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RESUMEN.

Con el proposito de determinar el grupo de compatibilidad, raza fisiologica y
sensibilidad al metalaxyl se colectaron hojas y tallos de papa infectados por Phytophthora
infestans en la Mesa Central de México en 1996. De este material se obtuvieron 37
aislamientos, los cuales fueron cultivados en medio de centeno-agar para produccion de
oosporas y en infusion de chicharo-agar para produccion de esporangios. Del total de
aislamientos, 20 (54%) fueron del grupo Al y 17 (46%) del grupo A2, es decir, en
proporcion aproximada de 1:1. En general, los aislamientos de P. infestans fueron de raza
compleja, pues de 35 aislamientos probados, se identificaron 19 razas con las
diferenciales R1, R2, R3, R4, R6, R7, R10, R11, R1IR2, RIR3, R2R3 y R2R4; la raza
hubiese contado con las diferenciales RS, R8 y R9, se hubieran identificado razas ain mas
complejas. De 36 aislamientos probados para sensibilidad a metalaxyl, 27, o sea, el 75%
fueron resistentes y 9 sensibles. Todos los aislamientos del grupo de compatibilidad Al

(20) fueron resistentes.



SUMMARY.

To determine the compatibility group, physiological race and sensitivity to
metalaxyl of Mexican isolates in 1996, leaves and stems of potato infected by
Phytophthora infestans (Mont.) De Bary were collected in the Central plateau of Mexico.
From this material 37 isolates were obtained, and grown on rye-agar culture meduim for
oospore production and on sweet pea infusion-agar for sporangial production. Twenty
isolates (54%) reacted as Al and 17 (46%) as A2, which means an aproximate ratio of
1:1. With basis on the differential varieties R1, R2, R3, R4, R6, R7, R10, R11, R1R2,
RIR3, R2R3 and R2R4; the 35 tested isolates showed to be complex races, the most
common race was the 1.2.3.4.6.7, followed by the races 1.2.3.4 and 1.2.3.4.7; but it is
possible that if the differentials with genes RS, R8 and R9 would had been available even
more complex races might had appeared. Out of 36 isolates tested for sensitivity to
metalaxyl, 27 were resistant and 9 sensitive; all the isolates of compatibility group Al

(20) were resitant.
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I.- INTRODUCCION.

El hongo Phytophthora infestans (Mont.) De Bary es el agente causal del tizon
tardio de la papa, que es considerada como la enfermedad mas importante de esta solanacea
a nivel mundial (Thurston y Schultz, 1981; Steveson, 1993). Este oomiceto es heterotalico,
con dos grupos de compatibilidad designados como Al y A2, los cuales fueron descubiertos
primero en Estados Unidos (Smoot e al., 1958) y luego en México (Gallegly y Galindo,
1958). La interaccion entre aislamientos de grupo de compatibilidad opuesto resulta en la
formacion de oosporas por recombinacion sexual. En 1967, Romero y Erwin, obtuvieron un
alto porcentaje de germinacion de oosporas de P. infestans, logrando el establecimiento de
cultivos mono-oosporicos y con la serie de diferenciales de Black e al. (1953) corroboraron
que los genes de patogenicidad de este hongo se heredan independientemente; y de esta

manera, pueden originarse nuevas razas fisiologicas por hibridacion.

La variabilidad patogénica de P. infestans es la principal razon del fracaso de que los
genes R especificos a una raza puedan proporcionar un control del tizon tardio satisfactorio
y duradero. Aunque, estos genes, ahora estan siendo abandonados en los programas de
mejoramiento para resistencia a tizon tardio (Wastie, 1991), la informacion acerca de razas
del patogeno es todavia esencial para los mejoradores, puesto que las pruebas de lineas con
fines de mejoramiento con razas conocidas permanece como el Gnico método para la
identificacion de genes R en el material vegetal y, eventualmente, descartar algunas lineas
del programa de seleccion. Esto implica el conocimiento de la variabilidad patogénica del
hongo, o sea, como éste va generando razas fisiologicas y va complicandose el trabajo de
mejoramiento. Asi, la gran cantidad de razas existentes en México y especialmente en el
Valle de Toluca (Graham et al., 1959; Rivera-Pefia, 1990; Fernandez, 1993) han hecho de
este lugar un centro internacional para probar en una forma severa la resistencia de las

progenies de papa resultantes en los programas de mejoramiento en otros paises

(Niederhauser, 1986).



En 1980, se detectaron los primeros aislamientos de P. infestans resistentes al
fungicida sistémico metalaxyl en campos comerciales de papa en Irlanda (Dowley y
O’Sullivan, 1981), Holanda (Davidse et al., 1981) y Suiza (Staub y Sozzi, 1981), citados
por Gisi y Cohen (1996). A partir de este afio se han reportado fenotipos resistentes en
varios paises del mundo. En México, Matuszac et al. (1994) y Deahl et al. (1995)
detectaron aislamientos sensibles e insensibles (resistentes) a metalaxyl en varios lugares.
Este tipo de informacion es importante para desarrollar estrategias de manejo integrado del

tizon tardio en papa.

Con base en los aspectos anteriores, se planteé el presente trabajo con los siguientes
objetivos:
1.- Determinar el grupo de compatibilidad de aislamientos de P. infestans obtenidos
de material colectado en los estados de México y Tlaxcala, en 1996.
2.- Determinar la raza fisiologica de los aislamientos de P. infestans obtenidos.
3.- Investigar la respuesta de aislamientos de P. infestans a metalaxyl y su relacion

con el grupo de compatibilidad.



I1.- REVISION DE LITERATURA.

1.- LA PAPA (Solanum tuberosum L.).

1.1.- Importancia del cultivo.

En México, al igual que en varios paises del mundo, el cultivo de papa esta
considerado como de los mas importantes en el contexto de la produccion de alimentos,
siendo superado unicamente por el maiz, frijol, trigo y arroz. Actualmente, en nuestro pais
se siembran alrededor de 80,000 hectareas, las cuales permiten satisfacer los requerimientos
de consumo nacional. Esta superficie comprende una primera region, que son los valles que
cuentan con riego o poseen un temporal estable y donde se practica una agricultura
altamente tecnificada, la cual abarca alrededor de 18,000 ha del total. Una segunda region la
constituyen las sierras o valles altos que se cultivan bajo condiciones de temporal y donde se
practica una agricultura de subsistencia que comprende 52,000 ha. La papa se produce en
los ciclos de otofio-invierno y primavera-verano, siendo el mas importante este ultimo, que
aporta 59% de la produccion. El cultivo bajo condiciones de temporal comprende el 51% de
la superficie total cultivada y el restante bajo riego (Andnimo, 1994).

Las principales regiones productoras de papa en México, se localizan en lugares con
altitudes que van desde los 15 msnm como en algunas zonas de Baja California Norte,
Sonora y Sinaloa, hasta los 3000msnm en sierras y valles altos de los estados de México,
Michoacan, Guanajuato, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala. En el Edo. de México, los principales
municipios productores de papa son: Temascaltepec, Valle de Bravo y Amanalco, cuya
produccion se realiza en el ciclo otofio-invierno; San Felipe del Progreso, Zinacantepec,

Tenango del Valle, con la produccion en el ciclo primavera-verano (Anénimo, 1994).

1.2.- Origen e historia.
El centro de origen de la papa cultivada se ubica en la cordillera de los Andes de
sudamérica, al sur de Peru y norte de Bolivia (Hawkes, 1994).
La historia europea de la papa inicia con la introduccion de la forma tetraploide

andigena a Europa en 1570 a través del puerto de Sevilla, donde se cree que fue cultivada



por algunos afios. De Espafia se fue extendiendo a otros paises como Italia e Inglaterra pero
como curiosidad botanica, no como alimento. Hacia 1590 se cita la entrada de la papa a
Irlanda procedente de América. De Espaifia fue llevada a América del Norte en 1691 via las
Islas Bermudas (Hooker, 1981; Wastie, 1991, Hawkes, 1994; Alonso, 1996).

1.3.- Biosistematica.

Las papas cultivadas, constituidas por un nimero de especies o hibridos, pertenecen
a la familia Solanaceae, seccion Tuberarium y al género Solanum (su complemento basico
cromosomico es x=12). Este género, comprende mas de 2000 especies de las cuales 8 son
cultivadas y 160-180 producen tubérculos (Wastie, 1991; Rowe, 1993).

La mayoria de las papas cultivadas comercialmente pertenecen a la especie S.
tuberosum que es un tetraploide (2n=4x=48 cromosomas), compuesta por las subespecies
tuberosum y andigena, las cuales son completamente fértiles entre si. Asi, muchas de las
variedades modernas son hibridos entre estas dos subespecies y otras especies como S.
demissum. La subsp. andigena es la mas ampliamente cultivada en Sudamérica; tiene 0jos
profundos y produce tubérculos bajo condiciones de dias cortos, mientras que la subsp.
tuberosum que es cultivada en el norte de Europa y América del Norte tiende a

requerimientos de dias largos para su efectiva tuberizacion (Hooker, 1981; Alonso, 1996).

1.4.- Variedades.

A nivel mundial se cuenta con mas de un millar de variedades. En México, las
variedades cultivadas son: Alpha, Atzimba, Juanita, Rosita, Anita, Lopez, Furore, Atlantic,
Tollocan, Leona, Puebla, Montsama, Michoacan, Mexiquense, Nortefia, Rojita, Diamante y
otros clones (Valadez, 1996).

Las variedades mexicanas Atzimba, Lopez, Yema, Leona, Tollocan, Rosita y Juanita,
entre otras, son el resultado de cruzas entre S. fuberosum y S. demissum que se liberaron

como resistentes al tizon tardio causado por Phytophthora infestans (Anénimo, 1994).



1.5.- Descripcion botanica.

La papa es una planta dicotiledonea anual, potencialmente perenne debido a su
capacidad de reproduccion por tubérculos; crecen hasta una altura de 30 a 100 cm;
presentan tallos angulares, generalmente verdes; las hojas maduras son compuestas y
consisten de un peciolo con un foliolo terminal, foliolos laterales secundarios y, a veces,
foliolos laterales terciarios; son pinnadas y con disposicion alterna; después de desarrollar de
6 a 9 hojas, pueden aparecer brotes florales en todas o algunas de las ramas apicales; las
flores son pentameras, de colores diversos variando desde el blanco al morado; el fruto
maduro es de forma redonda u oval, de 1 a 3cm de diametro, de color verde a amarillo,
consta de dos loculos en los cuales se alojan las semillas (200 a 300). Las raices y estolones
se desarrollan a partir del tallo subterraneo, entre el tubérculo semilla y la superficie del
suelo.Los tubérculos se pueden considerar como la parte del tallo que se ha adaptado para
almacenar reservas y para la reproduccion. El tubérculo se forma en el extremo del estolon
como consecuencia de la proliferacion del tejido de reserva (parénquima) que resulta de un
rapido desarrollo y division celular. De los ojos de los tubérculos es de donde surgen los
brotes que daran lugar a la nueva planta; el brote dominante da lugar al tallo principal

(Hooker, 1981; Beukema y Van der Zaag, 1990).

1.6.- Requerimientos edafoclimaticos.

La papa es una planta semiresistente al frio, pero no tolera heladas. La temperatura
Optima ambiental para obtener los maximos rendimientos oscila entre 15 y 18°C. La
temperatura optima del suelo para la emergencia es de 22°C; temperaturas de 16°C por la
noche y mayores de 18°C por el dia arrojan los rendimientos mas altos. El fotoperiodo y la
temperatura afectan la formacion del tubérculo; en dias largos la formacién de estos ocurre
si la temperatura nocturna es inferior a 20°C, 6ptima de 12°C (Valadez, 1996).

La papa se desarrolla bien en suelos francos y arenosos, con buen contenido de
materia organica, 6ptimo drenaje, con pH de 5.0 a 6.5. En lo referente a nutrientes, la planta
demanda nitrogeno (70-200 Kg/ha), fosfatos (225-280 Kg/ha), potasio(170-280 Kg/ha) y

magnesio, principalmente.



1.7.- Enfermedades de la papa.

La papa es susceptible a varias enfermedades, las cuales son causadas por hongos,
bacterias, virus, viroides y micoplasmas; que pueden atacar al follaje, raiz y tubérculos.

En los Estados Unidos se han identificado 50 especies de hongos, 10 especies de
bacterias y mas de 30 virus y micoplasmas causando dafios (Rich, 1991, citado por Oerke,
1994).

Los virus mas importantes en papa son: virus del enrollamiento de la hoja (PLRV),
virus Y (PVY) y el virus A (PVA), segun Oerke (1994).

Las principales bacterias patogenas que atacan a la papa son: Erwinia carotovora
(Pudricion suave), Pseudomonas solanacearum (Marchitez bacteriana), Clavibacter
michiganense patovar sepedonicum (Necrosis bacteriana) y Streptomyces scabies (Sarna o
rofia comun).

A nivel mundial, las principales enfermedades fungosas son causadas por:
Phytophthora infestans (Tizon tardio), Alternaria solani (Tizon temprano), Rhizoctonia
solani (Costra negra) y Synchytrium endobioticum (Sarna o rofia ). De menor importancia
son: Fusarium ssp. (Marchitez), Phoma exigua (Gangrena) y Spongospora subterranea

(Sarna o rofia polvorienta), entre otras (Oerke, 1994).

2.- TIZON TARDIO.

2.1.- Distribucion e importancia econémica.

El tizon tardio de la papa y el tomate, es la enfermedad mas importante de la papa en
el mundo (Thurston y Schultz, 1981) y se ha incrementado como resultado de la expansion
de la superficie cultivada en regiones con clima calido, donde en la forma de tizon foliar
tardio, es frecuentemente el principal factor limitante de la produccion (Oerke, 1994).

La distribucion del tizon tardio es mundial y coincide con la distribucion de las areas
geograficas donde se cultiva la papa. La enfermedad es mas facil encontrarla en areas
productoras de papa con clima frio y himedo durante la estacion de crecimiento, como en la

mayoria de las areas de Europa, el Reino Unido, noroeste de América del Norte, México,



vertiente oeste de la cadena montafiosa sobre los paises del Oceano Pacifico, América
Central, Africa, OceaniOa y Australia (Platt, 1992).

El impacto de la enfermedad presenta aspectos econémicos y sociales, aunque €stos
fueron mas dramaticos durante la década de 1840, principalmente en Irlanda, donde cuaso
hambruna y emigracién de sus habitantes. Por otra parte, la importancia del impacto del
tizon tardio sobre la industria papera mundial es debida a la significancia del cultivo en las
economias local, nacional e internacional y en el suministro de alimentos (Horton y Fano,
1985, citado por Platt, 1992).

El impacto de la enfermedad puede ser dividido en dos componentes aditivos,
pérdidas directas por la enfermedad y los costos de su prevencion. Asi, reduce el
rendimiento, la calidad, tamafio y cantidad de materia seca del tubérculo y la rentabilidad del
cultivo. Large (1952), citado por Jellis y Boulton (1984), indica que el desarrollo del
tubérculo se detiene cuando el 75% del follaje es destruido por el tizéon tardio. Bajo
condiciones de una epidemia no controlada, las pérdidas pueden llegar al 100%,
particularmenre cuando la infeccion del tubérculo es extensa y ocurre el subsecunte
deterioro en el almacén (Rovertson, 1991; Platt, 1992; Steveson, 1993).

Oerke (1994) menciona que las pérdidas en cultivo de papa a nivel mundial son: por
enfermedades (16.3%), por plagas (16.1%) y por malezas (8.9%), dando un promedio de
41.3%. Las pérdidas debidas a enfermedades, particularmente, al ataque por P. infestans son
las mas altas, de 20 a 27% en las regiones tropicales de Africa, Asia y América del Sur; en

América del Norte y Europa del Oeste son de 10 a 13%.

2.2.- Sintomas de la enfermedad.

El hongo ataca hojas, tallos y tubérculos. A menudo la enfermedad aparece al final
de la estacion de crecimiento después de la floracion; sin embargo, en algunas areas tales
como los valles de México, los sintomas pueden observarse solo unas pocas semanas
después de la siembra. La enfermedad generalmente se presenta primero sobre las hojas mas
bajas, aunque bajo condiciones de alta humedad, los sintomas pueden ser vistos inicialmente

sobre las hojas superiores de la planta (Platt, 1992).



En las hojas, los sintomas en un principio tienen la apariencia de manchas circulares,
que rapidamente toman un color café o café purpureo, rodeadas por un halo de color verde
amarillento y por lo comun aparecen en los bordes de las hojas inferiores; si el tiempo es
hiimedo y fresco pueden crecer rapidamente, coalescer y cubrir toda la hoja. Por el envés,
las manchas se cubren de un vello blanquecino compuesto por las fructificaciones del hongo,
esporangioforos y esporangios. De las hojas, la infeccion avanza hacia el peciolo y luego al
tallo, el cual muestra manchas alargadas del mismo color que el de las hojas. El tallo toma
una consistencia vitrea y se quiebra con poco esfuerzo. En condiciones prolongadas de
humedad, todos los 6rganos aéreos de las plantas se marchitan y pudren con gran rapidez,
desprendiendose un aroma caracteristico (Romero, 1988; Agrios, 1995).

Los tubérculos que han sido infectados muestran en un principio manchas mas o
menos irregulares y de un color parduzco o entre negro y purpura. Cuando se cortan, el
tejido afectado tiene apariencia humeda, un color obscuro o un tanto pardo rojizo y se
extiende de 5 a 15mm en la pulpa del tubérculo. Mas tarde, las zonas afectadas adquieren
cierta firmeza, se secan y se reabsorben en un cierto grado; la pudricion continia
desarrollandose después de que los tubérculos han sido cosechados, o bien los tubérculos
infectados puden ser invadidos posteriormente por hongos y bacterias que provocan una

completa descomposicion del tubérculo (Thurston y Schultz, 1981; Agrios, 1995).

2.3.- Caracteristicas morfolégicas del agente causal, Phytophthora infestans
(Mont.) De Bary.

El primero en ocuparse de la taxonomia de P. infestans fue Martius (1842), quien le
di6 el nombre de Gangrena tuberum solani; en 1845, Montagne la clasifico como Botrytis
infestans; Unger, en 1847, la cambi6 al género Peronospora, hasta que finalmente, De Bary,
en 1876, propuso el género Phytophthora, sugiriendo a esta especie como tipo, con las
siguientes caracteristicas: micelio liso, poco ramificado, de 4.2 a 13.5u de diametro,
promedio de 9.2u; esporangiéforos abundantes en avena-agar, frijol lima-agar, jugo de
verduras-agar, jugo de tomate-agar y en agua destilada, ramificados en simpodio
compuesto, con hinchamientos en las ramas donde nacen los esporangios, de crecimiento

indeterminado; esporangios ovales a elipticos, alimonados, con papila inconspicua,



deciduos, de 21 a 38 x 12 a 23y, promedio 29 x 19u. Gametangios: el oogonio es liso,
globoso y activo, de 38 a 50, promedio de 40y, el anteridio es anfigino y pasivo, oosporas
lisas, de paredes gruesas, esféricas, apleroticas, de 25 a 35u de diametro, promedio de 30
(Romero, 1988).

Cabe sefialar que la descripcion de P. infestans fue hecha considerando unicamente
sus estructuras asexuales (micelio, esporangioforos y esporangios), pues a pesar del examen
minucioso que de hojas, tallos y tubérculos llevo a cabo De Bary, jamas encontrd oosporas

(Romero, 1988).

2.4.- Centro de origen del hongo.

P. infestans, aparecio casi simultaneamente en Europa en 1845 y en Norteamérica en
1843, casi 300 afios después de que la papa cultivada se introdujo a Europa de Sudamérica.
Bourke (1964) es autor de una revision bien detallada y documentada de la aparicion y
diseminacion de esta enfermedad y su patogeno en Europa. Subsecuentemente, P. infestans
se ha presentado en todas las areas donde se cultiva la papa (Cox y Large, 1960).

Desde el descubrimiento de que el grupo de compatibilidad A2 es comun en la Mesa
Central de México o Valles Altos (Smoot ef al,, 1958; Niederhauser, 1956; Gallegly y
Galindo, 1958) se han acumulado evidencias de que este lugar representa o es el centro de
origen de P. infestans (Niederhauser, 1986 y 1991). Varias lineas de evidencia apoyan esta
hipotesis: 1), esta region ha sido histéricamente la inica en la cual ocurren los dos grupos de
compatibilidad (Al y A2) en igual proporcion (Gallegly y Galindo, 1958); 2), la poblacion
de P. infestans en esta region, particularmente en el Valle de Toluca, es especialmente
diversa para caracteristicas de virulencia que aislamientos de poblaciones con reproduccion
asexual (Mills y Niederhauser, 1953; Tooley et al., 1986), asi como para otras
caracteristicas como: tipos de crecimiento sobre medios de cultivo, tolerancia a sustancias
quimicas y homotalismo, tal variabilidad en una poblacion es tipica de una especie biologica
en su habitat natural; y 3), las poblaciones de P. infestans en la Mesa Central de México son
marcadamente diversas para marcadores neutrales. Esta , es la Gnica localidad en la cual se
han detectado todos los alelos de alozimas conocidos, asi como todas las bandas reveladas

por los perfiles de hibridacion de ADN conocidas (Goodwin et al., 1992).
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Otras lineas de evidencia son consistentes con la idea de que la poblacion en el Valle
de Toluca se reproduce sexualmente, mientras que las poblaciones de cualquier otra parte lo
hacen asexualmente. La distribucion de los genotipos con el alelo Gpi (isomerasa
glucofosfato) fueron consistentes con la ley de equilibrio Hardy-Weinberg en poblaciones
del Valle de Toluca, pero en otras poblaciones no, lo cual sugiere que ocurre el
apareamiento al azar en la poblacion mexicana de P. infestans (Tooley et al., 1985; Fry et
al., 1993).

De acuerdo con la teoria de Vavilov (1935), la existencia en un lugar de una
poblacion de plantas silvestres a un patogeno, sugiere que tal region es el lugar de origen del
patogeno; asi, la Mesa Central de México seria el lugar de origen mas probable de este
patogeno. Gracias a los trabajos de Black, Reddick, Mastenbroek y otros, se ha propuesto
un sistema gene por gene para P. infestans y las especies de papa silvestres en México, ya
que para cada nuevo gene de resistencia en una especie de papa silvestre se encontrd su
contraparte en el germoplasma del patogeno. A la fecha, se han identificado mas de 15 genes
de resistencia dominantes (principalmente de S. demissum, con unos pocos de otras especies
silvestres como S. stoloniferum) y cada gene R tiene su contraparte en virulencia en P.
infestans. El hecho de que todos los genes R se encuentren en las papas silvestres
unicamente en la Mesa Central de México junto con todas sus contrapartes de virulencia, es
una evidencia adicional de que ésta es la region de origen del patogeno, asi como de las

especies de papa resistentes (Niederhaurser, 1991).

2.5.- Aislamiento y cultivo in vitro.

Las especies del género Phytophthora son uno de los grupos de hongos
fitopatogenos mas dificiles de aislar (Tsao, 1970), y ésto se aplica ain mas para P. infestans.
Mientras que éste puede ser facilmente aislado de tejidos con infecciones frescas por una
persona con experiencia, el aislamiento en medio solido puede ser dificil y tedioso, ya que
este hongo crece lentamente y es facilmente invadido por otros hongos y bacterias. Para
contrarrestar este problema, se usan medios selectivos enmendados con antibidticos, como
el medio 3P (pimaricina, penicilina y polimixina), el cual fue primeramente reportado por

Eckert y Tsao (1960 y 1962) para el aislamiento de Phytophthora ssp. de raices de plantas.
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La concentracion de estos antibidticos es variable, la mas usada es la de 100ppm de cada
uno. La pimaricina inhibe el crecimiento de casi todos ios hongos del suelo, excepto un
pequefio grupo que incluye a miembros de la familia Pythiaceae, donde se encuentra P.
infestans. La penicilina y la polimixina son agentes antibacteriales, aunque éstos pueden ser
reemplazados por la vancomicina (Tsao, 1970). Otros antibioticos y fungicidas de uso actual
en los aislamientos son: nistatina, rifampicina, ampicilina, PCNB y benomyl.

El hongo P. infestans necesita tiamina y nitrogeno en forma reducida para su
crecimiento. Este crece mejor sobre una fuente de carbono simple como glucosa o sacarosa.
Sin embargo, sus requerimientos nutricionales pueden variar considerablemente (Holh,
1983). Las cepas mas simples crecen en un medio de glucosa-amonio, mientras que los
aislamientos mas exigentes tienen requerimientos mas especificos para aminoacidos. Los
esteroles (B-sitosterol) y otros lipidos, en particular acidos grasos insaturados, influyen
positivamente sobre el crecimiento. Ocasionalmente, se requieren otros factores de
crecimiento, tales como la base purina. Aun mas, otros aislamientos no crecen
substancialmente en cualquier medio liquido y parecen acercarse al estatus de parasitos
obligados (Holh, 1991).

Como se menciono anteriormente, no ha sido facil cultivar a P. infestans en medio
artificial. El hongo se ha cultivado con mas o menos éxito, en materiales vegetales cocidos,
especialmente vainas y semillas de legumbres (chicharo, frijol lima, garbanzo) y cereales
(avena, centeno, maiz). Entre los medios seminaturales mas cominmente usados hoy dia son
aquellos basados en centeno (Caten y Jinks, 1968; Deahl et al., 1993 y 1995), jugo V-8
enmendado con CaCOs, y chicharo-agar (Andrivon ef al.. 1994). Estos medios se usan tanto
para el aislamiento y crecimiento inicial como para pruebas de apareamiento, ya que
favorecen un rapido crecimiento y esporulacion abundante.

En la mayoria de medios de cultivo las colonias muestran un desarrollo uniforme de
hifas aéreas, la mayoria de las cuales funcionan como esporangioforos; mientras que otras
colonias presentan agregados irregulares de hifas aéreas, las cuales son estériles, pero las
hifas se ramifican intensa y dicotomicamente, dando colonias de una apariencia moteada o
terronuda. Este tipo de fenotipo lo encontraron Shattock e al. (1990) so6lo en aislamientos

A2, particularmente sobre centeno-agar, en comparacion a jugo V8 o chicharo-agar.
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Ademas, observaron que algunos aislamientos de ambos grupos de compatibilidad fueron
incapaces de crecer en V8-agar. Resultados similares encontraron Sato y Kato, citado por
Shaw (1991), donde los aislamientos del grupo de compatibilidad A2, los cuales predominan
en Japon, son débiles .para crecer en V8; en contrasre, los aislamientos del grupo Al
crecieron bien en V8, pero fueron incapaces para colonizar medio de harina de avena-agar,
el cual mantiene un buen crecimiento de aislamientos A2. Esta incapacidad para crecer sobre
estos medios puede deberse a sensibilidad a inhibidores o a la ausencia de un nutriente

requerido por aislamientos débiles.

2.6.- Reproduccion.

El hongo P. infestans es un oomiceto que se reproduce asexual y sexualmente. La
primera, ocurre en todos los lugares donde se ha observado al hongo en la naturaleza. La
peproducion sexual ocurre mas raramente debido a la ocurrencia limitada de los dos grupos
de compatibilidad.

La reproduccion asexual primero involucra la formacion de esporangioforos, los que
a su vez producen esporangios. Los esporangios germinan a temperaturas desde 1.5 a 24°C,
ya sea directamente al producir un tubo germinativo o indirectamente, por medio de
zoosporas. A temperaturas de 12 a 15°C dentrq de cada esporangio se forman de 3 a 8
zoosporas biciliadas, las cuales son liberadas cuando se rompe la pared esporangial a nivel
de su papila, nadan libremente en agua por algin tiempo y luego se enquistan, los quistes al
germinar emiten un tubo germinativo, el cual puede penetrar a la hoja o al tallo por los
estomas. Por arriba de los 15°C, los esporangios germinan directamente produciendo un
tubo germinativo. Los tubos germinativos pueden penetrar a la planta a través de los
estomas, aunque generalmente forman un apresorio, de tal manera que la hifa de penetracion
ingresa directamente a través de la cuticula. Una vez dentro de la planta, el micelio se
desarrolla intra e intercelularmente proyectando haustorios dentro de las células para
alimentarse (Agrios, 1995; Platt, 1990).

En la reproduccion sexual del hongo estan involucrados dos grupos de
compatibilidad, A1 y A2. Cuando las hifas de grupos de compatibilidad opuesto hacen

contacto, se forman anteridios y oogonios. El oogonio crece a través del anteridio y luego se
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expande rapidamente debido al flujo de citoplasma a través de la base oogonial. Después de
la fertilizacion se desarrolla una oospora de pared gruesa. La germinacion de las oosporas
involucra el consumo de los cuerpos lipidos en el ooplasto, disolucion de la pared oosporica
y la formacion de un tubo germinativo, el cual produce micelio o un esporangio; éste puede

germinar directamente o producir zoosporas (Drenth ez al., 1993).

2.7.- Grupos de compatibilidad.

El estado sexual de P. infestans permanecié como un misterio por mas de medio
siglo. Varios investigadores reportaron el hallazgo de oosporas de P. infestans en Europa y
en los Estados Unidos, algunas veces en tubérculos u hojas de papa infectadas, asi como en
cultivos puros del hongo en medio de cultivo (Clinton, 1911; Pethybridge y Murphy, 1913,
Lohnis, 1922; de Bruyn, 1923; Ericksson, 1923). Sin embargo, nunca se di6 una explicacion
adecuada para estas apariciones esporadicas del estado sexual y a menudo las observaciones
reportadas no pudieron ser repetidas experimentalmente (Niederhauser, 1991). Esto trajo
como consecuencia la sospecha de que P. infestans fuera mas bien un hongo heterotalico
que necesitaba la participacion de dos talos diferentes para su reproduccion sexual.

Por este motivo se inici6 una serie de investigaciones que consistieron en
cruzamientos interespecificos, pero no fué sino hasta 1956 cuando en Estados Unidos se
obtuvieron los primeros resultados positivos. Del trabajo realizado en la Universidad de
Virginia del Oeste en Estados Unidos, se concluyé que P. infestans es una especie
heterotalica. Smoot ef al. (1958) reunieron 109 aislamientos de varios paises de Europa,
Sudafrica, Estados Unidos, Canada, las Islas Occidentales y Meéxico, e hicieron
apareamientos en todas las combinaciones posibles y encontraron que: tres aislamientos de
México formaron oosporas en abundancia con todos los aislamientos extranjeros pero no
con uno de México, lo cual permitia concluir que P. infestans es heterotalico y que sélo en
Meéxico existian los dos grupos de compatibilidad (Al y A2). Resultados similares
reportaron Gallegly y Galindo en ese mismo afio, en México. De 95 aislamientos
procedentes de Toluca, Chapingo y lugares circunvecinos: 52 (55%) reaccionaron como del
grupo Al y los restantes 43 (45%) reaccionaron como A2, o sea, aproximadamente en la

proporcion de 1:1. Ademas, en hojas de la variedad Kathadin con infeccion natural, también
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encontraron oosporas. Arbritariamente, los aislamientos que se aparearon con el aislamiento
43M y no formaron oosporas se colocaron en el grupo Al, mientras que aquellos que se
aparearon con aislamientos extranjeros y formaron oosporas se colocaron en el grupo A2.

Para conocer la reaccion de compatibilidad de un aislamiento desconocido, €éste se
coloca en el centro de una caja Petri y a cada lado los aislamientos de compatibilidad
conocida. La produccion de oosporas tiene lugar solo con uno de estos aislamientos después
de que se mezcla el micelio de las dos colonias.

El crecimiento de los grupos de compatibilidad Al y A2 en un medio de cultivo con
el proposito de producir oosporas y de establecer la progenie de una sola oospora, se

conoce como un apareamiento o una cruza (Shaw, 1991).

2.8.- Aparicion del grupo de compatibilidad A2 fuera de México.

Fuera de la Mesa Central de México no se habian detectado aislamientos del grupo
de compatibilidad A2, por lo que P. infestans se reproducia en forma asexual unicamente.
Sin embargo, en los primeros afios de la década de 1980, se descubrieron aislamientos del
grupo A2 en Suiza (Hohl e Iselin, 1984) y, posteriormente, en muchos otros paises, de todos
los continentes, excepto la Antartida y Australia (Drenth ef al., 1993; Fry ef al., 1993), tal
como se observa en el Cuadrol.

En México, ambos grupos de compatibilidad se encontraron en una proporcion de
1:1 (Gallegly y Galindo, 1958). En Europa el grupo Al aparece como el mas comun. Para
Alemania y Holanda, el nimero de aislamientos A2 fluctua entre 15 y 50% de las muestras
probadas. Para aislamientos de Japon la proporcion Al:A2 se estim6 ser de 1:9 (Schober y
Turkensteen, 1992).

A partir del descubrimiento de aislamientos del grupo de compatibilidad A2 en
Europa, se han presentado varias hipotesis para explicar su aparicion. Una hipotesis
establece que el grupo A2 se origind del grupo Al ya sea por mutacion o recombinacion
mitodtica (Schattock ef al., 1990).

La segunda hipotesis establece que aislamientos del grupo A2 estuvieron presentes
antes de 1980, pero a una frecuencia tan baja que nunca se detectaron (Shaw, 1987). Un

incremento en la frecuencia de ciertos genotipos puede ocurrir cuando la aptitud relativa de
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esos genotipos cambia debido, por ejemplo, a una mutacion o a un cambio en el ambiente.
Un cambio significativo en el ambiente para P. infestans pudo haber sido la introduccion del

fungicida metalaxyl en 1979 (Davidse et a/., 1981, citado por Drenth, ef al., 1993).

Cuadro 1. Paises donde se ha reportado la presencia del grupo de compatibilidad A2 de
Phytophthora infestans y el afio en el cual se detectd por primera vez (Drenth ez al., 1993).

PAIS ANO REFERENCIA
México 1956 Niederhauser (1956). Tr. N. York Acad. Sci. 19:55-63
Alemania del Este 1980 Dagget ef al. (1993). Phytopathology 83: 319-323.
Suiza 1981 Hohl & Iselin (1984). Tr. Br. Mycol. Soc. 83: 529-530.
Inglaterra/Gales 1981 Tantius ef al. (1986). Plant Pathology 35: 578-571.
Holanda 1981 Frinking et al. (1987). Neth. J. P1. Pathol. 93: 147-149.
Escocia 1983 Malcolmson (1985). Tr. Br. Mycol. Soc. 85: 531.
Israel 1983 Grinberger ef al. (1989). Phytoparasitica 17: 197-204.
Egipto 1984 Shaw et al. (1985). Plant Pathology 34: 552-556.
Suecia 1985 Kadir & Umaerus (1987). Ab. 10th EAPR conf. DK p. 223.
URSS 1985 Vorob’eva et al. (1991). Mikolog. y Fitopatol. 1: 62-67.
Jap6n 1985 Mosa et al. (1989). An. Phytopath. Soc. Jap. 55: 615-620.
Alemania del Oeste 1985 Schober & Rullich (1986). Potato Research 29: 395-398.
Brasil 1986 Brommonschenkel (1988). M. Sc. Thesis Vicosa, Brasil.
Estados Unidos 1987 Deahl et al. (1991). Amer. Potato Journal 68: 717-726.
Polonia 1988 Spielman ef a/. (1991). Plant Pathology 40: 422-430.
Irlanda 1988 O’Sullivan & Dowley (1991). Irish. J. Agr. Res. 30: 67-69.
Canada 1989 Deahl ef al. (1991). Amer. Potato Journal 68: 717-726.
Ecuador 1989 Fry et al. (1993). Plant Disease 77: 653-661.
Colombia 1990 Fry et al. (1993). Plant Disease 77: 653-661.
Bolivia 1990 S. B. Goodwin, no publicado.
Korea 1991 Y. J. Koh, no publicado.
China ? Fry et al. (1993). Plant Disease 77: 653-661.

La tercera hipotesis explica la presencia de aislamientos del grupo A2 a través de su
introduccion reciente desde la Mesa Central de México. Con la aparicion del grupo A2 se
incrementé significativamente la diversidad de factores de virulencia. La diversidad de
virulencia en aislamientos europeos es ahora similar a la que se presenta en la Mesa Central
de México, donde ocurren muchas razas diferentes y complejas de P. infestans (Rivera -
Pefia, 1990). Los aislamientos europeos colectados antes de 1980 difieren en los alelos de
alozimas (enzimas que difieren en la movilidad electroforética como resultado de la
diversidad alélica en un solo gene, segin Drenth y Govers (1994). Los aislamientos del
grupo Al colectados antes de 1980 presentaron los zlelos 86 y 100 en Gpi (glucosa
isomerasafosfato) y los alelos 92 y 100 en Pep (peptidasa). En aislamientos del grupo Al y
A2 colectados después de 1980, los alelos Gpi 86 y Pep 92 fueron reemplazados por los
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alelos 90 y 83, respectivamente (Spielman et al., 1991). Ambos alelos estan pesentes en
aislamientos de México. Estas observaciones y el analisis de los perfiles de hibridacion de
ADN de poblaciones de P. infestans apoyan la hipotesis de una reciente introduccion.

La aparicion mas probable del grupo de compatibilidad A2 puede ser explicada por
una introduccion de México por actividades humanas tales como el comercio de papas para
el consumo doméstico y productos frescos (tomates), o el transporte de suelo con oosporas
(Drenth ef al., 1993; Fry et al., 1993). Esta hipotesis es la mas aceptada para explicar la

aparicion de la amplia diseminacion del grupo de compatibilidad A2.

2.9.- Ciclo de la enfermedad.

En las areas tropicales donde se cultiva papa todo el afio, la fase de invernacion de P.
infestans no tiene importancia; sin embargo, en lugares donde la diferencia de las estaciones
es marcada, la invernacion del hongo se hace en forma de micelio, ya sea en los tubérculos
de plantas voluntarias, en los tubérculos desechados que se apilan cerca del campo de
cultivo y de almacenes o en los que se almacenan para semilla (Thurston y Schultz, 1981).

El micelio se propaga en los tejidos de los tubérculos de papa y por tltimo llega a
unos cuantos de los brotes que se formaron a partir de los tubérculos infectados que se
utilizan como semilla. Dicho micelio se desarrolla entre las células medulares del tallo, pero
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 producen 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, si la temperatura oscila entre 10 y 25°C. El
esporangio libera zoosporas, las cuales son motiles en agua, después se enquistan y
producen un tubo germinayivo que penetra dentro del tejido del hospedante. Este proceso
requiere aproximadamente de Y2 a 2 % horas, dependiendo de la temperatura y de las
condiciones de la planta hospedante. Los esporangios también pueden formar tubos

germinativos e infectar directamente a la planta. El tubo germinativo penetra la cuticula de la
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hoja o entra a través de un estoma y forma un micelio que crece profusamente entre las
células y envia haustorios largos enrollados hacia el interior de ellas. Las células en las que
el micelio se nutre tarde o temprano mueren y conforme empiezan a degradarse, el micelio
del hongo se propaga periféricamente en los tejidos carnosos de las hojas. Al cabo de unos
dias después de haberse producido la infeccion, emergen nuevos esporangioforos a través de
los estomas de otras plantas. En un clima favorable, el periodo comprendido entre la
aparicion de la infeccion y la formacion de los esporangios puede durar tan solo cuatro dias,
y como consecuencia, pueden producirse en una sola estacion de crecimiento nuevas
infecciones y numerosas generaciones asexuales del hongo. Conforme avanza la enfermedad,
las lesiones previas continian extendiéndose y aparecen otras de ellas, dando como
resultado la muerte prematura del follaje y una disminucion proporcional en la produccion
de tubérculos (Agrios, 1995).

La segunda fase de la enfermedad, o sea la infeccion de los tubérculos, se produce en
el terreno de cultivo durante tiempo lluvioso, cuando los esporangios son arrastrados de las
hojas y transportados hacia el suelo. Los tubérculos de papa que se localizan cerca de la
superficie del suelo son atacados por las zoosporas que han sido liberadas y que germinan, y
penetran en ellos a través de heridas o lenticelas. En el tubérculo, el micelio se desarrolla
principalmente entre las células y envia sus largos haustorios en forma de hoz hacia el
interior de ellas. Los tubérculos rara vez son infectados por el micelio que crece hacia la
parte inferior del tallo de una planta enferma. Sin embargo, si durante la cosecha los
tubérculos son contaminados por esporangios todavia presentes en el suelo o bien si estos
tubérculos son expuestos en tanto el hongo se encuentre esporulando en el follaje
parcialmente enfermo de algunas plantas, es muy probable que se produzca otra infeccion
que en principio no se hizo evidente, pero la cual mas tarde se desarrolla durante el
almacenamiento de los tubérculos. La mayoria de los tubérculos que han sido infectados se
pudren en la tierra o bien cuando son almacenados (Agrios, 1995).

Ademas de la fase asexual, P. infestans tiene un medio de reproduccion sexual. Este
requiere de la infeccion y crecimiento del micelio en el tejido de la planta de papa. Sin
embargo, esto es mas raro en la naturaleza, ocurriendo unicamente cuando existen los dos

grupos de compatibilidad diferente y estan en contacto dentro de la misma planta. Después
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los dos grupos producen los gametangios masculino (anteridio) y femenino(oogonio), ocurre
el intercambio genético y el desarrollo de la oospora. Esta puede germinar por medio de un
tubo germinal que forma un esporangio apical, el cual puede liberar zoosporas o formar un

tubo germinal (Smoot ef al., 1958; Platt, 1992).

2.10.- Epidemiologia.

El desarrollo epidémico del tizon tardio depende en gran parte del efecto que tiene la
humedad y la temperatura sobre las distintas etapas del ciclo de vida del hongo, el cual
muestra una mayor esporulaciéon a una humedad relativa (HR) del 100% (91-100%) y a
temperaturas entre 16 y 22°C. Los esporangios pierden su viabilidad al cabo de 3 a 6 horas a
HR por debajo del 80%. Extensos periodos secos o una deshidratacion rapida pueden matar
rapidamente muchos esporangios, pero dentro de una temperatura de 15 a 20°C y 40 a 80%
de HR, la rehidratacion lenta prolonga mas la vida media en comparacion a una
rehidratacion rapida (Minogue y Fry, 1981). La temperatura Optima para la germinacion
indirecta, esto es produciendo zoosporas es de 12°C, mientras que la germinacion directa
por formacion de un tubo germinativo se realiza a 24°C; a pesar de ello, ambas formas de
germinacion pueden realizarse en condiciones similares de temperatura. Las zoosporas
producen un tubo germinativo y apresorio en presencia de agua libre y la penetracion se
realiza penetrando en los tejidos; el micelio del hongo se desarrolla con mayor rapidez
dentro del intervalo de temperatura de 17 a 21°C, el cual es también Optimo para esporular.
Las temperaturas mayores a los 30°C inhiben el desarrollo del hongo en el campo, pero no
lo destruyen, de ahi que pueda esporular de nuevo cuando la temperatura sea favorable, pero
siempre y cuando la HR sea suficientemente alta (Thurston y Schultz, 1981; Agrios, 1995).

La diseminacion continua de la enfermedad depende de las condiciones climaticas y
del hospedante. La edad y posicion de las hojas sobre la planta afecta el grado de
susceptibilidad, las hojas mas bajas y viejas son mas susceptibles (Carnegie y Colhoun, 1982,
citado por Platt, 1992). Asimismo, la epidemia progresa a una tasa mas lenta en plantas de
edad intermedia que en plantas mas viejas, particularmente para variedades de maduracion
tardia (Fry y Apple, 1986). La tasa de desarrollo de la enfermedad, incluyendo la

esporulacion, es afectada por el grado de resistencia general y madurez. Mientras que las
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plantas jovenes y viejas son mas susceptibles que aquéllas de edad intermedia, la tasa de
esporulacién disminuye a medida que la edad de la planta se incrementa (Rotem et al.,
1983). La intensidad de luz afecta el desarrollo de la enfermedad, con intensidades altas se
reduce la invasion micelial y el tamafio de la lesion en comparacion a intensidad de luz baja
(Victoria y Thurston, 1974). La diseminacién de la enfermedad también es mas rapida
cuando la canopia es mas densa, lo cual resulta en condiciones microclimaticas alteradas,
con humedad mas alta y temperaturas mas frias (Hirst y Stedman, 1960, citado por Platt,
1992). Estos factores también afectan la esporulacion del hongo sobre el tejido y por tanto
el desarrollo continuo de una epidemia.

Los esporangios llevados por la lluvia de las hojas infectadas pueden invadir a los
tubérculos, particularmente a aquellos cercanos a la superficie del suelo. La infeccion es
principalmente a través de los ojos, lenticelas y heridas, y ocurre en unos pocos dias después
de una lluvia. La temperatura del suelo también esta involucrada, ocurre mayor pudricion de
tubérculos en suelos humedos y frios que en suelos secos y calientes, y la incidencia de la
pudricion de tubérculos disminuye a medida que la temperatura se aproxima a 18°C. La
esporulacion puede ocurrir aproximadamente una semana después de la infeccion. Se ha
encontrado que la desecacion del follaje de la planta disminuye la resistencia a la pudricion
de tubérculos después de la cosecha, lo cual es un tiempo crucial para la infeccion. La
diseminacion de tubérculos con pudricion por tizén tardio normalmente no es un problema
en el almacén, pero los tubérculos dafiados y expuestos a indculo durante la cosecha pueden
desarrollar sintomas en el almacén. El hongo sobrevive bajo condiciones de temperatura y
humedad que son normales para la supervivencia de los tubérculos, esto permite que se
regenere el ciclo de la enfermedad cuando el tubérculo es plantado o crece como una planta
voluntaria en el campo o en los lugares donde se apilan cerca del campo o almacén (Platt,
1992).

Las oosporas coﬂstituyen una fuente de indculo primario potencialmente amenazante
en areas donde ocurren simultaneamente ambos grupos de compatibilidad, pero los factores

y mecanismos que inducen la germinacion de las oosporas estan todavia poco entendidos.
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2.11.- Variabilidad patogénica.

El primer registro de la variabilidad patogénica en P. infestans fue hecho por
Giddings y Bérg (1919), quienes observaron que los aislamientos de papa fueron
patogénicos Unicamente a papa, mientras que aquellos de tomate fueron mas patogénicos a
papa que a tomate.

En 1938, Reddick y Mills, en Nueva York, observaron que el patogeno aumentaba
progresivamente su virulencia mediante transferencias sucesivas en variedades resistentes.
En Holanda, De Bruyn, trabajando al principio con cultivos puros procedentes de una
zoospora inoculada en tubérculos resistentes, logrd aislar cultivos puros de elevada
virulencia sobre estos ultimos. Mills (1940) observo un fendmeno similar sobre tomate. Sus
observaciones fueron consideradas durante un cierto tiempo como una posible respuesta de
adaptacion al sustrato, pero estudios posteriores han sugerido la posibilidad de que el hongo
sufre frecuentes mutaciones en cuanto a su caracter patogénico (Walker, 1965).

Segin Salaman (1926), citado por Calderoni (1975), los primeros intentos para
resistencia a tizon tardio en papa se iniciaron en 1851, entre variedades de Solanum
tuberosum, pero la resistencia obtenida no duré largo tiempo. Shick, en 1932, al utilizar
plantas de papa con germoplasma de la especie S. demissum, la cual ahora sabemos que
tiene genes de resistencia, encontr6é por primera vez la presencia de razas fisiologicas; €sto
ocurrié algunos afios después de la introducion de variedades resistentes a tizon tardio a
partir del cruzamiento de las dos especies de Solanum mencianadas.

La pérdida de resistencia a tizon tardio se observo desde 1932 en Europa (Muller,
1933) y en Estados Unidos (Reddick y Crosier, 1933), citado por Turkensteen (1993). Al
intervenir S. demissum como portador de genes de resistencia, se penso resuelto el
problema, pero los clones obtenidos fueron atacados por nuevos biotipos. Esta habilidad
patogénica, puso de manifiesto la existencia de razas fisiologicas.

A partir de lo antes mencionado, ha sido posible obtener un grupo de plantas con
diferentes tipos de resistencia para que en ellas el hongo pueda manifestar sus diferentes
capacidades de patogenicidad. Entonces, en 1952 Mills y Peterson, en los Estados Unidos,

Mastenbroek en Holanda y Black en Inglaterra, usando plantas diferenciales obtenidas de
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hibridos entre S. tuberosum y S. demissum, identificaron 6, 8 y 11 razas, respectivamente
(Galindo,1958).

En cada uno de los trabajos anteriores se usé un sistema diferente para denominar
tanto a las razas como a los genotipos, por lo que ninguno de estos investigadores podia
saber la relacion de sus resultados con los resultados publicados en los otros dos trabajos.
Con el fin de resolver este problema todos estos investigadores compararon sus plantas
diferenciales con las que habian determinado sus razas, encontrando que los genotipos para
resistencia de estas plantas, estaban formados por la misma clase de genes. Por esta razon
propusieron un sistema internacional de nomenclatura para la designacion de las diferentes
razas de P. infestans y los genes que controlan la resistencia en S. demissum; adoptando la
nomenclatura usada por Black y basando su analisis sobre el concepto de gene por gene
(Black et al., 1953).

A los genes que controlan, por efecto de hipersensibilidad, a razas de P. infestans y
derivados de S. demissum, se les denominé R1, R2, R3 y R4. Por medio de hibridaciones
adecuadas y retrocruzas cada gene que se hereda en forma independiente y como dominante
simple en la segregacion mendeliana, fue posible lograr la combinacion de los cuatro genes.
La combinacion de los genes mencionados ha permitido la obtencion de 15 clones, y los
genotipos que se pueden formar son los siguientes: (R1), (R2), (R3), (R4), (R1R2), (R1R3),
(R1R4), (R2R3), (R2R4), (R3R4), (R1R2R3), (R1R2R4), (RIR3R4), (R2R3R4) y
(RIR2R3R4). Con plantas que poseen estos genotipos, mas otro completamente susceptible
(1), es posible identificar 16 razas (24=16 razas. Ver Cuadro 2). Los genes demissum R son
altamente resistentes a la forma silvestre de P. infestans normal sobre S. tuberosum a la que
se designa como raza 0. Las razas son denominadas con numeros y de acuerdo al genotipo
mas complejo de la planta a la que es capaz de atacar, por ejemplo: si un aislamiento de P.
infestans al inocularla sobre las diferenciales ataca a plantas con genotipos (r), (R1) y (R3),
pero no a aquellos genotipos en los que se encuentren genes R2 y R4, recibira el nombre de
raza 1,3. Una planta con el gene R1 es susceptible a la raza 1 ¢ a cualquier otra raza con el
numero 1 en su designacion, pero resistente a las razas 2, 3 y 4 6 razas con 2, 3, 6 4 en
cualquier combinacion en su designacion. De igual forma, una planta con el gene R2 es

susceptible a la raza 2, pero es resistente a las razas 1, 3 y 4. Una planta con los dos genes
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R1 y R2 es susceptible a la raza 1.2, 6 a cualquier otra raza con ambos numeros 1y 2, pero
es resistente a otras razas (Galindo, 1958; Calderoni, 1975; Walker, 1965; Vanderplank,
1984).

El sistema de nomenclatura propuesto por Black ef al. (1953) permitia la
identificacion de 16 razas de P. infestans, siendo la raza 1.2.3.4., la mas compleja. Pero
tiempo después, se registraron razas mas complejas la 1.2.3.4.5;1a 1.23.4.6yla 1.2.3.4.5.6
(Eide, Borde, Gallegly, Graham, Mills, Niederhauser y Wallin, 1959). Asi, se registraron los
genes R5 y R6 en dos clones de S. demissum, 3053-18 y XD2-21, de Canada, y para su
designacion se siguio el sistema de nomenclatura original a fin de mantener un sistema
comparativamente simple. Las razas de P. infestans capaces de atacar a los genotipos R5 6
R6, 0 ambos, se observaron en aislamientos del Reino Unido y otros paises (Malcolmson y
Black,1966).

Posteriormente, Malcolmson y Black (1966) reportaron tres nuevos genes mayores
para hipersensibilidad de S. demissum, designandolos como R7, R8 y R9. Ademas,
identificaron nueve nuevas razas, cada una capaz de superar la hipersensibilidad inducida por
al menos uno de los nuevos genes y todas originadas de la raza 1.2.3 4.

Actualmente, se reconocen once genes R derivados de S. demissum, designados

como R1 a R11, portados por un juego de clones diferenciales en la serie de Black (Wastie,
1991).

2.11.1.- Concepto de raza fisiolégica.

Desde principios de este siglo ya sea habian observado variaciones en la virulencia
con respecto a las variedades de un hospedante (Barrus, 1911). Estas variaciones se
llamaron razas fisiologicas (Stakman, 1914) o, mas brevemente razas (Parlevliet, 1985). A
continuacion se presentan algunas definiciones de este coricepto.

Conjunto aleatorio de virulencias y avirulencias, determinado externamente por
adaptacion a los hospedantes e internamente por interacciones inter o intraalélicas, todos

sujetos a control ambiental (Vanderplank, 1984).



Cuadro 2. Relacion entre genes de resistencia de papa y razas de Phytophthora infestans de acuerdo al Sistema Internacional
de Nomenclatura (Black et al., 1953).
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Una poblacion en la cual todos los individuos portan la misma combinacion de genes
de virulencia. Un genotipo del patogeno caracterizado por una combinacion especifica de
factores de virulencia. Por lo que una raza se define unicamente sobre la base de sus genes
de virulencia, y éstos solo pueden ser observados cundo se exponen a los correspondientes
genes de resistencia (Parlevliet, 1985 y 1994).

Conjunto aleatorio de virulencias y avirulencias determinado en una serie de

hospedantes diferenciales (Roelfs ez al., 1992).

2.11.2.- Origen de las razas fisioldgicas.

En la naturaleza la mayoria de las razas fisiologicas se originan por mutacion
(Toxopeus, 1956, Gallegly, 1968). La reproduccion sexual también puede ser una fuente
importante del desarrollo de razas, sobre todo en los lugares donde coexisten los dos grupos
de compatibilidad (Romero y Erwin, 1969). Alguna variacion puede ser generada por un
ciclo parasexual (Leach y Rich, 1969), o también estar bajo control citoplasmico (Caten y
Jinks, 1968). La reciente confirmacion de la ocurrencia del grupo A2 en la mayoria de los
paises productores de papa en el mundo, puede sugerir una mayor importancia de la
recombinacion sexual (hibridacion) como mecanismo de variabilidad en P. infestans. Sin
embargo, la mutacion y/o recombinacion mitética pudo haber contrubuido a la variacion en
virulencia (razas) en lugares donde unicamente el grupo Al ha existido. Algunos grupos de
aislamientos que fueron monomorficos para alozimas, RLFPs y grupo de compatibilidad, se
ha demostrado que son polimorficos en loci de virulencia/avirulencia. Por ejemplo, las
alozimas han indicado bajos niveles de diversidad en las poblaciones de P. infestans en el
Reino Unido antes de 1980, pero Shattock ef al. (1977) encontraron aislamientos con un
mayor numero de virulencias especificas que pueden tener origen por mutacién y/o
recombinacion mitética (Fry ef al., 1992).

Con la serie de diferenciales de Black ef al. (1953) en 1956, se completo en México,
el reconocimiento de 16 razas fisiologicas, nimero mayor al registrado en cualquier otro
pais del mundo. La razon parecia obvia: esta variacion del patogeno en México no podia
deberse unicamente a mutacion, sino a otro mecanismo, la hibridacion, muy posible al

encontrarse en el campo los dos gupos de compatibilidad. La comprobacion llegé en 1969,
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cuando Romero y Erwin, al cruzar un aislamiento raza 0 por otro aislamiento raza 1.2.3.4,
obtuvieron una progenie de cultivos mono-oospoéricos con genotipos muy variados (raza 0,
raza 1, raza 2, etc.), indicativos de la capacidad de P. infestans para generar nuevos biotipos
por hibridacion (Romero, 1988), lo cual también ha sido sugerido por estudios anteriores y
posteriores (Gough, 1957; Smoot et al., 1959; Savage y Gallegly, 1960; Niederhauser,
1961; citados por Gallegly, 1968).

Laviola y Gallegly (1983) confirmaron y ampliaron los resultados de Romero y
Erwin (1967) sobre la ocurrencia de recombinacion sexual en P. infestans. Sus resultados
indican que a través del proceso sexual los caracteres de patogenicidad se unen o segregan

independientemente, aparentemente en una forma simple mendeliana.

2.11.3.- Razas fisiologicas de P. infestans en México.

La determinacion de razas en México fué iniciada en 1952 por Mills y Niederhauser.
La forma como lo hicieron, fue sembrando en el Valle de Toluca un grupo de plantas
diferenciales mas 134 selecciones de papa con genotipo R1,R2, las cuales se habian
comportado como resistentes en los Estados Unidos. Después de poco tiempo todas esas
plantas mostraron lesiones, indicando con ello la existencia de un nimero mayor de razas a
las presentes en los Estados Unidos. Mas tarde, Servin (1954), De la Fuente (1955), citados
por Galindo (1958), aislaron e identificaron las 16 razas posibles de determinar y de las
cuales algunas estaban como teoricas solamente (basandose en los cuatro genes R
descritos). Niederhauser ef al. (1954) encontraron que en un clon de S. demissum que se
habia comportado resistente a la raza 1.2.3.4, lleg6 a ser atacado por otra cepa, indicando
con ello la existencia de razas aiin mas patogenas o especializadas que la 1.2.3.4.

Graham ef al. (1956) encontraron en el Valle de Toluca una alta proporcion de razas
0, 1, 2 y 4 sobre S. tuberosum. Las razas mas complejas, tales como,1.2.4, 1.3.4y 1.2.3.4,
se obtuvieron de lineas de S. demissum y de hibridos de las dos especies antes mencionadas.

Rivera-Pefia (1990) realiz6 una investigacion de razas de P. infestans durante 1985 y
1986 en la pendiente oeste del Volcan Nevado de Toluca, México. El analiz6 aislamientos
colectados de plantas infectadas de especies silvestres de Solanum (la mayoria de S.

demissum, con 35) entre 2900 y 3900 m de altitud. De 71 aislamientos probados (de 77
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colectados) para virulencia, usando un juego de plantas diferenciales con los genes de
resistencia R1 a R11 (excepto R6) y a la variedad Lopez como testigo susceptible (r),
identificO 48 razas. Ninguno fue raza 0, pero todos los otros genes de virulencia se
identificaron. La mayoria de estos se presentaron en 60-70% de los aislamientos y los mas
comunes fueron los genes 2 y 4, los que se presentaron en 77% y 79% de los aislamientos,
respectivamente. El gene de virulencia 9 fue el menos frecuente (en 22% de los
aislamientos), al igual que el gene 8 (40% de los aislamientos). Los aislamientos con ocho
genes de virulencia fueron los mas comunes (15 de 71=21%), seguidos por aquellos con
nueve y diez genes cada uno. Ademas, no encontr6 diferencias respecto a altitud en la
frecuencia de genes de virulencia o de complejidad de razas.

Este mismo autor sefiala que la frecuencia de genes de virulencia encontrados en su
investigacion confirman parcialmente las observaciones hechas en 1976-1977 en el campo
experimental de Toluca, donde la raza 4 fue la mas comin en condiciones naturales y las
razas 8 y 9 las menos comunes.

La gran cantidad de razas existentes en México y especialmente en el Valle de
Toluca, han hecho de este lugar un centro internacional para probar en una forma severa la
resisrencia de las progenies de papa resultantes en los programas de mejoramiento en otros

paises (Galindo, 1958; Niederhauser, 1986).

2.11.4.- Razas fisiologicas de P. infestans fuera de México.

En Alemania, antes de 1950, la raza 0 fue la mas comun, pero entre el periodo de
1950 a 1990 ocurri6 un incremento en la diversidad del contenido de genes de virulencia y
en el nimero de genes de virulencia por aislamiento en las poblaciones de P. infestans. Asi,
en 1985, de 47 aislamientos colectados, se identificaron 14 razas diferentes (Schober y
Turkensteen, 1992).

Shattock ef al. (1977) registr6 un rango amplio de razas diferentes de P. infestans en
el Reino Unido entre 1970 y 1973. Las razas con tres 6 mas genes de virulencia especifica
fueron las mas frecuentes.

De 77 aislamientos de P. infestans colectados en 1988 en Holanda, se identificaron

27 razas, siendo mas frecuente la raza 1.3.4.7.10.11 (Schober y Turkensteen, 1992). Drenth
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et al. (1994), en este mismo pais, encontraron ocho razas direrentes de aislamientos
colectados antes de 1980, siendo los genes de virulencia 1, 2, 3, 4 y 10 los mas comunes.
Después de 1980, aparecieron nuevos genes (5, 6, 7, 8 y 11) indicando un tremendo
incremento en la diversidad para virulencia, detectandose 73 razas de 253 aislamientos
analizados.

Andrivon (1994a) identifico 19 razas de 116 aislamientos de P. infestans colectados
durante 1991-1993 en los cultivos de papa y tomate en Francia. Las razas mas comunes
fueron: 1.3.4.7.11,1.3.478.11y1.3.4.7.10.11 en 1991, laraza 1.3.4.7.11 en 1992 y la raza
1.3.4.7.10.11 en 1993. Ninguno de los aislamientos fue virulento para los genes R2 6 R6, y
unicamente uno para RS5. El nimero medio de genes de virulencia por aislamiento fue 5.78
en 1991, 435 en 1992 y 4.53 en 1993.

Sujkowski e al. (1996) estudiaron la virulencia especifica de 95 aislamientos de P.
infestans colectados en Polonia de 1985-1991 y determinaron 22 razas, siendo mas comunes
las razas 1.2.3.4.7.10.11y 1.2.3.4.5.7.10.11.

Generalmente, unas pocas razas dominan eﬁ las poblaciones de P. infestans en
Europa. Las razas mas frecuentes en varios paises son las:1.3.4.7.10.11 y 1.3.4.7.8.10.11,
perolaraza 1.3.4.7.11y 1.3.4.6.7.8.10.11 también son importantes, la Gltima, especialmente
en Suiza e Israel durante 1994/95 (Gisi y Cohen, 1996).

La existencia de razas fisiologicas en los Estados Unidos parece ser diferente: en
1992-1994 aproximadamente la mitad de los aislamientos probados presentaron de cero a
cuatro genes de virulencia, mientras que la otra mitad de seis a nueve genes (Goodwin ef al.,
1995, citado por Gisi y Cohen, 1996).

Las primeras razas de P. infestans identificadas en China fueronla 0, 1.4y 1.3.4. En
la década de 1960, los aislamientos presentaron las razas 0, 1, 4, 1.4, 24 y 1.3.4,
prevaleciendo la raza 4 en 63% de los aislamientos. En 1990 se detectaron las razas 6, 7, 8 y

10 (Zhiming, 1996).

2.11.5.- Herencia de la virulencia de P. infestans.
Varios investigadores han demostrado la segregacion de virulenca en la progenie F1

(Romero y Erwin, 1969; Gallegly, 1968; Laviola y Gallegly, 1983).
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Al-Kherb (1988), citado por Spielman et al. (1990), observd segregaciones que
sugieren un solo locus para el control de virulencia contra los genes de papa R1, R2, R3 y
R4, con avirulencia dominante. Spielman ef al. (1990) no pudo verificar estos resultados en
todos los aspectos. La virulencia aparecié ser dominante y controlada por un solo locus
contra los genes R2 y R4. La avirulencia contra R3 parece ser dominante y posiblemente
controlada por dos loci en el hongo.

Swah (1990) al analizar la progenie de cinco apareamientos, establece que opera un
sistema gene por gene, donde los alelos para avirulencia son dominantes sobre los alelos
para virulencia y que los progenitores avirulentos son frecuentemente heterocigotos en su
loci para virulencia. El mismo autor, en 1994, al analizar los resultados de herencia de la
virulencia en la progenie de 13 apareamientos obtenidos por varios investigadores, indica
que la mayoria de los datos apoyan la hipdtesis de que un solo gene en el patdégeno
condiciona la habilidad para atacar una diferencial portando un solo gene de resistencia.
Ademas, como generalmente es aceptado, para la mayoria de los patosistemas estudiados,
los alelos para avirulencia son dominantes y los alelos para virulencia recesivos en cada
locus génico.

Los resultados de Spielman ez al. (1990) también apoyan la hipotesis de gene por
gene en P. infestans, indicando que la virulencia contra R2 es controlada por un solo locus;
mientras que la virulencia contra R4 puede estar determinada por uno 6 dos loci, ya que la
segregacion de virulencia/avirulencia se aparta de la proporcion 1:1. Respecto a esto ultimo,
Al-Kherb et al. (1995) reporta resultados similares, proponiendo una hipotesis alternativa
para explicarlos que incluye una baja agresividad en una parte de la progenie, un segundo
locus inhibiendo la avirulencia en un progenitor, un locus diferente en cada progeniror
determinando- virulencia/avirulencia sobre un gene R, y dominancia de algunos alelos
determinando virulencia. Ademas, observaron segregacion somatica resultado de

recombinacion somatica en un aislamiento progenitor.

2.11.6.- Prueba de virulencia.
Para las pruebas de virulencia se usa el juego de clones de papa diferenciales, cada

uno teniendo uno de los genes R1 - R11 y sus combinaciones (Black ef al, 1953;
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Malcolmson y Black, 1966), ademas de una variedad sin alguno de tales genes. Estos clones
difieren considerablemente en tipo de planta, forma y tamafio de la hoja, madurez,
dormancia de tubérculo, produccion de tubérculos y reaccion al fotoperiodo, pero tambien
con respecto a resistencia residual; por lo que se ha establecido un programa para producir
una serie de diferenciales mas uniforme usando como progenitor hembra a la variedad
Blidstar muy susceptible (Schober y Turkensteen, 1992). |

Las diferenciales R1, R3, R6, R8 y R9 producen una reaccion tipica de
hipersensibilidad, mientras que las R4, R2, R10 y R11, presentan un orden decreciente en su
reaccion de resistencia, produciendo una mezcla de lesiones como pecas y lesiones de
expresion lenta y esporulacion pobre. Para las pruebas de virulencia, cominmente, se usan
hojas desprendidas. Las condiciones bajo las cuales crecen las plantas en el invernadero,
especialmente las concernientes a fotoperiodo e intensidad de luz, asi como bajo las cuales
se alojan los foliolos durante la prueba tienen un impacto importante sobre la expresion de la
reaccion hipersensitiva, y por lo tanto, de los resultados de la prueba. De forma similar, las
hojas jovenes y viejas pueden diferir en su reaccion de hojas de edad intermedia y la
expresion de sintomas es menor sobre el haz. Ademas, la inoculacion por colocacion de
gotas o por aspersion, el tamafio de la gota y la densidad del in6culo tienen un impacto
importante (Schober y Turkensteen, 1992).

A continuacion se indican las condiciones mas apropiadas para llevar a cabo las
pruebas de virulencia, tal como lo reportan varios investigadores como Tooley ez al. (1986),
Spielman ez al. (1990), Andrivon (1994a), entre otros.

Para las pruebas se usan mas comunmente foliolos desprendidos y completamente
expandidos de hojas jovenes de la parte media de la planta (4°-7° nudo) y de plantas de edad
intermedia (6-12 semanas). Las plantas diferenciales se cultivan en el invernadero bajo las
condiciones apropiadas para su desarrollo en cuanto a nutricion, fotoperiodo y régimen de
humedad, similares a las recomendadas para su cultivo en campo. Los foliolos se desprenden
de las hojas y se mantienen con el haz hacia arriba, sobre papel filtro himedo en camara
himeda (cajas Petri o bolsas de plastico). Ademas, puede colocarse un algodon sobre los

peciolos cortados para prevenir su desecacion.
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Se prepara una suspension de esporangios de los aislamientos a probar a partir de
cultivos (creciendo en medios de centeno, jugo V8 o chicharo-agar) por lavado con agua
destilada estéril se colectan los esporangios y se ajusta a una concentracion entre 0.5 - 1.5 X
10° esporangios ml". En algunos casos es necesario pasar los aislamientos de medio-agar a
foliolos o rebanadas de tubérculos de alguna variedad susceptible para restaurar la
patogenicidad o la capacidad de esporulacion, los esporangios se colectan en agua destilada
estéril de lesiones con esporulacion de 6 a 7 dias de edad para usarse como indculo.

Los foliolos se inoculan con una o dos gotas de 50ul de las suspensiones
esporangiales, al lado de la nervadura central y se incuban por 6 dias a 18°C y 16 horas luz
por dia en una incubadora con iluminacion. Para cada aislamiento, se inoculan de 2 a 5
foliolos de cada genotipo diferencial.

La reaccion, resultado de la interaccion entre el hongo y los genotipos de papa se
registra después de 6 dias de incubacion, de la siguiente forma: compatible o positiva
(crecimiento micelial extenso y esporulacion abundante), incompatible o negativa (puntos o
manchas limitadas o ausencia de reaccion visible). Un aislamiento se considera virulento a un

hospedante dado si al menos tres (de 5) de los foliolos producen una interaccion compatible.

En contraste, avirulento.
2.12.- Interaccion hospedante-patégeno.

2.12.1.- Histologia y citologia.

Los eventos histologicos y citologicos en la interaccion papa y P. infestans han sido
revisados por Coffey y Gees (1991) y por Umaerus y Umaerus (1994). La secuencia de
eventos el interaccion se describe con detalle en la revisiones hechas por Coffey y Wilson
(1983) y Clarke (1983).

El desarrollo del tizon tardio de la papa depende de la agresividad del patogeno y de
la respuesta de defensa del hospedante. Las zoosporas de todas las razas germinan con igual
eficiencia sobre variedades resistentes y susceptibles y también la frecuencia es similar (Gees
y Hohl, 1988). En interacciones compatibles asi como incompatibles, las células del

hospedante inicialmente invadidas reaccionan hipersensiblemente y producen un material
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parecido a calosa unas pocas horas después de la inoculacion (Cuypers y Haklbrock, 1988,
citado por Pieterse ef al., 1992). Sin embargo, en la interaccion incompatible, las células
epidérmicas y del mesofilo adyacentes a las células invadidas se tornan necréticas dentro de
5 horas después de la inoculacion, mientras en la interaccion compatible estas células no se
tornan necroticas dentro de las primeras 12-24 horas. Por lo tanto, en general se puede
establecer que en comparacion con interacciones compatibles, en interacciones
incompatibles las células del hospedante responden a P. infestans mas rapidamente por

desencadenamiento de la reaccion de hipersensibilidad.

2.12.2.- Bioquimica o molecular.

La bioquimica de la interaccion hospedante -patogeno en Solanum-P. infestans, ha
sido sujeto de varias revisiones recientes (Preisig y Kuc, 1987; Tomiyama, 1989, citados por
Umaerus y Umaerus, 1994; Friend, 1991; Hohl, 1991; Parker ef al., 1991).

A continuacion se presentan las conclusiones de varias investigaciones que se han
realizado sobre la interaccion molecular, tal como las citan Pieterse ef al. (1992) o Umaerus
y Umaerus (1994).

Compuestos fendlicos.

Tomiyama (1989) indica que en la respuesta de defensa por hipersensibilidad
cooperan los compuestos fendlicos y sesquiterpenoides para proteger al tejido del
crecimiento micelial de P. infestans. La interaccion en las paredes de las células del

hospedante se considera ser causada por productos de oxidacion desencadenados por la

muerte de las células.
Fitoalexinas.

Las fitoalexinas son moléculas antimicrobianas las cuales son producidas por la
planta después de la infeccion, tratamiento inductor o al causar heridas. En los tubérculos de
papa, la produccion de fitoalexinas ocurre principalmente via la biosintesis de terpenoides,
resultando en sesquiterpenoides tales como riquitina, fituberina y lumina. Después de la
infeccion de tubérculos de papa con P. infestans se producen fitoalexinas y entonces se
transportan dentro de las células parduzcas donde se pueden acumular a altas

concentraciones (Sato et al., 1971). Rohwer et al. (1987) estudi6 la acumulacion de



32

fitoalexinas en una interaccion compatible y una incompatible. En tubérculos de papa,
encontraron una acumulacion mas rapida de sesquiterpenoides durante las primeras 24-48
horas después de la infeccion en la interaccion incompatible comparado a una compatible.
En hojas infectadas no se han detectado fitoalexinas. Esto sugiere que al menos en las hojas,
estos compuestos no son necesarios para la defensa contra P. infestans.
Proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR).
Las proteinas PR son un grupo caracteristico de proteinas de la planta , las cuales se
acumulan después de la infeccion, tratamiento inductor y a veces durante la senescencia.
Pierpoiht ef al. (1990) reportaron la presencia de proteinas PR en papa, una proteina
semejante a la taumatina, quitinasa y f-1,3-glucanasa. Sin embargo, no hay evidencias
directas de que estas proteinas, asi como de que otras estén involucradas en la resistencia

contra P. infestans.

3.- SENSIBILIDAD DE Phytophthora infestans A metalaxyl.

3.1.- El fungicida metalaxyl.

El metalaxyl (N (2,6-dimetil)-N-(metoxiacetil)-(alanina metil éster) es un fungicida
fenilamida sistémico altamente activo (preventivo, curativo y erradicativo) contra hongos
oomicetos. Este fungicida fue introducido a finales de la década de 1970 (Urech et al.,
1977) y es usado a nivel mundial para combatir mildiis y enfermedades causadas por
Phytophthora en varios cultivos (Cohen y Coffey, 1986). A nivel comercial, fue
primeramente usado en 1977 en algunos paises de Europa para el control de Phytophthora
infestans en papa (Shattock, 1988).

La molécula de metalaxyl posee una alta fungitoxicidad e inhibe el crecimiento
micelial de P. infestans con valores de CEs entre 0.1 - 0.5 ppm. La esporulacion del hongo
es particularmente inhibida fuertemente a concentraciones mucho mas bajas que aquéllas
necesarias para la inhibicion del crecimiento micelial (Bruck e al., 1980). El metalaxyl tiene
poco o nulo efecto sobre la germinacion de los esporangios o zoosporas, o sobre la

movilidad de estas ultimas. En contraste a los fungicidas protectantes, los cuales son
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fungitoxicos a la espora por si mismos o al tubo germinativo de esta sobre la superficie del
hospedante, el metalaxyl unicamente ejerce su efecto fungitoxico dentro del tejido del
hospedante. La penetracion y la formacion de los primeros haustorios no es afectada pero
después cualquier desarrollo posterior del patogeno es inhibido fuertemente. Cuando se
aplica bajo infecciones ya existentes, se observa un fuerte efecto curativo. El metalaxyl es
absorbido muy rapidamente por las raices, tallos verdes y hojas de papa y tomate, y es
translocado acropetalamente. Bajo condiciones de alta humedad, por ejemplo, aquellas que
son favorables para la infeccion por el patogeno, son particularmente apropiadas para una
distribucion rapida dentro de la canopia. El modo de accion bioquimico del metalaxyl es la
inhibicion de la sintesis de ARN en el hongo por la inhibicion de la ARNr polimerasa
(Schwinn y Margot, 1991).

En el cultivo de papa, el metalaxyl a dosis de 200-250g i. a. ha™" da proteccion de 10
a 15 dias. La molécula es particularmente efectiva en plantas jovenes con crecimiento activo
y ofrece proteccion no unicamente al follaje existente, sino también al nuevo crecimiento el
cual ocurre antes de que la proxima aspersion deba ser aplicada. Este periodo de proteccion
es debido parcialmente a la persistencia del compuesto en el tejido y parcialmente a sus
propiedades curativas. El efecto curativo sobre lesiones existentes es menos marcado y
usualmente es necesario una segunda aspersion después de 5 a 7 dias para detener
completamente el desarrollo de las lesiones y la esporulacion (Schwinn y Margot, 1991).

El tratamiento del follaje con metalaxyl resulta en un nivel alto de proteccion del
tizon en tubérculos. Esto es en parte debido a su excelente actividad antiesporulante, la cual
reduce drasticamente la fuente de zoosporas de las lesiones foliares, sino también se debe a
cantidades pequefias pero suficientes bioldgicamente activas del compuesto (0.02-0.04ppm)

las cuales alcanzan los tubérculos (Bruin ez al., 1982).

3.2.- Pruebas para determinar la sensibilidad.

La sensibilidad de P. infestans a metalaxyl se puede determinar por los siguientes
métodos: discos foliares, hojas desprendidas, plantas completas de papa e in vitro al medir el
crecimiento radial el micelio en medio de centeno-agar con fungicida a diferentes

concentraciones (Sozzi y Staub, 1987).
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El método mas ampliamente usado para determinar la sensibilidad a metalaxyl esta
basado sobre la intensidad de esporulacion del patdgeno en discos foliares que se colocan
sobre una suspension del fungicida a diferentes concentraciones, entre 0.01 y 100ng 1. a. ml”
(Schwinn y Sozzi, 1982; Sozzi y Staub, 1987, Sozzi et al., 1992). Este método es
recomendado por el Comité de Accion contra la Resistencia a Fungicidas (FRAC, por sus
siglas en inglés) y es adaptado para pruebas grandes de muestras compuestas (suspension de
esporangios de muestras de campo), sin la necesidad de transferir o purificar el hongo. Un
inconveniente de este método es que el fungicida debe estar en grado técnico puro para
prevenir que los discos foliares se hundan en la solucion debido a los agentes humectantes
de la formulacion.

Por otra parte, varios investigadores han usado la medida del crecimiento micelial
lineal en medio de agar (centeno, jugo V8) con fungicida para determinar la respuesta a
metalaxyl y en este caso si se puede usar el fungicida formulado (Shattock, 1988; Dagget ef
al., 1993; Therrien ef al., 1993; Drenth ef al., 1993 y 1995, Matuszak ef al., 1994; Young et
al., 1994; Chycoski y Punja, 1996; Goodwin et al., 1996). Para llevar a cabo esta prueba, el
inoculo consiste de discos de agar con micelio (Smm de diametro) del margen de avance de
crecimiento activo de las colonias de 10-20 dias. Estos discos se colocan en medio con o sin
metalaxyl a una concentracién entre 0.001 y 100pg ml' o mayores, y se incuban
temperatura de 18-21°C bajo oscuridad. El crecimiento micelial generalmente se mide
después de 6 a 7 dias, o mas para aquellos aislamientos de crecimiento lento, o bien hasta
que la colonia en ausencia de metalaxyl alcance de 2.5 a 3 cm de diametro.

Algunos autores, como Matuszak ef al. (1994) y Goodwin et al. (1996) encontraron
resultados equivalentes al usar este método en comparacion al método de discos foliares.

La respuesta de crecimiento in vifro para cada aislamiento se calcula como
porcentaje de crecimiento, al medir el diametro de la colonia en medio con fungicida y en
medio sin fungicida después de substraer a ambos el diametro del disco de agar. Con estos
datos se pueden calcular dos tipos de parametros:

1).- La concentracion efectiva de metalaxyl para inhibir el 50% del crecimiento

micelial de un aislamiento (CEs), calculada en base a una regresion lineal de la respuesta
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(media del porcentaje de inhibicion) contra la dosis (logaritmo de la concentracion del
fungicida).

2).- Clases de respuesta para clasificar a los aislamientos como: resistentes a
metalaxyl (RM), intermedios (IM) o sensibles (SM), que varia de acuerdo al autor. Asi,
Shattock (1988), basandose en el porcentaje de crecimiento en presencia de 10pg de
metalaxyl ml”, en relacion al testigo libre de metalaxyl, clasifica a los aislamientos como
RM, IM, o SM si muestran >60%, 10-60%, 6<10% de crecimiento, respectivamente. En
cambio, Dagget et al. (1993) y Therrien et al. (1993) proponen la siguiente clasificacion:
sensible (S= crecimiento relativo a 5 y 100ug 7', menor de 40% respecto al testigo),
intermedio (I= crecimiento relativo a 5pg ', >40% del testigo, pero a 100ug ' <40%) y
resistente (R= crecimiento relativo a 5 y 100ug /' si crecen mas de 40% respecto al
testigo). Por su parte, Goodwin ef al. (1996) consideran como aislamientos sensibles (S)
aquellos que crecen menos del 40% del testigo en medio con Sug ml” y resistentes si crecen
mas de 40% del testigo, ya que esta concentracion del fungicida proporcion6 una excelente
resolucion de aislamientos resistentes y sensibles en estudios previos (Dagget ef al., 1993
Koh ef al., 1994; Matuszak ef al., 1994). En tanto que, Chycoski y Punja (1996) consideran
a un aislamiento insensible (I) si la proporcion de crecimiento a 50pg ml™ es mayor de 0.3,
esto es, si un aislamiento crece 30% respecto al testigo en medio con metalaxyl a S0ug ml”,

y sensible (S), si la proporcion de crecimiento es <0.3.

3.3.- Resistencia a metalaxyl.

Delp y Dekker (1985) definen el concepto de resistencia a fungicidas como una
adaptacion estable y hereditaria de un hongo a un fungicida, que da como resultado una
menor sensibilidad a dicho producto. Por su parte, Ortiz (1989) establece que la resistencia a
un fungicida es la disminucién o pérdida de la capacidad de dicho producto para controlar
una enfermedad fungosa que originalmente controlaba; aun cuando haya sido correctamente
aplicado.

Desde su descubrimiento en 1977, el metalaxyl ha contribuido para el control
efectivo de enfermedades causadas por Peronosporales en general y de P. infestans en

particular. Sin embargo, en 1979, dos afios después de su introduccion en algunos paises se
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colectaron los primeros aislamientos resistentes de Pseudoperonospora cubensis de pepino
cultivado en Israel (Reuveni e al., 1980).

En 1980, se detectaron los primeros aislamientos de P. infestans resistentes a
metalaxyl en campos comerciales de papa en Holanda (Davidse ef al., 1981), en Suiza
(Staub y Sozzi, 1981) y en Irlanda (Dowley y O’Sullivan, 1981, citado por Gisi y Cohen,
1996). A partir de este afio, se han reportado fenotipos resistentes entre varias poblaciones
de P. infestans en: Israel (Cohen y Reuveni, 1983), Escocia (Holmes y Channon, 1984),
Grecia (Pappas, 1985), Inglaterra (Shattock ef al., 1990), Estados unidos (Deahl ef al.,
1991), Polonia (Therrien ef al., 1993), Alemania (Dagget ef al., 1993), Corea del Sur
(Young et al., 1994).

En México, Matuszak ef al. (1994) detectaron aislamientos de P. infestans sensibles
‘e insensibles a metalaxyl in vitro colectados en siete localidades en los estados de Chiapas,
Coahuila, México (Valle de Toluca), Puebla, Veracruz y Sinaloa. Los aislamientos
insensibles fueron mas frecuentes que los sensibles en todos los lugares; aunque en el Edo.
de México, la variacion en sensibilidad fue alta, en cambio en Sinaloa la frecuencia de
sensibilidad a metalaxyl fue muy baja. Por su parte, Deahl ef al. (1995) determinaron la
sensibilidad de 111 aislamientos de P. infestans in vitro (centeno-agar) colectados en dos
lugares de México: de Chapingo 47/48 fueron resistentes (MR) o intermedios (IM) y so6lo
1/48 fue sensible (SM); las muestras de Toluca presentaron una mayor proporcion de
aislamientos sensibles o intermedios, 16/63 fueron SM y 39/63 IM. De estos sitios el 63% y
77% de los aislamientos fueron resistentes a metalaxyl y del grupo de compatibilidad A2,
respectivamente. También encontraron una mayor frecuencia de resistencia a metalaxyl en
los aislamientos A2 que en los Al de Florida y Texas; sin embargo, encontraron niveles de
resistencia mas altos en los aislamientos Al de California, donde no se obtuvieron
aislamientos A2.

Por otra parte, Gisi y Cohen (1996), indican que no existe correlacion entre los
niveles de resistencia a metalaxyl y la proporcién de ambos grupos de compatibilidad.
Asimismo, no se ha detectado correlacion entre resistencia y estructura de razas. En la

poblacion de P. infestans en Suiza en 1994, la proporcion de aislamientos resistentes a
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fungicidas fenilamidas fue mas baja en razas altamente complejas (7-8 genes de virulencia)
que en las razas menos complejas (5-6 genes).

Respecto al origen de la resistencia a fungicidas fenilamidas, Gisi y Cohen (1996),
mencionan que en la naturaleza existen aislamientos resistentes (insensibles) en una
proporcion muy baja en la poblacion aun antes de cualquier exposicion al fungicida. Dagget
et al. (1993) reportaron la existencia de aislamientos resistentes a metalaxyl colectados en
1977 en el norte de Berlin, antes de la aplicacion comercial del fungicida en Alemania. Tales
aislamientos resistentes preexistentes son producto de mutacion en la ausencia de fungicidas
fenilamidas; la frecuencia de mutacion no es alterada por la aplicacion de estos fungicidas.
Sin embargo, el uso de fungicidas fenilamidas resulta en la seleccion e incremento de la
frecuencia de individuos resistentes hasta que una subpoblacion distinta se convierte en un
factor importante en la epidemia.

También en otros patogenos se han detectado aislamientos resistentes a metalaxyl,
tal como lo citan Cohen y Gisi (1996): Plasmopara viticola en vid en Francia (Moreau et
al., 1987), Bremia lactucae en lechuga (Crute, 1987; Morton y Urech, 1988), Pythium spp.
en césped (Sanders, 1984) y Peronospora tabacina en tabaco (Bruck ez al., 1982).

3.4.- Medida de la resistencia.

Los parametros mas frecuentemente usados para la comparacion de aislamientos
resistentes y sensibles son la concentracion minima inhibitoria (MIC: concentracion mas baja
que proporciona una inhibicion completa) y las concentraciones que inhiben el 50% (CEsg) o
el 95% (CEys) de la poblacion del patogeno (Dekker, 1987).

El reconocimiento de aislamientos resistentes a un fungicida debe hacerse por
comparacion con un aislamiento sensible (poblacion del patogeno tipo silvestre). Por lo
tanto, esto es necesario para obtener los datos de la linea base de sensibilidad del hongo al
fungicida. La linea de regresion concentracion-respuesta del patogeno tipo silvestre se
compara con la linea de los aislamientos a probar. Estos datos usualmente se obtienen en
experimentos con un rango de concentraciones y se expresan como CEsy. Esta puede variar

dependiendo del método de prueba, el indculo usado y las condiciones ambientales. Por lo
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tanto, es aconsejable incluir un aislamiento de referencia conocido como sensible, en todos
los experimentos de monitoreo de la resistencia (Schwinn y Sozzi, 1982).

Los niveles de la CEs, para metalaxyl encontrados en poblaciones de P. infestans
sensibles, dependiendo del método de prueba son: agar (<0.01ppm), discos foliares
(<0.01ppm), hojas desprendidas (0.02-2ppm) y en plantas pequefias (0.2-0.5ppm) (Schwinn
y Sozzi, 1982). Por otra parte, Sozzi ef al.(1992), mencionan que para metalaxyl los niveles
CEs de aislamientos sensibles de P. infestans estan en el rango de 0.001-0.0lmg / Y
mientras que los aislamientos resistentes tienen valores de CEsy >10mg 7'. Esto permite
simplificar la prueba y solo una concentracion discriminativa de metalaxyl, por ejemplo,
10mg 7', debe usarse para una determinacion rapida de sensibilidad. El factor de resistencia
(FR= CE del aislamiento de campo/CE del aislamiento de referencia sensible) para metalaxyl

es mayor de 1000.
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III.- MATERIALES Y METODOS.

1.- Colecta de material de papa infectado por Phytophthora infestans.

Durante los meses de agosto y septiembre de 1996 se colectaron muestras de hojas y
tallos de plantas de papa con sintomas de tizon tardio de parcelas comerciales en los estados
de México (Valle de Toluca) y Tlaxcala. Los sitios de cciecta en el Edo. de México fueron:
San Juan de las Huertas, Mpio. de Zinacantepec y Pueblo Nuevo, Mpio. de San Felipe del
Progreso. En Tlaxcala, Villarreal, Mpio. de Terrenate.

Una muestra consistié de hojas o tallos con lesiones causadas por tizon tardio de
solo una planta, colectandose de 3 a 4 muestras por parcela de puntos separados. Asimismo,
las parcelas estaban distantes unas de otras. Las muestras de material enfermo se colocaron
en bolsas de plastico con su respectiva identificacion en cuanto a localidad, fecha y variedad
de papa y se trasladaron al Laboratorio de Micologia del Depto. de Parasitologia Agricola

de la UACH, para su procesamiento.

2.- Obtencion de los aislamientos.

Las muestras colectadas se procesaron el mismo dia de su colecta. El aislamiento del
hongo se realizé cortando secciones de tejido de los margenes de una sola lesion. El tejido
infectado se desinfestd con hipoclorito de sodio al 1% por 90 segundos, después se enjuago
en agua destilada estéril, luego se coloco sobre papel filtro estéril para secar, o bien solo se
desinfestd con hipoclorito de sodio y finalmente se transfirieron cuatro trozos de tejido a
cajas Petri con medio de cultivo de avena-agar con antibidticos (pimaricina 100ppm,
ampicilina 200ppm y vancomicina 200ppm) bajo condiciones asépticas. Las cajas Petri se
incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente (22-24°C) por 15 a 20 dias y entonces se
examinaron bajo el microscopio para verificar si se habia aislado P. infestans. Después se
hicieron subcultivos (transferencia de trozos de medio con micelio) sobre medio fresco de
avena-agar con los antibidticos sefialados y se incubaron por 2 a 3 semanas, tiempo en el
cual se hizo una tercera o mas transferencia en caso de que el aislamiento estuviese

contaminado por hongos o bacterias. Finalmente se transfirieron trozos de agar conteniendo
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cada uno de los aislamientos del hongo a medio de centeno-agar sin antibioticos para iniciar
cultivos puros, ya que en este medio el hongo crecié mas acelerado.

Algunos aislamientos que crecieron muy lentamente en avena-agar se transfirieron a
matraces de 125ml con una capa de chicharos verdes esterilizados y se incubaron a
temperatura ambiente por 10 a 15 dias. Una vez que se observo el crecimiento micelial, se

transfirieron a centeno-agar para lograr un cultivo puro.

2.1.- Medios de cultivo.

a).- Avena-agar.

Ingredientes.
STETIER, o oo e R o AR A 60g
EXtracto de TeVROUIE. ... csicmmmemmen mrssossyess gramssis sommn 2g.
BB ot S B e S50 A SRl 15g
Aguadestilada................c.oooevviiiiiiiiiine. 1000ml

Preparacion.

En un vaso de precipitado con 500ml de agua destilada se remojaron 60g de avena
durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se filtr6 a través de manta de cielo. Para clarificar
la solucion colada, se centrifugd durante 15 minutos a 3000rpm.

En otro matraz se disolvio el agar en 500ml de agua destilada, y se adiciono el
extracto de levadura y luego se le afiadio el sobrenadante de avena. Finalmente la mezcla se
aforé a un litro y se esterilizé por 15 minutos a 15Ib/pulg?.

b).- Centeno-agar (Caten y Jinkis, 1968; Deahl et al., 1993 y 1995).

Ingredientes.
KOOI ..o 5 kmmnampamon wssy h s wmnns 100g.
BUPAE.. eyt i s s ny g eSS R S s s 15¢g
Aguadestilada.......................cocociii 1000ml.
Preparacion.

En un matraz con 500ml de agua destilada se dejaron remojando 100g de centeno
durante una noche, después se cocieron al vapor durante 25 minutos. La infusion se filtr6 a

través de tamices de 100 y 325 mallas y luego se centrifugd por 15 minutos a 3000rpm.
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En otro matraz se disolvié el agar en 500ml de agua destilada y se afadio el
sobrenadante de centeno, se mezcld y se aford a un litro con agua destilada. La mezcla se
esterilizo por 15 minutos a 15Ib/pulg?.

¢).- Chicharo-agar.

Ingredientes.
Chicharos verdes................cccccoeviiiiiiiiiiiie. 50g.
72" L R 15g
Aguadestilada.........................cooiiii 1000ml.
Preparacion.

En 500ml de agua destilada los chicharos se cocieron al vapor por 20 minutos. La
infusion se filtro en tamices de 100 y 325 mallas. O bien los chicharos Ginicamente se pueden
moler y filtrarse.

En otro matraz se disolvi el agar en 500ml de adua destilada y se afiadio el

sobrenadante, se mezclo y se afor6 a un litro con agua destilada y finalmente se esteriliz6 a

151b/pulg’ por 15minutos.

2.2.- Identificacion de los aislamientos.

Los aislamientos del hongo se identificaron con el afio de colecta, seguido por un
numero consecutivo a partir del nimero 1 y seguido por dos letras que indican el lugar de
colecta. Asi, los aislamientos provenientes de Villarreal, Mpio. de Terrenate, Tlaxcala, se
identifican como 9601VT, 9602VT, ...; los aislamientos de San Juan de las Huertas, Mpio.
de Zinacantepec, Edo. de Méx., se identifican como 9601SJ, 9602S]J, ...; y los aislamientos
de Pueblo Nuevo, Mpio. de San Felipe del Progreso, Edo. de Méx., como 9601PN,
9602PN, ... La fecha de colecta de los aislamientos en cada sitio fue: 28 de agosto, 6 de
septiembre y 12 de septiembre de 1996, respectivamente.

2.3.- Mantenimiento de los aislamientos.

Los aislamientos de P. infestans se mantuvieron en medio de centeno-agar a
temperatura ambiente, con transferencias periodicas cada 25 a 30 dias a medio fresco.

Para la conservacion a largo plazo los aislamientos se mantuvieron en centeno-agar

cubiertos con aceite mineral estéril.
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3.- Determinacion de grupos de compatibilidad.

Para llevar a cabo esta prueba, arbritariamente y al azar se seleccion6 un aislamiento
como del grupo de compatibilidad Al de todos los colectados, que correspondio al
aislamiento 9613 VT, el cual sirvid como aislamiento de referencia para aparearlo con los
aislamientos restantes y asi conocer a qué grupo de compatibilidad correspondian (Al 6 A2)
segun la reaccion (S. Romero, 1996, comunicacion personal).

Establecido lo anterior, el grupo de compatibilidad de cada aislamiento se determind
realizando el apareamiento como sigue: en una caja Petri con medio de centeno-agar se
colocd en uno de sus extremos un disco de agar (6mm de diametro) con micelio del
aislamiento de referencia 9613VT y tomando de los margenes del cultivo y en el otro
extremo de la caja se coloco otro disco de agar con micelio del aislamiento a probar o de
grupo desconocido, separados de 3 a 4cm. Los cultivos se incubaron a temperatura
ambiente por 7 a 15 dias y entonces se examinaron al microscopio para observar la
formacion de oosporas en la interfase de la zona de avance de las dos colonias. Los
aislamientos que formaron oosporas con el aislamiento 9613VT (Al) fueron clasificados
como del grupo A2, y los aislamientos que no formaron oosporas fueron clasificados como
Al. Los apareamientos se repitieron de 2 a 3 veces para cada aislamiento.

Para confirmar la determinacion de grupo de compatibilidad se selecciond otro
aislamiento que reaccion6 como A2 para aparearse con todos los demas aislamientos y
observar la reaccion por la formacion o no de oosporas.

Para algunos aislamientos también se probo el medio de chicharo-agar.

4.- Determinacion de razas fisiologicas.

La virulencia especifica de cada aislamiento se determiné usando foliolos
desprendidos. Los clohes de papa del juego internacional de diferenciales para P. infestans,
conteniendo los genes de resistencia especifica a una raza R1, R2, R3, R4, R6 y R7 (para
algunos aislamientos también se usé6 R10) y algunas combinaciones como R1R2, R1R3,
R2R3 y R2R4 fueron proporcionadas por el Dr. Hector Lozoya Saldafia del Programa
Internacional Cooperativo del Tizon Tardio de la Paba (PICTIPAPA).
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Los tubérculos de cada una de las diferenciales se sembraron en macetas de plastico
de 30 cm de diametro en un sustrato de peat-moss y se desarrollaron en el invernadero.

Se colectaron foliolos de la parte media de la planta de cada clon diferencial de 6-8
semanas de edad. Los foliolos se colocaron sobre papel filtro estéril himedo en cajas Petri
para acondicionar una camara himeda.

Las suspensiones de esporangios de los aislamientos a probar se prepararon de
cultivos en medio de chicharo-agar contenido en tubos de ensaye o cajas Petri de 12-14 dias
de edad (algunos aislamientos se cultivaron en centeno-agar) por lavado con 5ml de agua
destilada estéril. La suspension se virtio en cajas Petri de plastico de 5cm de diametro, la
cual provenia de solo un cultivo de una caja Petri o del cultivo en un tubo de ensaye. Las
cajas con esporangios se incubaron a una temperatura de 10-12°C por 1 % a 2 horas para
inducir la liberacion de zoosporas.

Los foliolos se inocularon con dos motitas de algodon humedecidas en la suspension
de zoosporas, una a cada lado de la nervadura central y se incubaron por 5 a 6 dias a
temperatura ambiente (22-24°C) y con 12 horas luz, colocando las cajas Petri sobre las
mesas del laboratorio. Para cada aislamiento, se inocularon de 2 a 3 foliolos de cada
diferencial, ademas de la variedad susceptible Alpha, como testigo.

La interaccion entre el hongo y los genotipos de papa se registraron después de 4 a 6
dias de incubacion, observando la ocurrencia de lesiones de tizon en los foliolos. Si se
observo esporulacion la interaccion se registr6 como compatible (definida como la habilidad
de un aislamiento para producir lesiones grandes y con esporulacion profusa o ébundante);

en contraste incompatible, si no se observo esporulacion o ausencia de reaccion visible.

5.- Sensibilidad a metalaxyl in vitro.

La respuesta de crecimiento in vifro de cada aislamiento a metalaxyl se determino
por la comparacion del crecimiento micelial radial en medio de centeno-agar (preparado de
la misma forma que el usado para la determinacion de grupos de compatibilidad) enmendado
con metalaxyl, con el crecimiento de un testigo sin fungicida. El metalaxyl en la formulacion

comercial de RIDOMIL® 2E (25.1% de ingrediente activo equivalente a 240 g i. a. I'") se
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adicion a las porciones de medio de centeno-agar antes de esterilizarse (15 minutos a 151b/
pulg?) para obtener concentraciones finales de 0.01 a 100 pg ml”, las cuales se prepararon a
partir de una solucién madre y diluciones en base 10. Para cada prueba, el indculo consistio
de discos de agar con micelio (6mm de diametro) cortados del margen de avance de
crecimiento activo de cultivos de 10-12 dias de edad. Se coloco un disco de agar en el
centro de una caja Petri con medio para las concentraciones <1 pg ml’, o bien , se
colocaron tres discos en forma equidistante para concentraciones >1 ug ml” en medio con o
sin metalaxyl, enseguida se incubaron a temperatura ambiente bajo oscuridad. Se realizaron
3 repeticiones para cada tratamiento (concentracion).

Para el caso de los aislamientos 9603PN (A2) y 9607PN (Al) primeramente se
obtuvo la ventana biologica, esto es, determinar la concentracion mas alta que permite
crecer casi el 100% y la mas baja que inhibe casi el 100% del crecimiento micelial del hongo
con respecto a un testigo sin fungicida. Una vez encontradas estas, dentro de cada
concentracion evaluada se agregd un mayor nimero en donde se suponia que se encontraba
la CEs (concentracion que inhibe el 50% del crecimiento radial del hongo con respecto al
testigo sin fungicida). Se realizaron 6 repeticiones para cada tratamiento. Las
concentraciones evaluadas para obtener la CEs, para cada uno de los aislamientos estuvo en
el rango de 0.0 a 300 ug ml” y se presentan en los cuadros 3 y 4, respectivamente.

La sensibilidad a metalaxyl se registr6 despuésde 6 a 7 dias de incubacion, cuando
los colonias del testigo (sin metalaxyl) alcanzaron por lo menos 30 mm de diametro. El
tamafio de la colonia se estimé tomando la media de dos medidas perpendiculares de su
diametro y se corrigieron por la resta de 6mm del diametro del disco. La respuesta de
crecimiento in vitro expresada como porcentaje respecto al testigo de cada aislamiento en
cada concentracion se calcul6 al dividir el diametro promedio de la colonia en medio con
metalaxyl entre el didmetro promedio de la colonia en medio sin metalaxyl y multiplicado
por 100.

En las pruebas donde los aislamientos crecieron muy poco o los resultados fueron

inconsistentes , éstas se repitieron.
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Cuadro3.- Concentraciones de metalaxyl para calcular la CEso
del aislamiento 9603PN (A2) de Phytophthora infestans.

NUMERO FUNGICIDA CONCENTRACION
pg ml” CENTENO-AGAR
1 TESTIGO 0.00
2 metalaxyl 0.001
3 metalaxyl 0.01
4 metalaxyl 0.03
5 metalaxyl 0.06
6 metalaxyl 0.08
7 metalaxyl 0.10
8 metalaxyl 0.60
9 metalaxyl 1.00
10 metalaxyl 10.00
11 metalaxyl 50.00

Cuadro 4.- Concentraciones de metalaxyl para calcular la CEs
del aislamiento 9607PN (A1) de Phytophthora infestans.

NUMERO FUNGICIDA CONCENTRACION
pg ml”! CENTENO-AGAR

1 TESTIGO 0.00

2 metalaxyl 0.01

3 metalaxyl 0.50

4 metalaxyl 1.00

5 metalaxyl 3.00

6 metalaxyl 5.00

7 metalaxyl 10.00

8 metalaxyl 25.00

9 metalaxyl 50.00

10 metalaxyl 100.00

11 metalaxyl 200.00

12 metalaxyl 300.00

Se calcularon dos tipos de parametros para evaluar la sensibilidad a metalaxyl:

1). La concentracion efectiva de metalaxyl para inhibir el 50% del crecimiento
micelial de un aislamiento (CEs) se calcul6 mediante el analisis PROBIT, el cual se basa en
el uso de la regresion lineal de la respuesta (crecimiento inhibido respecto al testigo o media

el porcentaje de inhibicion) contra la dosis (logaritmo de la concentracion del fungicida).
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2). Clases de respuesta al fungicida (Goodwin ef al., 1996): donde los aislamientos
que crecieron menos del 40%, respecto al testigo, en medio con metalaxyl a Spg ml” se
consideraron como sensibles(S), en contraste resistentes(R), ya que con esta concentracion
del fungicida proporcion6 una resolucion excelente de aislamientos resistentes y sensibles en

estudios anteriores(Dagget ef al., 1993; Therrien et al., 1993; Koh et al., 1994; Matuszak et
al., 1994).
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION.

Aislamiento de Phytophthora infestans.

Se hicieron varias colectas de material infectado (hojas y tallos) por P. infestans
durante los meses de agosto y septiembre de 1996 en diferentes lugares donde se cultiva
papa en los estados de México, Hidalgo y Tlaxcala. De estas, se obtuvieron 37 aislamientos
de tres lugares diferentes: 21 aislamientos de Villareal, Mpio. de Terrenate, Tlaxcala; s6lo un
aislamiento de San Juan de las Huertas, Mpio. de Zinacantepec, Edo. de México y 15
aislamientos de Pueblo Nuevo, Mpio. de San Felipe del Progreso, Edo. de Méx. (Cuadro 5).
Todos los aislamientos se obtuvieron de hojas de papa variedad Alpha.

El aislamiento del hongo se logré usando los medios de centeno-agar, avena-agar, y
chicharo-agar con antibioticos, principalmente pimaricina y vancomicina a una concentracion
de 100 a 200ppm, ya que estos medios favorecen un crecimiento micelial acelerado ademas
de una fructificacion abundante, en comparacion a los medios de jugo de tomate o jugo V8-
agar en los cuales no se pudo aislar al hongo. Al respecto, algunos investigadores como
Shattock ef al. (1990), Shaw (1991) y Andrivon ef al. (1994) han observado que algunos
aislamientos de P. infestans no crecen en medio de jugo V8-agar.

Todos los aislamientos de P. infestans mostraron las caracteristicas tipicas de la
especie: micelio cenocitico; esporangioforos ramificados en simpodio compuesto, con
hinchamientos en las ramas donde nacen los esporangios, de crecimiento indeterminado;
esporangios ovoides a alimonados, con papila pequefia (Figura 1).

En general todos los aislamientos cubrieron con su crecimeinto la caja Petri (9 cm de
diametro) en 10-12 dias, con un micelio muy denso y ramificado.

En cuanto al uso de antibidticos para el aislamiento de P. infestans, se observo que
son muy necesarios, ya que sin ellos fue muy dificil de aislar a este hongo debido a la
contaminacion de otros hongos o bacterias saprofitas que invaden los tejidos necrosados por
P. infestans, y que en medio de cultivo crecen mas rapido; por esta razéon no se logrod

obtener mas aislamientos de otros lugares.
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Determinacion del grupo de compatibilidad.

Los datos en el Cuadro 5 muestran la reaccion del apareamiento en medio de
centeno-agar de los 37 aislamientos de P. infestans obtenidos de diferentes lugares. También
se hicieron algunos apareamientos en medio de chicharo-agar. Los aislamientos que se
aparearon con el aislamiento 9613VT (A1) y que formaron oosporas se clasificaron como
del grupo A2 y los aislamientos que no formaron oosporas fueron clasificados como del
grupo Al. Después, estos resultados se confirmaron al usar al aislamiento 9601SJ, que por
su reaccion se clasifico como del grupo A2 y se tom6 como otro aislamiento de referencia.

La formacion de oosporas se observo después de 6 a 12 dias, generalmente 8 dias a
partir de la fecha de apareamiento y a los 3 6 4 dias después de que se mezclaron los
micelios de las colonias.

Los apareamientos que no formaron oosporas después de 15 dias se mantuvieron por
4 semanas mas para confirmar que efectivamente no forman oosporas por ser del mismo
grupo de compatibilidad ambos aislamientos. En algunos apareamientos, los aislamientos del
mismo grupo de compatibilidad tendieron a repelerse en la zona de avance del micelio de las
dos colonias, notandose una linea media libre de micelio entre ambas colonias. En otros
apareamientos, este fenomeno no se observd claramente, lo cual ocurre con frecuencia,
como lo mencionan Gallegly y Galindo (1958). Ningln aislamiento del grupo Al 6 A2
produjo oosporas en cultivo puro o cuando se apared con otro aislamiento de su mismo
grupo de compatibilidad, lo que confirma una vez mas que P. infestans es una especie
heterotalica.

Los gametangios y oosporas observados en apareamientos de aislamientos de grupo
de compatibilidad opuesto mostraron las caracteristicas tipicas de la especie: oogonios lisos
y globosos; anteridios anfiginos y oosporas lisas, de color café-rojizo, de paredes gruesas,
esféricas y apleroéticas (Figura 2).

El medio de centeno-agar es un buen sustrato para llevar a cabo la determinacion de
grupo de compatibilidad de aislamientos de P. infestans, ya que favorece un crecimiento
vigoroso y acelerado del micelio del hongo, permitiendo una rapida mezcla o repulsion de
las colonias (micelios) y como consecuencia la formacion o ausencia de gametangios y

oosporas. Ademas, en algunos apareamientos que formaron oosporas se observod la
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germinacion de éstas por medio de un tubo germinativo que termina en un esporangio tipico

de la especie (Figura 3). Algo similar se observo al usar el medio de chicharo-agar, aunque

con un crecimiento del micelio muy profuso.

Cuadro 5. Lugar de colecta, grupo de compatibilidad y raza fisiologica de aislamientos de

Phytophthora infestans de papa colectados en 1996.

GRUPO DE RAZA
AISLAMIENTO LUGAR DE COLECTA COMPATIBILIDAD FISIOLOGICA*®

9601VT Villarreal, Tlax. A2 1.2.3.46.7.10.11
9602VT Villarreal, Tlax. A2 1.3.7
9603VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3
9604VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9605VT Villarreal, Tlax. A2 ND®
9606VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9607VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.10
9608 VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9609VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.46.7
9610VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.6.7
9611VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9612VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9613VT Villarreal, Tlax. Al 1.2
9614VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6
9615VT Villarreal, Tlax. A2 2.3
9616VT Villarreal, Tlax. Al 2.3.4.6.7
9617VT Villarreal, Tlax. Al 12346
9618VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.3.4.6.7
9619VT Villarreal, Tlax. Al 1.2.34.7
9620VT Villarreal, Tlax. A2 1.2.3.4.6.7.10
9621VT Villarreal, Tlax. A2 1.2.3.6.7
9601S]J S. Juan Huertas, Edo. de Méx. A2 1.2.34
9601PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.3.4.6.7.10
9602PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. Al ND
9603PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1234
9604PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.34.7
9605PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.3
9606PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. Al 1.2.3.4.10
9607PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. Al 2.3.4.7.10
9608PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1234
9609PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.3.4.7
9610PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.3.4.7
9611PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. Al 2.4.10
9612PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. Al 1.2.3.4.7.10
9613PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.3.4.10
9614PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.3.4
9615PN Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. A2 1.2.4

* Determinacion parcial con las diferenciales (R1,R2,R3,R4,R6 R7,R10, R1IR2,R1R3 R2R3 y R2R4).

® No determinada.
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Cuando se compard la morfologia de los aislamientos del grupo de compatibilidad
A1 6 A2 no hubo caracteristicas especificas que fueran unicas para cualquiera de los grupos.

En los tres lugares en donde se colectaron los aislamientos se encontraron los dos
grupos de compatibilidad Al y A2 (Cuadro 5 y 6), lo cual era de esperarse ya que estos
sitios se ubican en la region conocida como la Mesa Central de México, que es el area donde
primero se descubrieron los dos grupos de compatibilidad y donde ha coevolucionado el
patosistema Solanum-Phytophthora infestans (Niederhauser, 1956 y .1991; Gallegly y
Galindo, 1958). El lugar con la mas alta frecuencia de aislamientos del grupo A2 de 66.7%
(proporcion Al:A2 de 1:2) fue Pueblo Nuevo en el Mpio. de San Felipe del Progreso, Edo.
de México. En cambio, en Villarreal, Tlaxcala se encontr6 una mayor frecuencia de

aislamientos A1(71.4%) con una proporcion A1:A2 de 3:1.

Cuadro 6. Grupos de compatibilidad de aislamientos de Phytophthora infestans de papa
colectados en diferentes lugares en 1996.

LUGAR DE AISLAMIENTOS GRUPO DE COMPATIBILIDAD PROPORCION
COLECTA PROBADOS Al % A2 % Al:A2
Villarreal, Tlaxcala 21 15 714 6 286 3:1
Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. 15 5 334 10 66.7 1:2
S. Juan Huertas, Edo.de Méx. 1 0 1 -
TOTAL 37 20 54.0 17 46.0 1:1

En general, los datos del Cuadro 6 muestran que de 37 aislamientos probados, 20
aislamientos (54%) fueron del grupo de compatibilidad Al y 17 aislamientos (46%) del
grupo A2, es decir, en una proporcion aproximadamente de 1:1. Estos resultados son
similares a los reportados por Gallegly y Galindo (1958) y Goodwin ef al. (1992) con
aislamientos de la Mesa Central de México. Aunque, Deahl et al. (1995), encontraron una
mayor frecuencia de aislamientos A2 (4-5 veces) que de aislamientos Al, provenientes de
Chapingo y Toluca, Edo. de Méx. Por otra parte, Cohen et al. (1997), encontraron que la
inoculacion de esporangios en las proporciones A1:A2 de 1:19 6 19:1, produjeron oosporas

en forma abundante en hojas de papa o tomate.



Figuras 1-3.- Phytophthora infestans. 1. (A), Esporangioforo ramificado en simpodio
compuesto, con hinchamientos donde nacen los esporangios (Aumento:100x). (B),
Esporangios alimonados, con papila pequefia (Aumento:400x). 2. Oospora aplerotica, con el
anteridio anfigino (Aumento:400x). 3. Germinacion de la oospora por medio de un tubo
germinativo que termina en un esporangio (Aumento: 100x).
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Determinacion de razas fisioldgicas.

Las pruebas de patogenicidad (virulencia) se realizaron en 35 aislamientos de P.
infestans de 37 colectados en tres lugares de México. La determinacion que se presenta en
este estudio fue parcial y tentativa debido a que las diferenciales RS, R8, R9 R10 y R11 se
encontraban en estado de plantula provenientes de cultivo de tejidos al momento de realizar
las pruebas. Aunque, los aislamientos se mantienen conservados en centeno-agar cubiertos
con aceite mineral, para pruebas posteriores.

Se identificaron 19 razas distintas entre 35 aislamientos de P. infestans probados
para patogenicidad (Cuadro 7). Aunque, se identificaron razas simples con 2 ¢ 3 genes de
virulencia (6/35 6 17%), hubo una mayor frecuencia de razas mas complejas con 4 a 8 genes
(29/35 6 83%). El nimero promedio de genes de virulencia fue de 4.9. La raza mas comun
fue la 1.2.3.4.6.7, identificada en 7 aislamientos y con una frecuencia de 0.2. Otras razas
comunes fueron 1.2.3.4 (frecuencia=0.1142) y 1.2.3.4.7 (frecuncia=0.0857). Las otras razas
se identificaron en solo uno o dos aislamientos.

Cuadro 7.- Frecuencia relativa ( /') de los genotipos de razas fisiologicas de 35 aislamientos
de Phytophthora infestans de México, 1996.

LUGAR DE COLECTA
RAZA* GLOBAL Villarreal, Tlax. Pueblo Nuevo, Méx. | S. J. Huertas, Méx.

Aislam. ¥ Aislam. f Aislam. f Aislam. f
1.2 1 0.0286 1 0.05 - - - -
2.3 1 0.0286 1 0.05 - - - -
1.2.3 2 0.0571 1 0.05 1 0.0714 - -
1.2.4 1 0.0286 - - 1 0.0714 - -
1.3.7 1 0.0286 1 0.05 - - - -
2.4.10 1 0.0286 - - 1 0.0714 - -
1.2.34 4 0.1142 - - 3 0.2143 1 1.00
1.3.4.7 1 0.0286 - - 1 0.0714 - -
1.2.3.4.6 2 0.0571 2 0.10 - - - -
1.2.3.4.7 3 0.0857 1 0.05 2 0.1429 - -
1.2.3.4.10 2 0.0571 - - 2 0.1429 - -
1.2.3.6.7 2 0.0571 2 0.10 - - - -
2.3.4.6.7 1 0.0286 1 0.05 - - - -
2.3.4.7.10 1 0.0286 - - 1 0.0714 - -
1.2.3.4.6.7 7 0.2000 7 0.35 - - - -
1.2.3.4.6.10 1 0.0286 1 0.05 - - - -
1.2.3.4.7.10 1 0.0286 - - 1 0.0714 - -
1.2.3.4.6.7.10 2 0.0571 1 0.05 1 0.0714 - -
1.2.3.4.6.7.10.11 1 0.0286 1 0.05 - - - -
19 RAZAS 35 1.0000 20 1.00 14 1.0000 1 1.00

* Determinacion parcial con las diferenciales: R1, R2, R3, R4, R6, R7, R10, RIR2, R1R3, R2R3, R2R4.
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Ningun aislamiento se identifico como de raza 0, pero todos los otros genes de
patogenicidad (virulencia) se pudieron identificar con las diferenciales usadas (R1, R2, R3,
R4, R6, R7, R10, R11). Cabe mencionar, que solo nueve aislamientos se probaron con la
diferencial R10 y todos dieron reaccion compatible o positiva; de igual forma, solo el
aislamiento 9601 VT se probd con la diferencial R11 y también di6 reaccion compatible, por
lo que fue el aislamiento que present6 la raza mas compleja. Esto sugiere, que los demas
genes de virulencia (5, 8 y 9) también pueden estar presentes en los aislamientos probados
de los diferentes lugares muestreados, los cuales se han identificado en otros estudios con
aislamientos del Valle de Toluca (Rivera-Pefia, 1990; Fernandez, 1993). Por lo tanto, esto
explica porqué la determinacion de razas fue de forma parcial y tentativa. Sin embargo, la
caracterizacion completa puede realizarse posteriormente ya que los aislamientos se
conservan.

Entre los 20 aislamientos probados de Villarreal, Tlax. la raza mas comin fue
1.2.3.4.6.7, con una frecuencia de 0.35, seguida por las razas 1.2.3.4.6 y 1.2.3.6.7 con una
frecuencia de 0.1, respectivamente. Aunque, en esta localidad se identifico la raza mas
compleja (1.2.3.4.6.7.10.11) correspondiente al aislamiento 9601VT. En cambio, en los 14
aislamientos de Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. la raza mas comun fue 1.2.3.4, con una
frecuencia de 0.21, la cual no se identifico en Villarreal, Tlax.

El Unico aislamiento de San Juan de las Huertas, Edo. de Méx. (9601SJ) se
identifico como raza 1.2.3.4, lo cual puede indicar que en esta localidad también se
encuentran razas mas complejas, portando los demas genes de patogenicidad.

En forma general, analizando los aislamientos de los tres lugares (Cuadro 8), los
genes de virulencia 2, 1 y 3 fueron los mas frecuentes y ocurrieron en 94, 89 y 89% de los
aislamientos, respectivamente, seguido por el gene 4 (80%). Los genes de virulencia 7 y 6
aparecieron en una frecuencia intermedia, en 57 y 46% de los aislamientos, respectivamente.

En los aislamientos de Villarreal, Tlax., los genes de virulencia 2, 3 y 1 fueron los
mas comunes, con una frecuencia de 95, 95 y 90%, respectivamente; mientras, que en los
aislamientos de Pueblo Nuevo, Edo. de Méx., fueron mas frecuentes los genes 2 y 4,

seguidos por los genes 1 y 3 en una proporcion de 93 y 86%, respectivamente. En contraste,
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el gene de virulencia 6 fue el menos frecuente (0.07) identificado en s6lo un aislamiento

(9601PN) (Cuadro 8).

Cuadro 8.- Incidencia de los genes de virulencia en aislamientos de Phytophthora
infestans de México, 1996.

LUGAR DE GENES DE VIRULENCIA

COLECTA 1 2 3 4 6 7

Villarreal, Tlax. (20 aislamientos)
Numero de aislamientos 18 19 19 14 15 14
Frecuencia relativa 0.90 0.95 0.95 0.70 0.75 0.70

Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. (14 aislamientos)
Numero de aislamientos 12 13 12 13 1 6

Frecuencia relativa 0.86 0.93 0.86 0.93 0.07 0.43

S. Juan Huertas, Edo. de Méx. (1 aislamiento)

Numero de aislamientos 1 1 1 1 0 0
Frecuencia relativa 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00
GLOBAL (35 aislamientos)

Numero de aislamientos 31 33 31 28 16 20
Frecuencia relativa 0.89 0.94 0.89 0.80 0.46 0.57

La raza 0 no se identifico en este estudio, al igual, que razas simples con s6lo un
gene de virulencia. Asi, la mayoria de los aislamientos present6 un genotipo complejo. Por
lo que al parecer ocurrieron cambios en la estructura de razas, pues en el pasado era féacil
aislar razas simples ( Mills y Niederhauser, 1952; Servin, 1954 y De la Fuente (1955),
citados por Galindo, 1958; Graham ef al., 1956) y en la actualidad no son comunes (Rivera-
Pefia, 1990; Fernandez, 1993).

El presente trabajo parece confirmar que la raza O no esta ampliamente presente en
los lugares muestreados, lo mismo sefiala Rivera-Pefia (1990) para el Valle de Toluca. Algo
similar ocurri6 en paises de Europa, por ejemplo, en Alemania antes de 1950, la raza 0 fue la
mas comun y a partir de 1980 ocurri6 un incremento drastico en el nimero y complejidad de

razas en varios paises de Europa (Schober y Turkensteen, 1992; Andrivon, 1994a, Drenth e
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al., 1996; Sujkowski et al., 1996)_' Sin embargo, en Estados Unidos, Deahl ef al. (1993) si
encontraron aislamientos de raza 0 en el noroeste de Washington.

En Mékxico, es conocido la ocurrencia de oosporas (Smoot et al., 1958; Gallegly y
Galindo, 1958) y de la recombinacion sexual en P. infestans (Romero y Erwin, 1969). Los
resultados de estos ultimos autores indican que a través de la reproduccion sexual los
caracteres de patogenicidad se segregan independientemente, en forma mendeliana. Cuando
ambos grupos de compatibilidad estan presentes como ocurre en la naturaleza en México y
ahora en la mayoria de los paises donde se cultiva papa, junto con dos o mas razas
fisiologicas, hay la posibilidad de que nuevas razas mas complejas pueden originarse durante
el ciclo de cultivo por recombinacion de caracteres preexistentes.

La contribucion de la reproduccion sexual a la estructura y variabilidad de las
poblaciones de P. infestans usualmente es evaluada usando medidas de desviacion del
equilibrio Hardy-Weinberg. La distribucion de grupos de compatibilidad y las frecuencias de
alelos de isozimas en la Mesa Central de México (Gallegly y Galindo, 1958; Goodwin ef al.,
1992) son consistentes con tal equilibrio; ademas, la diversidad en razas, isozimas y los
marcadores de polimorfismo en la longitud de los fragmentos por restriccion (RFLP) es
mayor que en cualquier otra poblacion (Andrivon, 1994b; Goodwin ef al., 1992). Esto
sugiere una mayor contribucién de las oosporas como in6culo en la Mesa Central de
México. Al respecto, con el fin de determinar esto, Drenth y Govers (1994), inocularon
hojas de papa con dos aislamientos de grupo de compatibilidad opuesto y con patrones de
hibridacion de ADN distintos para permitir la formacion de oosporas. Estas oosporas fueron
capaces de germinar y dar origen a progenie patogénica. La progenie fue resultado de

reproduccion sexual como lo mostro el perfil de hibridacion de ADN.

Respuesta a metalaxyl in vitro.

La respuesta de crecimiento a metalaxyl de 36 aislamientos de Phytophthora
infestans de 37 colectados en tres lugares de México se determind in vitro, usando el medio
de centeno-agar (Cuadro 9). Todos los aislamientos probados formaron una colonia mayor a

30 mm de diametro en 6-7 dias. Los resultados obtenidos con esta prueba han sido
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confirmados con los obtenidos por el método de discos foliares, tal como reportan Matuszac
et al. (1994) con aislamientos de México y Goodwin et al. (1996) con aislamientos de
Estados Unidos y Canada, quienes ademas, sefialan que la prueba in vitro ocasionalmente da
resultados inconsistentes cuando los aislamientos crecen muy lentamente; sin embargo, si los
aislamientos forman una colonia con un diametro mayor de 25mm en 7-10 dias, las pruebas

son exactas y repetibles.

Concentracion efectiva de metalaxyl (CEsy).

Con la prueba se sensibilidad a metalaxyl se obtuvo una marcada variacion en la
respuesta de P. infestans a metalaxyl entre los aislamientos colectados en los tres lugares,
con valores de CEs en el rango de 0.17 a >100pug ml”, como se observa en el Cuadro 9, los
cuales son mayores a la CEs, <0.01ug ml" (in vitro) para un aislamiento de referencia
sensible considerada como la linea base de sensibilidad (Schwinn y Sozzi, 1982), lo que
indica una menor sensibilidad o el desarrollo de resistencia del hongo a metalaxyl, fenomeno
que ha sido reportado en varios paises del mundo (Davidse ez al., 1981; Cohen y Reuvini,
1983; Deahl ef al, 1991, Dagget et al., 1993; entre otros), principalmente entre los
aislamientos provenientes de Villarreal, Tlax. Esto se corrobora aun mas, al considerar los
criterios de sensibilidad propuestos por Sozzi et al. (1992), donde los aislamientos sensibles
de P. infestans a metalaxyl estan en el rango de 0.001 a 0.0lmg /' y los aislamientos
resistentes tienen valores de CEsp >10mg /'. En base a ésto, la mayoria de los aislamientos
de Villarreal, Tlax. (17/18), es decir, el 81% resultaron resistentes; en cambio, de los
aislamientos de Pueblo Nuevo, Edo. de Méx., sélo el aislamiento 9607PN con una
CEs;=11.43pg ml" fue resistente. Mientras, que el Ginico aislamiento de San Juan de las
Huertas, Edo. de Méx. (9601SJ) fue sensible (CEs;=0.69ug ml"). Resultados similares
encontraron Matuszac ef al. (1994) cuando determinaron la sensibilidad de 966 aislamientos
a metalaxyl de nuestro pais (Chiapas, Coahuila, México, Michoacan, Puebla/Veracruz y

Sinaloa), detectando aislamientos sensibles e insensibles.
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Cuadro 9.- Respuesta a metalaxyl y grupo de compatibilidad de aislamientos de

Phytophthora infestans de México, 1996.

AISLAMIENTO GRUPO DE RESPUESTA A metalaxyl in vitro FACTOR DE
COMPATIBILIDAD | 5ug ml'™ S/R* CEso RESISTENCIA®

9601VT A2 67.80 R 77.71 7771
9602VT A2 59.35 R 22.49 2249
9603VT Al 64.86 R 34.44 3444
9604VT Al 80.00 R >100 >10000
9605VT A2 68.14 R >100 >10000
9606VT Al 69.48 R 743 743
9607VT Al 53.06 R 5.57 557
9608VT Al 58.57 R 26.63 2663
9609VT Al 64.47 R 85.03 8503
9610VT Al 57.92 R >100 >10000
9611VT Al 88.20 R >100 >10000
9612VT Al 68.65 R >100 >10000
9613VT Al 59.57 R 20.09 2009
9614VT Al 68.99 R >100 >10000
9615VT A2 61.37 R 27.84 2784
9616VT Al 49.99 R 6.04 604
9617VT Al 69.04 R >100 >10000
9618VT Al 65.70 R 77.19 7719
9619VT Al 70.59 R >100 >10000
9620VT A2 56.45 R 7.77 777
9621VT A2 55.22 R 10.07 1007
9601SJ A2 19.17 S 0.69 69
9601PN A2 57.14 R 8.29 829
9602PN Al 47.10 R 3.24 324
9603PN A2 nd S 0.17 17
9604PN A2 39.68 S 1.37 137
9605PN A2 27.76 S 0.41 41
9606PN Al 51.04 R 7.22 722
9607PN Al 62.97 R 11.43 1143
9608PN A2 29.52 S 0.75 75
9609PN A2 nd* nd nd nd
9610PN A2 20.76 S 0.37 37
9611PN Al 41.11 R 8.22 822
9612PN Al 58.97 R 4.57 457
9613PN A2 26.66 S 0.51 51
9614PN A2 34.48 S 0.79 79
9615PN © A2 19.67 S 0.38 38

* Porcentaje de crecimiento en Sug ml™ respecto al testigo sin metalaxyl, en medio de centeno-agar, donde

Sensible(S), <40% de crecimiento y Resistente(R), >40% de crecimiento.

®El factor de resistencia (FR) se obtiene al dividir la CEs, del aislamiento de campo entre 1a CEs,=0.01pg

ml”de un aislamiento de referencia sensible (Schwinn y Sozzi, 1982).

“nd (no determinado).
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La variacion en sensibilidad a metalaxyl observada entre los aislamientos de P.
infestans los diferentes lugares puede explicarse por el uso de este fungicida para el control
de este patogeno. Por ejemplo, en la localidad de Pueblo Nuevo, Mpio. de San Felipe del
Progreso, Edo. de Méx., el metalaxyl ya no se aplica para el control del tizon tardio por lo
menos durante los ultimos ciclos de cultivo, ya que este fungicida mostr6 una pérdida del
control de la enfermedad. Por lo que el control quimico se continué con fungicidas de
contacto como los ditiocarbamatos (principalmente mancozeb) y el clorotalonil, ademas del
fungicida sistémico cymoxanil (CURZATE®) que pertenece al grupo de las oximas-
oxiacetamidas, el cual no presenta resistencia cruzada con el metalaxyl y en general con los
fungicidas fenilamidas (Diriwachter et al., 1987). Ademas, Cohen y Samoucha (1990),
citados por Gisi y Cohen (1996), demostraron que la adicion de cymoxanil a oxadyl y
mancozeb redujo el desarrollo de resistencia mas que la mezcla oxadixyl y el incremento de
la subpoblacion resistente casi fue nulo. En base a esto, puede suponerse que si la pérdida
del control del tizon tardio por metalaxyl se debia al desarrollo de resistencia, al dejar de
usar este fungicida, la poblacion del patogeno esta revirtiendo al estado de sensibilidad al no
estar sujeta a la presion de seleccion del fungicida, esto lo observaron Davidse ef al. (1989)
en Holanda, como lo muestran los mas bajos valores de CEso obtenidos (Cuadro 9).

Por otra parte, es importante sefialar, que en la naturaleza existen aislamientos de P.
infestans resistentes (insensibles) en una proporcidon muy baja en la poblacion aun antes de
cualquier exposicion al fungicida, como lo mencionan Gisi y Cohen (1996). Al respecto,
Dagget et al. (1993) encontraron aislamientos resistentes a metalaxyl en 1977 en Alemania,
antes del uso comercial del fungicida en este pais. Tales aislamientos resistentes
preexistentes son producto de mutacion en la ausencia de fungicidas fenilamidas.

A continuacion se presentan los valores de CEsy de dos aislamientos de grupo de
compatibilidad opuesto: 9607PN (A1) y 9603PN (A2), calculados en base al uso de un
mayor nimero de concentraciones sugerido por la ventana biologica, que es el criterio mas

confiable para la determinacion de la CEs de un aislamiento, mediante el analisis PROBIT.
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De acuerdo al porcentaje de inhibicion la CEsy del aislamiento 9607PN (A1) indica
estar entre las concentraciones de 10 y 25pg ml' (Cuadro 10), notindose ademas
crecimiento a 300ug ml' (11.1%), lo cual nos indica una menor sensibilidad de este

aislamiento a metalaxyl.

Mediante el analisis PROBIT se determin6 que la CEs, del aislamiento 9607PN (A1)
fue de 11.43ug ml”, la cual es mayor a la CEs, del aislamiento 9603PN (A2) en 67 veces.
Mientras, que la CEso fue de 29473.81ug ml”, con limites de confianza (0=0.05) de
11.2386-11.5637. La ecuacion de regresion que expresa la relacion concentracion-respuesta

es Y=-0.31 + 0.48x (Cuadro 12).

Cuadro 10.- Respuesta de crecimiento in vitro del aislamiento
9607PN (A1) de Phytophthora infestans a metalaxyl.

TRATAMIENTO CONCENTRACION PORCENTAIJE
ug ml” CENTENO-AGAR | DE INHIBICION

1 0.0 0.0

2 0.01 15.3
3 0.5 25.5
4 1.0 26.9
5 3.0 31.4
6 5.0 36.9
7 10.0 43.6
8 25.0 54.7
9 50.0 58.3
10 100.0 68.6
11 200.0 75.0
12 300.0 88.9

La respuesta de aislamiento 9603PN (A2) a metalaxyl expresada como el porcentaje
de inhibicion se presenta en el Cuadro 11, donde la CEsy parece estar entre las
concentraciones de 0.1 y 0.6pg ml”' | ademas se observa casi una inhibicion total de 98.3% a

50pg ml™.

Al analizar estos datos con el programa PROBIT, se encontr6 que su CEs, fue de
0.17ug mIy con limites de confianza (=0.05) de 0.0838-0.2538. La ecuacion de regresion
que expresa la relacion concentracion-porcentaje de inhibicion (dosis-respuesta) es Y= -1.27

+ 0.68x. Mientras que la CEos fue de 44.14pg ml” (Cuadro 12).
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Cuadro 11.- Respuesta de crecimiento in vitro del aislamiento
9603PN (A2) de Phytophthora infestans a metalaxyl.

TRATAMIENTO | CONCENTRACION PORCENTAJE

pug ml” CENTENO-aGAR | DE INHIBICION
1 0.00 0.0
2 0.001 10.8
3 0.01 16.3
4 0.03 379
5 0.06 39.0
6 0.08 45.6
7 0.10 46.8
8 0.60 59.8
9 1.00 60.6
10 10.00 92.1
11 50.00 98.3

Cadro 12.- Concentraciones efectivas de metalaxyl y ecuaciones de regresion de las lineas
dosis-probit para los aislamientos 9607PN (A1) y 9603PN (A2) de Phytophthora infestans.

AISLAMIENTO CE (pg ml") LIMITES DE ECUACION DE FACTOR DE
CEs CEes CONFIANZA® REGRESION RESISTENCIA
9607PN (Al) 11.43* | 29473.81 | 11.2863-11.5637 | Y=-0.31+ 0.48x 1143
9603PN (A2) 017 44.14 0.0838-0.2538 Y=-127 + 0.68x 17

*Varianza=0.019. ®Varianza=0.007. “Con 0=0.05.

El factor de resistencia (FR) de los aislamientos 9607PN (A1) y 9603PN (A2), que

se obtiene de dividir el valor de la CEs, del aislamiento de campo entre el valor de la CEso

(=0.01pg ml™) de la linea base de sensibilidad del mismo fungicida (Schwinn y Sozzi, 1982)

fue de 1143 y 17x, respectivamente. Lo cual significa que para inhibir el 50% de

crecimiento, el aislamiento 9607PN ocupa 1143 veces; mientras, que el aislamiento 9603PN

necesita 17 veces de la concentracion del aislamiento sensible. Por otra parte, al analizar los

limites de confianza (a=0.05) a nivel dela CEsy de ambos aislamientos se observa claramente

que no hay un traslape entre ellos, lo cual indica que las lineas son significativamente

diferentes o con respuesta diferente al fungicida, tal como se muestra en el Cuadro 12.
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Clases de respuesta a metalaxyl.

Los resultados de sensibilidad de los aislamientos de P. infestans a metalaxyl en
clases de respuesta (Cuadro 9) se analizaron en base a la clasificasion propuesta por
Goodwin ef al. (1996), donde el criterio de resistencia a metalaxyl fue: crecimiento a Sug
ml" mayor de 40% respecto al testigo, en contraste sensibilidad. Asi , la mayoria de los
aislamientos (27/36 6 75%) de los tres lugares fueron resistentes a metalaxyl, ya que
presentaron un crecimiento >40%, donde el crecimiento vari6 de 41.11 - 88.2% (promedio
de 62.01%). Mientras, que el resto de los aislamientos (9/36 6 25%) fueron sensibles a
metalaxyl, con un crecimiento entre 19.17 y 39.68% (promedio de 27.21%)).

Todos los aislamientos de Villarreal, Tlax. fueron resistentes a metalaxyl, con un
crecimiento promedio de 64.44% respecto al testigo y con valores de CEs, generalmente
altos en el rango de 5.57 a >100pug ml™ (promedio de 57.54ug ml™). En cambio, entre los
aislamientos de Pueblo Nuevo, Mpio. de San Felipe del Progreso, Edo. de Méx., hubo una
menor proporcion de aislamientos resistentes (6/14 6 43%) y 8 aislamientos (57%) fueron
sensibles a metalaxyl, que corresponden a los valores mas bajos de CEsq entre 0.17 y 1.37ug
ml”, generalmente menores de 1ug ml™ (promedio de 0.59ug ml™). Lo cual coincide con lo
sefialado por Koh ef al. (1994), donde los aislamientos de la clase sensibles presentaron
valores de CEs, de 0-5ug ml”'. Cabe sefialar que los aislamientos resistentes mostraron
valores de CEsp mas bajos que los de Villarreal, Tlax. en donde el aislamiento 9607PN
present6 el valor mas alto con una CEs igual a 11.68ug ml™.

El Unico aislamiento de San Juan de las Huertas, Mpio. de Zinacantepec, Edo. de

Méx. (96018J) fue sensible a metalaxyl con una CEsp= 0.69ug ml™.

Comparacion del grupo de compatibilidad, raza fisiologica y respuesta a metalaxyl.
El grupo de compatibilidad y la respuesta a metalaxyl para los 36 aislamientos

colectados en los diferentes lugares se muestra en el Cuadrol3 de una forma mas resumida.
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Cuadro 13.- Grupo de compatibilidad y respuesta a metalaxyl de aislamientos de
Phytophthora infestans de México, 1996.

LUGAR NUMERO GRUPO DE COMPATIBILIDAD
DE DE Al A2
COLECTA AISLAMIENTOS S* R* S* R*
Villarreal, Tlax. 21 0 15 0 6
Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. 14 0 5 8 1
San Juan de las Huertas, Edo. de Méx. 1 0 0 1 0
TOTAL 35 0(0%) 20(56%) | 9(25%) 6(19%)

* Sensible (S), <40% de crecimiento en Sug ml™ respecto al testigio y Resistente(R), >40% de crecimiento
en Sug ml” respecto al testigo

Todos los aislamientos de grupo de compatibilida Al (20/36), es decir, el 56%
fueron resistentes a metalaxyl. Lo mismo ocurri6 entre aislamientos de cada lugar de
colecta. Asi, en Villarreal, Tlax. todos los aislamientos fueron resistentes, de los cuales 15
(71.4%) fueron del grupo Al; de igual forma, en Pueble Nuevo, todos los aislamientos del
grupo Al fueron resistentes. Esto no coincide con lo reportado por Deahl ez al. (1995),
quienes determinaron la sensibilidad in vitro de 111 aislamientos de P. infestans colectados
en Chapingo y Toluca, Edo. de Méx., donde el 63 y 77% de los aislamientos fueron
resistentes a metalaxyl y del grupo de compatibilidad A2. Sin embargo, encontraron niveles
mas altos de resistencia en los aislamientos Al de California, donde no se obtuvieron
aislamientos A2. Al respecto, también Therrien ef al. (1993), notaron una asociacion
significativa entre el grupo Al y la resistencia a metalaxyl en aislamientos de Polonia.

Como se observa, los resultados encontrados por varios investigadores se
contraponen, razéon por la cual no se puede establecer que exista correlacion entre los
niveles de resistencia a metalaxyl y grupo de compatibilidad, tal como lo indican Gisi y
Cohen (1996).

Respecto a la relacion entre resistencia a metalaxyl y razas fisiologicas, al analizar los
datos de los Cuadros 5 y 9, se observa que no existe alguna relacion entre ambos caracteres,
en cuanto a que los aislamientos de raza mas simple y/o compleja sean mas resistentes y/o

sensibles, lo cual coincide con lo reportado por Gisi y Cohen (1996).
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Los resultados de este estudio confirman que la resistencia de P. infestans a
metalaxyl estd ampliamente distribuida en varios lugares del pais donde se cultiva papa
(Matuszac ef al., 1994; Deahl ef al., 1995) y en los cuales ocurren los dos grupos de
compatibilidad. Por lo que hay una probabilidad alta de que ocurra o esté ocurriendo la
reproduccion sexual en el campo, lo que muy probablemente genera que las poblaciones de
P. infestans segreguen para resistencia a metalaxyl. Ademas, los aislamientos resistentes
muestran una capacidad competitiva igual 6 mayor a la de los aislamientos sensibles, es
decir, no difieren en cuanto a la capacidad de esporulacion o en la eficiencia de infeccion
(Kadish y Cohen, 1988). Por lo tanto, se deben implementar las estrategias para el manejo
de la resistencia propuestas por FRAC (Comité de Accion contra la Resistencia a
Fungicidas), con el proposito de mantener y alargar la vida 1til del metalaxyl y en general de

los fungicidas sistémicos usados para el control del tizon tardio (Williams y Gisi, 1992).
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V.- CONCLUSIONES.

1.- En los lugares de muestreo se encontraron los dos grupos de compatibilidad de
Phytophthora infestans, en las siguientes proporciones (A1:A2): Villarreal, Tlax. (3:1) y
Pueblo Nuevo, Edo. de Méx. (1:2). El unico aislamiento de San Juan de las Huertas, Edo.

de Méx. fue del grupo de compatibilidad A2.

2.- De los 37 aislamientos de P. infestans estudiados, 20(54%) fueron del grupo Al y
17(46%) del grupo A2, es decir , en proporcion aproximada de 1:1.

3.- Se identificaron todos los genes de patogenicidad de P. infestans con el juego de
diferenciales probado (R1, R2, R3, R4, R6, R7, R10, R11, RIR2, RIR3, R2R3 y R2R4).

Por lo que la determinacion de razas fisiologicas fue parcial.

4.- Se identificaron 19 razas de 35 aislamientos de P. infestans con las diferenciales

probadas. La raza mas comun fue 1.2.3.4.6.7, seguida port las razas 1.2.3.4y 1.2.3.4.7.

5.-En general, los aislamientos de P. infestans fueron de raza compleja, por lo que, es muy

posible que los genes de virulencia 5, 8 y 9 también esten presentes.

6.- La mayoria de los aislamientos de P. infestans (27/36 6 75%) fueron resistentes a

metalaxyl. De éstos, todos los aislamientos del grupo A1 (20) fueron resistentes.
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