 4.253 3.419 6.052 

T14 Ciazofamida + Cymoxanil 1.286 1.049 1.490 4.504 3.608 6.441 

T68 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 1.527 1.147 1.851 4.107 3.351 5.663 

T15 Ciazofamida + Cymoxanil 1.683 1.239 2.080 6.249 4.421 12.721 

T610 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 1.740 1.450 2.017 6.916 4.643 17.311 

T56 Propamocarb + Dimetomorf 1.894 1.400 2.396 5.099 3.982 7.828 

T45 Propamocarb + Cymoxanil 1.900 1.559 2.244 7.596 4.876 23.438 

T62 Ciazofamida 1.936 1.663 2.211 5.975 4.437 10.527 

T65 Propamocarb + Cymoxanil + Ciazofamida 1.983 1.582 2.406 5.199 4.151 7.564 

T19 Ciazofamida + Clorotalonil 2.018 1.628 2.435 6.554 4.624 13.746 

T53 Ciazofamida + Propamocarb 2.043 1.717 2.387 6.346 4.548 12.667 

T611 Flupicolide + Propamocarb  - - - - - - 

T510 Mandipromamida - - - - - - 

T57 Propamocarb + Dimetomorf - - - - - - 

PROMEDIO DE CONCENTRACION EFECTIVA 1.217 0.966 1.571 3.809 3.342 9.569 
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Figura 4. Dendograma construido con el utilizando el coeficiente de similitud de junta de 

vecinos y las secuencias ITS de los genotipos identificados en Metepec, Méx.  
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Figura 5. Dendograma construido con el utilizando el coeficiente de similitud de junta de 

vecinos y las secuencias RPA 190 de los genotipos identificados en Metepec, Méx.  
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Figura 6. Dendograma construido utilizando el coeficiente de similitud de junta de vecinos 

y las secuencias RPA 190 de los genotipos identificados en Metepec, Méx.  
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3.4. DISCUSIÓN GENERAL  

Se obtuvieron 35 aislamientos de las parcelas evaluadas en campos experimentales en 

Metepec, Estado de México. Del total de aislamientos las proporciones con base en su 

tipo de compatibilidad fueron: A1: 0.571, A2: 0.314 y A1/A2 (homotálicos): 0.114. Se 

obtuvieron dos aislamientos con niveles altos de resistencia a la dosis de 3600 mg·L-1 

(dosis de campo), esto indica la necesidad de optar por otras medidas de manejo y hacer 

uso de los sistemas de rotación de fungicidas. La secuenciación de la región RPA 190, 

permitió identificar las diferencias en los genotipos de Phytophthora infestans, mientras 

que la región ITS, soló confirmó la relación del patógeno con aislamientos de 

Phytophthora infestans antes reportados.  

Las secuencias obtenidas de los aislamientos de Metepec, Edo., México presentaron una 

homología del 99% con las especies de P. infestans reportadas en el GenBank por 

Nusbaum et al., (2010) y Chowdappa et al.,  (2013), asimismo con base a los resultados 

del análisis filogenético, se sustenta la teoría del origen de P. infestans propuesta por 

diferentes autores, los que designan a México como el centro de origen de dicho 

patógeno y en particular al Valle de Toluca, donde se presenta una gran diversidad 

genética y donde cada aislamiento es único o al menos uno de cada 10 presenta 

características partículares (Goodwin et al., 1992; Grünwald et al., 2001) lo que hace 

difícil integrar dichos aislamientos en un dendograma y poder explicar los factores que 

intervienen en la agrupación de los mismos.   

Para investigaciones posteriores se recomienda secuenciar solo la región RPA 190, ya 

que con ella se puede hacer una clasificación dentro de aislamientos de la misma 

especie, así mismo amplificar algún otro gen de regiones mitocondriales, aportaría con 

mayor polimorfismo. Al hacer pruebas de resistencia a fungicidas, probar dosis que 

formen un crecimiento logarítmico, esto con la finalidad de hacer pruebas probit, sin 

complicación en la lectura de datos.  
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3.5. CONCLUSIONES 

La caracterización de 35 aislamientos de Phytophthora infestans obtenidos de parcelas 

con aplicaciones de fungicidas en Metepec, Edo., México, comprueban la hipótesis de 

que estos ejercen una presión de selección que conduce a una mayor variabilidad y 

resistencia a fungicidas de las progenies de los Oomycetes sobrevivientes.  

Se presentaron los dos tipos de apareamiento en los aislamientos evaluados, así como 

cuatro aislamientos homotálicos, rompiendo con la proporción de 1:1 de A1 y A2. Se 

encontraron dos aislamientos con resistencia a la dosis comercial de metalaxil, además 

de uno con resistencia intermedia a dicha dosis, los cuales tienen la característica de ser 

de tipo homotálicos.  

La secuenciación de la región ITS nos confirmó la compatibilidad de P. infestans con los 

aislamientos obtenidos de campo, mientras que la secuenciación de la región RPA 190 

permitió hacer una clasificación interna de los genotipos.   
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