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RESUMEN EJECUTIVO

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL TIPO DE APAREAMIENTO A2 Y
LA RESISTENCIA A FUNGICIDAS DE AISLAMIENTOS DE P. infestans
COLECTADOS EN DIFERENTES ZONAS PAPERAS DEL COLOMBIA

CONVENIO UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA — CEVIPAPA

Responsables
SONIA JARAMILLO V. I. A. M.Sc. Directora
ELIZABETH GILCHRIST R. I. A. M.Sc. Investigadora.
LUZ ADRIANA GUTIERREZ. Bidloga. Co-investigadora
JUAN GONZALO MORALES O. LA. M.Sc. Co-investigador
GUILLERMO CORREA LONDONO 1. F. M. Sc. Co-investigador

Colaboradores: César Tulio Araque, Pedro Porras, John Jairo Mira, Luz Stella
Lagos.

1. JUSTIFICACION:

La gota de la papa es la enfermedad mas limitante para los cultivos de papa a
nivel mundial, por los graves dafios que causa a las plantas y los efectos sobre el
medio ambiente, debido a las altas aplicaciones de fungicidas, muchas veces sin
los requisitos técnicos adecuados. Esta situacién pone en riesgo la competitividad
y sostenibilidad del cultivo en poco tiempo, en nuestro pais.

Algunos papicultores antioquefios manifestaron que el 30% de los costos de

produccién de papa en el ultimo afo se debieron al control de la gota, dada la



agresividad que se ha venido observando en los cultivos, cuando en épocas
anteriores no superaba el 10%, a pesar de tener que hacer en promedio hasta 16
aplicaciones por cosecha. Esta situacion posiblemente se presentdé por las
condiciones climaticas, que favorecieron el crecimiento del patégeno, el cual a su
vez, posiblemente esta cambiando la composicion en el campo, de poblaciones

susceptibles a poblaciones mas resistentes a fungicidas.

Dicha enfermedad es causada por el Qomiceto  Phyfophthora infestans,
recientemente ubicado en el reino Protista, Phyllim Oomycota, Grupo Oomyceto,
con paredes celulares de celulosa o similares, zoosporas diflageladas, al igual que
el anteridio. En el proceso de reproduccion sexual el oogonio (no flagelado)
significativamente mas grande es fertilizado por el anteridio para producir la
oospora, zigoto de pared gruesa que determina el nombre de este Pyllum. La

oospora sufre un estado de reposo que le permite tolerar condiciones estresantes.

En Colombia no se ha reportado, hasta el presente, el tipo de apareamiento A2, el
cual esta en Bolivia y en solanaceas silvestres en Ecuador, ademas de otros
paises. Esta situacion permite pensar que en Colombia no se presenta la
reproduccién sexual del patdégeno, la cual incrementaria la variacibn genética,
ademas de la generada por mecanismos de parasexualidad, distribucion
inequitativa de la cromatina en el proceso de la divisidon mitdtica, mutaciones u
otras fuentes de variacion, lo que complicaria aun mas, el manejo de la gota, en
los cultivos comerciales de papa y posiblemente en tomate y otras solonaceas
huéspedes cultivadas.

El control quimico de dicha enfermedad se ha realizado tradicionalmente con
fungicidas que impiden la germinacion de las esporas (zoosporas o esporangios)
en la superficie de ios tejidos antes de la penetracion. En los Gltimos afios se han
desarrollado fungicidas sistémicos (que penetran y/o se translocan) para la
proteccion interna de ciertos tejidos, pero por su especificidad en el modo de

accioén, se desarrollan y/o se generan mas facilmente mecanismos de resistencia,




lo que conduce a ineficacia en el control de la enfermedad, como se ha reportado
en control de la gota con metalaxyl.

En la presente investigacion se evallo el tipo de apareamiento y resistencia a los
fungicidas Metalaxyl (sistémico) en sus formas guimicas Cis , Trans y Cymoxanil
(translaminar) de aislamientos de P. infestans procedentes de Narifio, Norte de
Santander y Antioquia, por las implicaciones epidemiolégicas y econdémicas que
tendria la reproduccidn sexual del patdégeno y la posible resistencia a tales

fungicidas, por ser los mas utilizados en ei pais.

2. LOCALIZACION:

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Estudios Moleculares de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin, en donde los tejidos de papa (hojas y/o tallos) se lavaban con
abundante agua potable y se procedia a la siembra en camara humeda, colocando
un fragmento de tejido infectado con P. infestans, debajo de rodajas de papa
variedad tuquerrefia (sin genes mayores) para la purificacion y posterior

evaluacion.
3. MATERIALES Y METODOS:

La toma de muestras y purificacion de aislamientos de P. infestans

Se visitaron cultivos de papa en algunos municipios paperos de los departamentos
Norte de Santander y Narifio, seleccionados por ser zonas de frontera, y de
Antioquia por la alta agresividad y variabilidad expresada en el nimero de clones
diferenciales que se infectan (10 de 11 posibles), esto condujo a que en Rionegro
se realizaran las pruebas de evaluacion de la resistencia de multiples clones del
Centro Internacional de la Papa (CIP) por varios afnos, pues se considera que
después del Valle de Toluca, México, este es el lugar de mayor diversidad del

patogeno.



Al hacer el reconocimiento del cultivo se procedié a tomar muestras de foliolos o
tallos afectados, con una sola lesion en el proceso inicial de la infeccion, a la vez
se registraban los datos correspondientes al municipio, vereda, finca, variedad o
especie, control quimico, condiciones de clima, altura sobre el nivel del mar y otros
datos que e! colector considerase pertinentes. Se tomaban varias muestras al
azar en diferentes sitios de un mismo lote, con el fin de observar la posible

variacion de las cepas dentro y entre Iotes.

Los tejidos lavados con agua potable fueron colocados en camara humeda, debajo
de rodajas de papa, variedad tuquerrefia (sin genes mayores), para aislar el
patogeno, el cual fue multiplicado en medio agar-centeno, suplementado con B
sitosteral y medios liquidos con arveja. Segun procedimientos ajustados a las
condiciones de! laboratorio.

Los esporangios fueron cosechados por filtracion al vacio con un filtro miliporo de
10 micras, con el fin de hacer las evaluaciones de resistencia a fungicidas, las
inoculaciones de foliolos de los clones diferenciales para la evaluacion de razas o

para el almacenamiento en nitrégeno liquido.

3.1. Tipo de Apareamiento

3.1.1. Cruces en medio agar-centeno

Para evaluar el tipo de apareamiento se utilizo el sistema de prueba de cruces de
aislamientos consigo mismos y con un testigo, previamente evaluado como tipo de

apareamiento A1. En todos los casos se realizaron tres repeticiones.

Al cabo de dos semanas se observd la coloracion de los micelios y se hizo un
raspado en la interfase hifal para determinar la posible presencia de oosporas por

observacion al microscopio.




3.1.2. Técnica molecular basada en PCR

Los aislamientos evaluados por la prueba de cruces se sometieron a la extraccién
del DNA con nitrogeno liquido y un buffer de extraccién, con posterior
amplificacion con “cebadores” especificos (Primer F y Primer R), segun la
metodologia desarrollada por Judelson (1996), modificada en el laboratorio por
Gilchrist (2001).

3.2. Pruebas de sensibilidad a fungicidas

Se prepararon soluciones madre en Dimetil Sulféxido {(DMSO) en concentraciones
de 110 mg/ml para metalaxyl y 6.0 mg/l para cymoxanil, con el fin de preparar los
medios con las dosis de 0, 5, 100 y 225 microgramos de ingrediente activo (i.a.)
por mililitro de Cis metalaxyl (Laboratory Manual for P. infestans Work at CIP
Quito, 1996) y para Cymoxanil 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 ugr de ingrediente activo
(i.a.) por mililitro { Power et al, 1995).

Se hicieron cuatro replicaciones por cada uno de los aislamientos y dos
repeticiones en el tiempo, en platos para crecimiento de células, con lecturas en
un espectrofotometro a 630 nm Raposo, 1995 previa calibracion del crecimiento
de micelio de algunos aislamientos (no todos esporulan a la misma velocidad) en
4.000 a 10.000 esporangios por mililitro, con lecturas a los 0, 3, 5 y 7 dias. Este

sistema fue calibrado por Cortés y Madrid (1999) en el laboratorio.

Para el Metalaxyl se determiné la sensibilidad por 1a escala de Dagget et al, 1993
y la concentracion efectiva media (EC50), teniendo en cuenta que los aislamientos
que presenten una EC50 mayor a 10 ugr por mifilitro son resistentes (Dagget et al,
1993).

La sensibilidad al Cymoxanil se determiné por el promedio de la EC50, entre 0.1-
1.48 microgramos de i.a./ml , los cuales eran considerados como sensibles (Power
et al, 1995).




4 RESULTADOS Y DISCUSION: "
4.1. Tipo de apareamiento

4.1.1. Tipo de apareamiento por cruces en medio solido

Todos los aislamientos evaluados por el sistema de prueba de cruces en medio
sélido con el aislamiento testigo (A0694), presentaron el tipo de apareamiento A1,
dado que no se observd la coloraciéon amarilla en la zona de transicién hifal no se
detects la estructura de oospora al microscopio, caracteristicas de la reproduccion

sexual que indicarian la presencia del tipo de apareamiento A2.

4.1.2. Tipo de apareamiento por amplificacién del DNA por PCR

La técnica de amplificacion del DNA con cebadores especificos para el tipo de
apareamiento A1, implementada por Judelson (1996) demostrd que efectivamente
los aislamientos evaluados no presentaban el tipo de apareamiento A2, por
presentar en todos los aislamientos la banda de amplificacion S1 en el gel de

agarosa, especifica del tipo de apareamiento A1.

Los resultados encontrados indican que hasta el presente, es posible que no
exista el tipo de apareamiento A2 en las cepas de P. infestans procedentes de los
cultivos de papa de los departamentos evaluados,. Sin embargo, no es
descartable que en otras especies cultivadas y silvestres huéspedes del patégeno,
exista el tipo de apareamiento A2, reportado en algunos paises, entre otros los de
la zona andina como Bolivia (solo se ha reportado el tipo de apareamiento A2) y

Ecuador en solanaceas silvestres (Forbes et al, 1997).

4.2. Sensibilidad de los aislamientos a fungicidas

4.2.1. Aislamientos procedentes del departamento de Antioquia.

De los 44 aislamientos evaluados, el 93% resultaron resistentes al cis metalaxyl,
con valores de crecimiento superiores al 50% a dosis de 225 ppm en la escala de



Dagget, inciuso algunos aislamientos con crecimiento aproximado al 100% (igual
al testigo sin fungicida). Dichos aislamientos también presentaron alta resistencia
por la EC50. Solo, tres aislamientos presentaron susceptibilidad a esta dosis con

73% de reduccion del crecimiento.

Se observd que dentro de un mismo lote se encontraron aislamientos sensibles y
aislamientos resistentes, lo que indica la posibilidad de un cambio en la poblacién
de susceptible a resistente, debida a los efectos de la aplicacion de los fungicidas
por la presion de seleccidén, que eliminan las poblaciones susceptibles,

permitiendo el incremento de la poblacion resistente, por la reproduccién asexual.

Dicha situacion se presentd en los aislamientos de papa criolla en Santa Elena,
finca Paysandu, los cuales no fueron tratados con ningun fungicida a base de
Metalaxyl, pero si, con cymoxanil al 8% y 64% de Mancozeb, lo que indica que
algunos aislamientos de P. infestans tienen resistencia per se al cis Metalaxyl y se
perpetdan por la propagacién clonal del patdgeno y el tipo de control que se
realiza. Dicho lote tenia 20 clones en proceso de evaluacion, por calidad para la
industria y productividad; sin embargo, algunos de ellos presentaron resistencia a
la gota, pues se afectaron en mucha menor proporcion que el testigo (clon 1 de

papa criolla).

Como era de esperarse los aislamientos que mostraron resistencia a 225 ppm, lo
son también a dosis de 100 ppm, pues la inhibicién fue de un 20%, lo que indica
que no se da un buen control, razén por la cual se probé el isémero trans de la
molécula metalaxyl, en los 12 aislamientos mas resistentes y se encontro que tres
de estos aislamientos fueron resistenetes (25%) y los demas mostraron
suceptibilidad, esto indica que esta molécula es efectiva en cultivos de papa, pero
preferiblemente debe ir acompanada de una rotacion y/o en mezcla con otros
fungicidas y con un monitoreo frecuente de la enfermedad y la resistencia de

P.infestans al producto.



El Cymoxanil a la dosis mas alta (2!ppm), presenta buena eficiencia para controlar
el crecimiento de un buen numero de aislamientos del patdgeno (56%), al reducir
el crecimiento en un 70% en promedio, hasta 100% en unos pocos aislamientos.
Sin embargo, se observaron aislamientos resistentes, los cuales to fueron también
a la molecula trans de Metalaxyl. Por esta razén es conveniente ampliar el
programa de rotaciones para el control de la enfermedad, con moléculas que

presenten diferentes mecanismos de accién.

En municipios como San Pedro, Santa Rosa y Entrerrios, donde se hacen
frecuentes aplicaciones de fungicidas para el control de enfermedades en tomate
de arbol, puede ser mas eficiente el uso del Cymoxanil para el control de la gota o
trans metalaxyl, puesto que los aislamientos de dicha zona tuvieron mayor

inhibicién con esté.

En dosis de 2 ppm los aislamientos que presentaron resistencia intermedia se
expresan como resistentes (70%), razén por la cual se debe realizar un estudio
basico que permita dilucidar los mecanismos involucrados en la resistencia de
este tipo de productos transiaminar y muitisitio y determinar las dosis especificas

para cada zona.
4. 2. 2. Sensibilidad a fungicidas en aislamientos de Norte de Santander

El 55% de los aislamientos evaluados presentaron resistencia al cis Metalaxyl en
dosis de 225 ppm ,segun la escala de Dagget y la EC50, lo que indica que es
posible que en dicha zona pueda haber menor resistencia a esta molécula, pero
se debe ser cauteloso con su uso en Chitaga, Cacota y Mutiscua, cuyos
aislamientos mostraron mayor resistencia, expresada ademas en las dosis de 100
ppm, incluso dos aislamientos mostraron resistencia intermedia a 5 ppm. Es
posible que por las condiciones climatolégicas (zona mas seca) y las costumbres
de manejo del cultivo y la enfermedad, se haya hecho una menor presion con

fungicidas de este tipo, permitiendo la presencia de aislamientos sensibles.



Del total, de los aislamientos que"'mostraron resistencia al fungicida cis metalaxyl
(11), solo uno (de papa criolla de Cacota) presento resistencia al isomero trans, lo
que indica que los productos a base de este fungicida son efectivos para el control
de la gota. Sin embargo, debe elaborarse un programa de rotacién de productos,
mezclas compatibles, sistemas de aplicacion, entre otros factores.

El Cymoxanil y el trans metalaxyl fueron mas efectivos para reducir el crecimiento
del patégeno que el metalaxyl cis, incluso en dosis de 2 ppm el primero, lo que
indica que son productos efectivos para el control de la gota en papa, en los
municipios donde se cultiva con mas frecuencia la papa, como Chitaga, Cacota y
Mutiscua.

4.2.3. Sensibilidad a fungicidas en aislamientos de Narifio

Lagos (2002) evalué 63 aislamientos de P. infestans, por crecimiento radial en
medio sélido con la molécula trans del metalaxyl, con base en la ECS50,
encontrando una alta efectividad 48/63 aislamientos sensibles (menos de 5
microgramos /ml), 7/63 intermedios y los demas (8/63) resistentes. Para el
cymoxanil se encontré que el 83% fueron susceptibles segun la EC50 (menos de
0.1 microgramo/ml), 17% intermedios. No se observaron aislamientos resistentes

a esta molécula.

En los aislamientos evaluados por espectofotometria se encontrd mayor
resistencia a la molécula cis (75%) que a la molécula trans (25%), lo que da a esta
ultima molécula, la posibilidad de realizar un control efectivo de la gota en el
campo. Igualmente, el Cymoxanil fue sensible (62%) a dosis de 4 y 2 ppm, lo que
sugiere la posibilidad de incluir productos a base de estas dos moléculas en un

programa de manejo de la enfermedad, en el departamento de Narifio.



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La evaluacion para el tipo de apareamiento de aislamientos de P. infestans
procedentes de Antioquia, Norte de Santander y Narifio, por el sistema de prueba
de cruzamiento con un aislamiento previamente caracterizado como A1, y consigo
mismo, mostré que solo se observd este tipo de apareamiento, esta observacion
es corroborada por la aplicacion de una técnica de amplificacion de DNA, con
cebadores especificos (Primer F y Primer R} de este tipo de apareamiento, segin
la metodologia desarrollada por Judelson (1996).

Los resultados encontrados demuestran que al parecer no existe reproduccion
sexual de P. infestans, en las zonas evaluadas, la cual esta caracterizada por la
presencia de los dos tipos de apareamiento (A1 y A2), indicando que la
reproduccion de este patdgeno es asexual, por lo tanto, hay una multiplicacion

clonal, que permite mantener las caracteristicas de las poblaciones originales.

En los aislamientos evaluados se encontrd un alto porcentaje de P. infestans con
resistencia a la molécula cis metalaxyl, con una menor resistencia para la
molécula trans metalaxyl, y para la molécula Cymoxanil. Sin embargo, hay que
tener cuidado con estos productos y sus mezclas, por cuanto algunos aislamientos
resultaron igualmente resistentes a ambas moléculas, especialmente en las zonas
paperas y tomateras del Norte de Antioquia. En estos estudios no hay que olvidar

las recomendaciones de la Fungicide Resistance Action Committee (FRAC).

Es necesario continuar con fas evaluaciones de nuevos aislamientos, colectados
en zonas de monocultivos frecuentes de papa, tomate, en huertas caseras, zonas
menos intervenidas agricolamente, incluyendo el muestreo en ofras especies o
posibles huéspedes alternos, con miras a entender de manera mas adecuada, la
epidemiologia de la gota y la evolucion de P. infestans, de tal forma que se
puedan emprender propuestas de manejo de la gota de la papa y el tomate, de

manera mas duradera y segura ambientalmente.




Dada la dinamica activa de esté patdégeno, es necesario organizar grupos de
trabajo, debidamente coordinados para aumentar el area de muestreo y
observaciones que arrojen mayor informacién sobre la evolucion del patégeno y la
epidemiologia de la gota, para proponer programas de manejo especificos, para
cada zona y situacién, caso por caso, con el fin de evitar de manera oportuna, una
epidemia que extermine los cultivos, con funestas consecuencias para los

agricultores y para la seguridad alimentaria del pais.

Toda la informacién recolectada debe estar debidamente geoposicionada,
documentada con datos meteorolégicos y con la mayor informacion posible sobre
el oomiceto Phytophthora infestans, de tal forma que se pueda hacer un mapa con
las distintas poblaciones y sus respectivas caracteristicas, a través del tiempo,
para utilizar las herramientas de la agricultura de precision, con miras a detectar
por imagenes satelitales u otro sistema los focos de infeccién, los cuales deben
ser inmediatamente inspeccionados para definir el control, pues al ser un sistema
vivo muy dinamico (planta-patdgeno), no se pueden predeterminar los sistemas de
control, para ser realizados mecanicamente, como lo seria en el ¢caso de otros
problemas agronémicos, como la fertilidad de los suelos y las aplicaciones de

fertilizantes.
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INTRODUCCION

La papa es importante como fuente de la alimentacion humana, ocupando el
cuarto lugar entre los principales cultivos alimenticios en el mundo y ei octavo
lugar entre los productos basicos de la dieta alimentaria en nuestro pais (Davidse
etal, 1981).

El cultivo esta limitado por varios factores, constituyendo las enfermedades uno de
los mas importantes. Entre las enfermedades la “"gota" & "tizéon tardio”, esta
considerada, a nivel mundial, como la mas importante en todas aquellas zonas
donde se siembra papa. Su agente causal es el patogeno Phytophthora infestans
(Mont) de Bary, el cual no sélo afecta al cultivo de la papa, sino también al tomate
(Lycopersicon esculentum) y otras solanaceas (Henfling, 1980).

Dada la importancia de esta enfermedad como factor limitante en 1a produccion de
papa, se han puesto en practica medidas de control integrado que incluyen la
utilizacion de semilla libre de la enfermedad, uso de variedades resistentes,
distanciamiento de siembra, adecuacion del riego y orientacion de los surcos,
eliminacion de hospederos alternos, cambio en la época de siembra, destruccion

del follaje y control quimico (Forbes, 1987).

Tradicionalmente el control quimico de la enfermedad se ha hecho mediante el
uso de fungicidas convencionales (cupricos, dithiocarbamatos,
heterocicliconitrogenados). Sin embargo, la mayoria de estos productos soélo
impiden la esporulacién y germinacion de esporas en las hojas. Una vez que éstas
son infectadas por el patdgeno, los fungicidas no tienen ningun efecto, por lo que

las aplicaciones deben ser preventivas (Cetas ef al., 1978).

En los ultimos afios se han desarrollado fungicidas que se movilizan en forma

sistémica dentro de la planta, inclusive a zonas de crecimiento posterior a la



aplicacién. Estos fungicidas sistémicos tienen la particularidad de penetrar y
translocarse proporcionando la proteccion interna a ciertos tejidos de la planta.

Desde la pasada decada se evidencid que las considerables ventajas de los
fungicidas sistémicos a menudo son contrarrestadas por el desarrollo de
resistencia especifica, mostrando que alrededor de 55 especies o formas
especiales de patégenos han presentado resistencia a estos fungicidas. Tal
senalamiento ha sugerido que el uso de diferentes fungicidas, alternados o
mezclados, retardaria la formacidén de resistencia, pero no hay evidencia
experimental directa que soporte esta afirmacidon (Fehermanis, 1976, citado por
Skylakakis, 1981).

El fungicida Metalaxyl, utilizado para el control del "tizén tardio" en papa es un
ejemplo de estos productos sistémicos. Hasta 1983 el producto comercial Ridomii
(Metalaxyl) no estaba oficialmente registrado y usualmente era traido desde el
exterior. Este fungicida pertenece al grupo de las acilalaninas con una aita y
gspecifica accion sobre P. infestans en tomate y papa, al mismo tiempo que se le
atribuyen propiedades curativas que permiten su aplicacion antes y despuées de
ocurrida la infeccion (Alcala et al., 1983).

En el tomate encontraron que el funguicida Metalaxyl reduce la liberacion vy
posterior germinacién de zoosporas en concentraciones superiores a bSug/m. Se
observd una rapida translocacion (1 hora) del fungicida ¢ sus derivados desde las
raices al follaje, pero ninguno desde una hoja a otra, lo cual habia sido sefalado
como una caracteristica de estos fungicidas. (Cohen et af ., 1979).

La falla de metalaxyl (DL-methyl- N (2,6-dimethyl-plenyl) N-methoxyacetyl alanina
methyl ester) para controlar enfermedades de plantas ocasionadas por agentes
fungales del orden Peronosporales, fue observada primero en lIsrael, en 1979,
para Pseudoperosnospora cubensis en pepino sembrado en invernadero (Cohen
et al, 1983).
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Posteriores informes sobre resistencia de patdégenos a este fungicida se han
realizado también en otros paises. En Holanda, en 1980, se presentd una
gpidemia severa de tizdn tardio que causéd danos considerables en siembras de
papa. Posteriormente se comprobd la existencia de formas resistentes del
patdgeno, originadas por las aplicaciones sucesivas de metalaxyl, donde la
resistencia a este fungicida sistémico, fue sefalada en Holanda en 1981, donde se
realizaron ensayos con aislamientos de P. infestans para determinar la
sensibilidad del patégeno a dicho fungicida, comprobandose la presencia de
poblaciones resistentes al producto (Cortes et al., 1999).

En varios experimentos realizados en Israel se observd que algunas
concentraciones de metalaxyl favorecian la esporulacion del patdgeno; se
encontro que dos aplicaciones de metalaxyl-mancozeb, para proteger las plantas
contra el patbgeno, resultaron totalmente ineficaces, presentandose un incremento
en la enfermedad de 0,1-100 hojas infectadas por planta, lo que sugirid6 que se
habian originado poblaciones del patégeno resistentes al fungicida (Houseworth et
al., 1982).

Con la finalidad de reducir la ocurrencia de poblaciones del patdgeno resistentes a
metalaxyl, se introdujo al mercado el producto en una mezcla con un fungicida
protectante, ademas se cambid la configuracidn espacial del Metalaxyl a una
forma trans la cual para efectos de utilidad en'el campo puede ser muy efectiva;
siempre y cuando haya una buena administracion en el uso. ”
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1. IMPACTO DEL PROYECTO

En Colombia hasta el presente no se ha reportado la reproduccion sexual del
patogeno P. infestans, puesto que tampoco se ha observado el tipo de
apareamiento A2, el cual ha sido reportado en especies silvestres en Ecuador
(Ordofez et af, 2000), y en otros paises como Estados Unidos, Holanda, Canada y
Argentina (Forbes et al, 1998; Deahl et al, 1991), dandose la posibilidad de una
introduccion de este tipo de apareamiento, 0 que generaria una mayor variabilidad
de razas a las ya numerosas que existen en el pais, dada la importacion de papa

para industria principalmente.

La alta incidencia del patégeno P. infestans y su capacidad de generar resistencia
- a fungicidas sistémicos tipo Metalaxyl y Cymoxanil observada en la reiterada
presencia de la gota en el campo, se planted la necesidad de determinar las dosis
minimas letales (EC50) para el control del patdgeno; de esta manera encontrar
una forma de control mas efectivo, con una gran tendencia a disminuir la presion
de seleccion por causa de la dosificacion inadecuada, al evaluar el
comportamiento de diferentes aislamientos en medio de cultivo con diferentes
dosis de los ingredientes activos mas empleados por los agricultores como son el
Metalaxyl, el Cymoxanil y la nueva molécula de metalaxyl que entro al mercado
(isomero trans).




2, MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacién:

La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Estudios Moleculares de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Dentro del proyecto “determinacion de la presencia del tipo de apareamiento A2
de aislamientos de Phytophtora infestans procedentes de diferentes zonas del
pais’, se han venido desarrollando algunas actividades como coleccion,
aislamiento y purificacion de las muestras, se han sembrado cruces para
determinar la presencia del tipo de apareamiento A2, se ha extraido ADN de los
aislamientos para realizar una posterior amplificacion por PCR de un fragmento de
interés, y se han realizado pruebas para determinar la tolerancia a los fungicidas.
A continuacién se describen detalladamente cada uno de los pasos a seguir para
lograr los objetivos propuestos.

2.2 Coleccion de las muestras:

Se elige un lote de papa que presente sintomas de la gota, dentro del lote se
toman foliclos y/o tallos que presenten ia lesion no muy avanzada para evitar
tomar dos inoculaciones {cepas) diferentes, y para garantizar el buen estado de la
muestra. Segun la posibilidad de conseguir la informacién, se registran datos
como: Ndmero de la muestra, Fecha de coleccion, Departamento, municipio,
vereda, finca, propietario, altura sobre el nivel del mar, temperatura promedio,
especie, variedad, estado de desarrollo del cultivo, aplicacion de fungicidas, nivel
del infeccion del cultivo y nombre del colector.

La muestra se empaca en una pequena bolsa plastica con papel absorbente y se
guarda en una nevera de icopor. De un mismo lote se toman varias submuestras
para garantizar que lleguen al laboratorio varios aislamientos de un mismo lote en

buen estado y para comparar la poblacion dentro de |os lotes.




Las muestras de otros departamentos se envian por correo (aeromensajeria,
servientrega), las de Antioquia se llevan al dia siguiente al laboratorio para ser
procesadas.

Las muestras de Antioquia fueron colectadas por Sonia Jaramillo V. y Elizabeth
Gilchrist, de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin y Jhon Jairo Mira
de FEDEPAPA; las de Santander y Norte de Santander por el Ingeniero César
Tulio Araque, y las muestras de Narino estan siendo colectados por la Dra. Luz
Estela Lagos de la Universidad de Narifio. Cabe destacar que la situacidn de
orden publico y verano en Narifio y los Santanderes, dificultdé el proceso de
coleccion.

Para la caracterizacion se ha dado prioridad a las muestras traidas de fuera del
departamento de Antioquia, dado que se tiene una caracterizacion bastante
completa del departamento, realizada por investigaciones recientes en convenio
con COLCIENCIAS. Sin embargo, se han venido colectando nuevas muestras,
dado el riesgo que ingrese el tipo de apareamiento A2 con papas para
procesamiento, semilla y otras, que muchas veces no llegan legalmente o con las
medidas de bioseguridad requeridas por el pais y pueden ser utilizadas como

semilla en zonas paperas.

2.3 Aislamiento y purificacion de las muestras:

Una vez en el laboratorio se lavan los foliolos con abundante agua, se preparan
camaras humedas, se toman rodajas de papa variedad Tuquerrefia (sin
resistencia, al igual que el clon Alfa)para ponerlas sobre una porcidn de foliolo con
lesién y se dejan incubando a 18°C, durante por lo menos 4 dias. Se revisan
diariamente para detectar el desarrollo de micelio sobre la rodaja de papa, para
tomar con un bisturi un pequeno raspado de micelio e inocularlo sobre medio
agar-centeno con un coctel de antibidticos y benlate (benomyl) (ver anexo 1), para
evitar la contaminacién con bacterias y otros patdgenos. Se deja en el cuarto de




crecimiento y se revisan diariamente para ver como progresa el aislamiento y
controlar la contaminacion. Si es necesario se pasa a cajas petri con medio fresco

para purificarlo.

Simuitaneamente se conservan los aislamientos en camara himeda en rodajas de
papa para sembrar suspenciones de esporangios previa filtracion con un filtro

miliporo de 10 pm.

En lo posible se conservan las muestras en nitrégeno liguido para tener un banco
de germoplasma criopreservado; este procedimiento se realiza en CORPOICA C.i.
La Selva Rionegro, preparando una suspencién de esporangios en Dimetil
Sulféxido (DMSQO) y con ayuda de un cry-cooler gque permite disminuir la
temperatura pauiatinamente hasta —40°C, para luego pasar los crioviales al termo
de nitrégeno liguido. Desafortunadamente ya no se dispone de espacio en el
termo para seguir almacenando nuevos aislamientos. Se iniciaran otros ensayos

en posteriores investigaciones.

Una vez purificados los aislamientos se siembran en medio liquido de arveja (ver
Anexo 1) para producir micelio suficiente para realizar la extraccion de ADN y para
realizar las pruebas de resistencia a metalaxyl, parte de este micelio es
almacenado en el laboratorio a —-80°C, para futuras extracciones de ADN vy

conocer la posible evolucion de la poblacién.
2.4 Cruces de los aislamientos:

Se prepara medio sblido de arveja suplementado con la hormona [-sitosterol para
incrementar la esporulacion. Con ayuda de una pipeta pasteur como sacabocado,
se toma una circunferencia de indculo proveniente de aislamientos puros de medio
agar-centeno de los aislamientos a probar y se inocula a un lado de la caja petri, al
lado opuesto se pone una circunferencia de un aislamiento testigo, en nuestro

caso el aislamientos A0694, de tipo de apareamiento A1, previamente evaluado



con una cepa control RO del CIP, se realizan 3 repeticiones y un cruce del
aislamiento a probar consigo mismo.

Después de sembrados se dejan incubando en el cuarto de crecimiento a 18 °C
durante por o menos 2 semanas hasta que el crecimiento de ambos aislamientos
sea abundante y se junten en el centro de la caja petri, de esa interfase hifal se
foma un raspado con ayuda de una aguja hipodérmica y se observa al
microscopio, donde se determina la presencia o ausencia de las estructuras
producto de la reproduccion sexual, conocidas como oosporas. A nivel
macroscopico se determina si la coloracion de los micelios en dicha interfase se
torna mas oscura (coloracion amarillenta), 1o que puede indicar a reproduccion
sexual que se confirmaria con la presencia de oosporas, observando al

microscopio de luz.
2.5 Extraccion de ADN:

El micelio que ha crecido en el medio liquido de arveja se cosecha mediante
filtracion con la bomba de vacio, para luego secarlo muy bien con papel toalla
gvitando tocarlo con las manos, este micelio se macera con nitrégeno liquido en
un mortero hasta que quede totalmente puiverizado. Luego se realiza la extraccion
del ADN de la siguiente forma:

-Para 100 mg de micelio en polvo (macerado previamente con nitrogeno liquido)
-Precalentar e! Buffer de extraccion (BUFFER CTAB 2X)} a 65°C

-Tomar 400 pl de buffer de extraccion CTAB 2X;

-Agregar 4 pl de 3 Mercaptoetanol

-Mezclar con Vortex

-Incubar a 65°C al bafio Maria durante 30 minutos

-Mezclar por inversion cada cinco minutos

-Extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 asi:

-Agregar 400 ul de cloroformo:alcohol isoamilico




L y ¢ ;
-Agitar por inversion durante 15 minutos

ar a -20°C durante 30 minutos
ifugar a 13.000 RPM durante 6 minutos

1ar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente

;"’plificacién por PCR del fragmento de interés:

5 de verificar la extraccion de ADN se realiza una dilucién 1/10 del extracto
ésta se realiza la reaccion de amplificacion de la siguiente manera:

~ et

CR 10X (anexo 1) 2.5ul
S 1.250l
q pol.. 1U 0.2ul
rimer F (2uM) 4l
imer R (2uM} 4pl
12.05pl

N (2ng/pl) 1l
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El programa de amplificacion del termociclador es el siguiente:
Segun Judelson, 1996:
Denaturacién inicial: 94°C durante 90 segundos 1 ciclo

Denaturacion: 94°C por 30 segundos
Anneling: 35°C por 30 segundos 35 ciclos
Extension: 72°C por 60 segundos

Extension final: 72°C durante 120 segundos 1 ciclo

Modificaciones Laboratorio Estudios Moleculares, Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin, 2002

Denaturacién inicial: 94°C durante 3 minutos 1 ciclo

Denaturacion: 94°C por 30 segundos

Anneling: 33°C por 30 segundos 35 ciclos

Extension: 72°C por 60 segundos

Extension final: 72°C durante 120 segundos 1 ciclo

2.7 Pruebas de resistencia a fungicidas:

Las moléculas Cymoxanil y Metalaxyl fueron escogidas por ser ingredientes
activos de varios fungicidas comerciales utilizados para el control de la gota de la
papa y el tomate y los reportes de resistencia de P.infestans al Metalaxyl.

Se utilizaron en su grado técnico realizando soluciones stock diluyendo el

fungicida en Dimetil Sulféxido (DMSQ) efectuando concentraciones de 110 mg/ml
y 6 mg/ml para Metalaxyl y Cymoxanil respectivamente.
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La preparacion de las solucionées stock de fungicidas se efectué de la siguiente
manera: Se disolvio el fungicida a emplearse en Dimetil Sulfoxido (DMSQ) al
100% con la finalidad de obtener una solucibn madre 1000 veces mas
concentrada que la concentracion final deseada en el medio de cultivo. Ejemplo,
para obtener una solucion stock de 110ppm debera diluirse 0.11 gr de metalaxyl
en 1 ml de DMSO.

Las dosis evaluadas fueron para Metalaxyl 0, 5, 100 y 225 ng. i.a./ml (Laboratory
Manual for P. infestans Work at CIP, Quito 1996); y para Cymoxanil 0, 0.1, 0.5, 1,
2y 4 ug. i.a/ml (POWER et al, 1995).

Se hicieron cuatro réplicas para cada uno de los aislamientos y dos repeticiones
en el tiempo, esto con el objetivo de que los datos presentaran mayor grado de

certeza estadistica.

2.8 Técnicas de Evaluacion de la Sensibilidad

Una vez obtenido el porcentaje de crecimiento de las colonias, se utiliza la

siguiente escala para cualificar el grado de sensibilidad de los aislamientos.

2.8.1 Escala de Dagget

Sensible: Crece menos del 40% tanto a 225 pg. i.a./ml como a 5 pg. i.a./mi.
Intermedio: Crece 40% o mas a 5 ug. i.a./ml, pero menos del 40% a225 pg. i.a./ml.
Resistente: Crece mas del 40% a 225 pg. i.a./ml. (DAGGETT, 1993).

2.8.2 Concentracion Efectiva Media (EC50)

Ademas segun Dagget et al (1993) y Matuszak et al (1994) citados por Power et al

(1995), los aislamientos cuyo valor EC50 (concentracion de fungicida que reduce
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el crecimiento del patdogeno en un 50 %) sea mayor de 10 pg. i.a./ml, son

considerados resistentes al Metalaxyl.

Para cualificar ei grado de sensibilidad de los aislamientos al fungicida Cymoxanil
se utiliza el valor de promedio de EC50 a escala mundial, el cual es de 0.3 mg/l y
cuyo intervalo es de 0.1 a 1.48 mg/l para aislamientos sensibles (POWER et al,
1995).

2.9 Metodo de Espectrofotometria.

Esta metodologia es utilizada por Raposo et al (1995), y la Corporacién para
Investigaciones Biologicas (CIB).

Se siguieron algunas de las recomendaciones hechas por Raposo et al (1995),

que consisten en:

El volumen de cultivo total en el microplato, debera estar entre 75 y 200 ul por
pozo y la concentracidon inicial de esporas debe estar en el rango de 10 a 100
esporas por microlitro por pozo.

En esta metodologia se prepar¢ una solucion de esporangios con algunos
aislamientos del patégeno P. infestans a partir de subcultivos frescos crecidos de
15-20 dias. Se agregaron 5 ml de agua destilada estéril a la superficie del plato
con el cuitivo y se frotd, se retird todo el indculo y se homogenizd en el vortex.
Seguidamente con el uso de la camara Neubauer se midieron concentraciones de
esporangios (4000-10000 esporangios / mi).

Luego en un microplato de ELISA, previamente esterilizado con luz ultravioleta por

24 horas, se prepararon las concentraciones del patdégeno establecidas, se uso

como blanco(testigo) el inoculo puro con medio liquido de arveja adicionado con

372272
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SO que se empled como disolvenie del fungicida, se tomaron las medidas
ias de absorbancia a 630 nm,

realizaron los ensayos con las diferentes dosis de Metalaxyl y Cymoxanil.

0s resultados de crecimiento del indculo tratado, determinado por la absorbancia
sé compararon con el tratamiento testigo, calculando el porcentaje de inhibicién
crecimiento.

anotar que en laboratorio de estudios moleculares de vegetales se realizo
na evaluacion de resistencia a fungicidas por crecimiento radial en medio sélido y
determinacion con la lectura espectrofotométrica, para aplicar este ultimo
0 se hizo los estudios de crecimiento del patdégeno a través del tiempo a
entes concentraciones de esporas en un volumen de 200uL de medio liquido
arveja con el fin de determinar los tiempos para la toma de lecturas, cuando el

iento del patégeno llega a su fase estacionaria (Cortés ef af, 1999).
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3. RESULTADOS

3.1 Respuesta al tipo de apareamiento de los aislamientos evaluados
3.1.1 Aislamientos del departamento de Antioquia:
Para los aislamientos del Departamento de Antioquia se han realizado

evaluacicnes de tipo de apareamiento por cruces y por PCR, encontrandose
solamente el tipo de apareamiento A1 (Tabla 1).

Tabla 1. Respuesta de los aislamientos de P. infestans colectados en Antioquia al
lipo de apareamiento

MUESTRA FECHA MUNICIPIO ESPECIE VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO
COLECCION

1 A13501 07/95 Medellin S. phureja Criolla Al Al AQBY4
2 A13601 9/02/2002 Medellin S. phureja Criolla A1l A1 A0B694
3 A13801 9/02/2002 San Pedro  S. tuberosum D. Capiro A1 Al ADG94
4  A139A01 09/02/01 San Pedro  S.tuberosum  D. Capiro A1 A0B94
5 A139801 09/02/01 San Pedro 8. tuberosum D. Capiro A1 Al AD694
6 A139C01 09/02/01 San Pedro  S. tuberosum D. Capiro A1 Al A0B94
7 A139D0t1 09/02/01 San Pedro 5. tuberosum D. Capiro Al Al ADBO4
8 A139E01 09/02/01 San Pedre  S. tuberosum D. Capiro Al

9  A139F01 09/02/01 San Pedre  S. tuberosum D. Capiro Al AQ694
0 A140F01 09/02/01 San Pedro  S. tuberosum D. Capiro Al ADG94
11 A140101 09/02/01 San Pedro  S. tuberosum D. Capiro Al Al AQ0694
12 A140J01 09/02/01 San Pedro 8. tuberosum D. Capiro Al AQ694
13 A140K0M 09/02/01 San Pedro  S. luberosum D. Capiro Al Al ADGO4
14 A141A01 08/02/01 San Pedro S. Phureja Criolla Al Al A0GO4
15 A141B01 09/02/01 San Pedro 8. Phureja Criolla Al Al AQGO4
16 A141C01 09/02/01 San Pedro S. Phureja Criolla Al A1 A0B94
17  A141DO1 09/02/01 San Pedro S. Phureja Criolla A1 ADGD4
18 A141F01 09/02/01 San Pedro S. Phureja Criolla Al Al AQ0694
19 A142A01 05/02/01 San Pedro 8. tuberosum D. Capiro Al A0694
20 A142B01 09/02/01 San Pedro 3. tuberosum D. Capiro A1 Al ADB94
21 A142F01 09/02/01 San Pedre  S. tuberosum D. Capiro A1 A1 ADE94
22 A146A01 09/02/01 Entrerrios 5. tuberosum Blanca A1 A1 ADBS4
23 A146B01 09/02/01 Entrerrios  S. tuberosum Blanca Al ADES4
24 A146C01 09/02/01 Entrerrios  S. tuberosum Criolla Ad AD694
25 A147A01 09/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla Al Al ADE94
26 A147B01 09/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla A1
27  A147C01 09/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla A1 Al AD694
28 A147D01 08/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla Al Al A0B94

29 A147E01 09/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla Al AD694
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MUESTRA FECHA MUNICIPIO ESPECIE VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO
COLECCION

30 A147F01 09/02/01 Entrerrios S. Phureja Criolla Al Al ADB94
31 A148A01 09/02/01 Santa Rosa S, tuberosum D. Capiro Al Al AQB94
32 A148B01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al Al A0694
33 A148E01 09/02/01 Santa Rosa S. tuberosum D. Capiro Al
34 A148F01 09/02/01 Santa Rosa S. tuberosum D. Capiro Al A0G94
35 A148G01 08/02/01 Santa Rosa S, luberosum D. Capiro Al Al ADG94
36 A148H01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al ADB94
37 A148101 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al A1 ADB94
38 A148J01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al
39  A148KO01 09/02/01 Santa Rosa S.tuberosum  D. Capiro A1 A1 ADB94
40 A148L01 09/02/01 Santa Rosa  S.tuberosum  D. Capiro Al
41  A149A01 09/02/01 Santa Rosa S. tuberosum D. Capiro Al
42 A149B01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al Al A0B94
43 A149E01 09/02/01 SantaRosa  S.tuberosum  D. Capiro Al A0B94
44 A149F01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al Al A0694
45 A149101 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al A0G94
46 A149J01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al Al AQG94
47  A149L01 09/02/01 Santa Rosa  S. tuberosum D. Capiro Al Al A0694
48  A155A01 08/01 Medellin S. Phureja Criolla Al AD0694
49 A155B01 08/01 Medellin S. Phureja Criolla Al A0694
50 A155E01 08/01 Medellin S. Phureja Criolla A1 AD694
51 A155F01 08/01 Medellin S. Phureja Criofla A1 A0694

A15601 09/01 Medellin S. Phureja Criolla A1 A0694
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3.1.2 Aislamientos procedentes de Santeder y Norte de Santander:

Para la region santandereana se ha evaluado el tipo de apareamiento por cruces
encontrando solamente el tipo de apareamiento A1, para la evaluacion del tipo de
apareamiento por PCR se realizaron aigunas modificaciones del protocolo original
propuesto por Judelson, 1996, y se ha obtenido la banda de interés, asociada al
tipo de apareamiento (Tablas 2 y 3). Dentro de las modificaciones realizadas se
ensayaron diferentes diluciones de la muestra de ADN, esto con el fin de lograr
una mejor amplificacion del fragmento (Figura 1, Gel 3).

Tabla 2. Respuesta de los aislamientos de P. infestans colectados en Norte de
Santander al tipo de apareamiento

MUESTRA 'ECHA  MUNICIPIO ESPECIE VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO
COLECCION
1 NS001AD1 09/01 Mutiscua S, tuberosum P. Pastusa A1 A1 ADB694
2 NS001B01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1 A1 ADB94
3 NS001C0O1 09/01 Mutiscua  S. tuberosum P. Pastusa A1
4 NS002A 01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1 A1l A0694
5 NS0028B 01 09/01 Mutiscua  S. tuberosum P. Pastusa A1
6 NS002C 01 09/01 Mutiscua 8. luberosum P. Pastusa Al A0G94
7 _NS003A 01 09/01 Mutiscua  S. tuberosum P. Pastusa A1
8 NS003B 01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1
9 NS003C 01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1 Al A0694
10 NS003D 01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1
11 NSO04A 01 09/01 Mutiscua 8. tuberosum P. Pastusa A1 Al A0694
12 NS0048B 01 09/01 Mutiscua S. tuberosum P. Pastusa A1 Al ADG94
13 NS005A 01 09/01 Silos S. tuberosum P. Pastusa A1 A1 ADB94
14 NS0058 01 09/01 Silos S. luberosum P. Pastusa A1 Al A0694
15 NS005C 01 09/01 Silos S. tuberosum P, Pastusa A1 Al A0B94
16 NSO06A 01 09/01 Cacota  S. tuberosum P. Pastusa A1 AD694
17 _NS006B 01 09/01 Cacota 8. tuberosum P. Pastusa A1
18 NSQQ7A 01 09/01 Cacola S.phurgja  Bogotana A1 Al A0694

19 NS0078 01 09/01 Céacota S. phureja  Bogotana Al A0694
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MUESTRA FECHA MUNICIPIO ESPECIE VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO
COLECCION

20 NSO08A 01 09/01 Chitaga _ S.tuberosum P. Pastusa A1 A1 ADB94
21 NS009A 01 09/01 Chitaga _ S. tuberosum P. Pastusa
22 NS009B 01 09/01 Chitaga  S.1iuberosum P. Pastusa A1 Al ADB94
23 NS009C 01 09/01 Chitaga  S. tuberosum P. Pastusa A1l A0694
24 NS009D 01 09/01 Chitaga  &. tuberosum P. Pastusa A1
25 NS010A 01 09/01 Chitaga 8. tuberosum P. Paslusa A1 Al AQ0694
26 NS010B 01 09/01 Chitaga  S. tuberosum P. Paslusa A1 Al AD694
27 NSO012A 01 10/01 Chitaga  S.tuberosum P. Pastusa A1 Al A0694
28 NS012! 01 10/01 Chitaga 8. tuberosum P. Paslusa Al A0694
29 NS013A 01 10/01 Cacota S. phureja Criolla A1l Al A0694
30 NSO13C 01 10/01 Cacola S. phureja Criolla Al Al A0B94
31 NS013D 01 10/01 Cacota S. phureja Criolla A1 Al ADG94
32 NS013G 01 10/01 Cacota S. phureja Criolla
33 NS0131 01 10/01 Cacota S. phureja Criolla
34 NS014101 10/01 Pamplona S.tuberosum D. Capiro A1 Al ADBY4
35 NS016G 01 10/01 Cacota S.phureja  Extranjera A1 Al AQ694
36 NSO16H 01 10/01 Cacota S. phureja  Extranjera A1 Al AQ694
37 NSQ1861 01 10/01 Cacola S. phurgja  Extranjera A1 A1 ADB94
38 NS016J U1 10/01 Cacola S. phureja  Extranjera A1 Al A0694
39 NSO17E 01 10/01 Cacola S. phureja Criolla A1 A1 AD694

Tabla 3. Respuesta de los aislfamientos de P. infestans colectados en Santander

al tipo de apareamiento

FECHA

MUESTRA MMPIO ESPECIE VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO
COLECCION
1 S001 MM 10/01 Cerrito  S.tubersosum P. Pastusa A1 Al A0694
2 500201 10/01 Cerrito  S.tubersosum P. Pastusa A1 Al A0694
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3.1.3 Aislamientos procedentes del departamento de Narino:

La purificacion de éstos aislamientos ha presentado inconvenientes de
contaminacion y de calidad de la muestra, y ha sido muy dificil recuperar el
microorganismo. Actualmente hay 9 aislamientos que lograron ser purificados,
colectados en Pasto, en el corregimientos de [a Laguna, de los cuales 8 han sido
evaluados por PCR teniendo en cuenta las maodificaciones del protocolo, todos
presentaron tipo de apareamiento A1 al realizar los cruces en caja petri y no
detectar la presencia de oosporas (Tabla 4). Los demas aislamientos fueron
colectados y aislados por Luz Estela Lagos, para su tesis de Maestria.

Tabla 4. Respuesta de los aislamientos de P. infestans colectados en Narifio al

tipo de apareamiento

MuesTRA ECHA  MUNICIPIO ESPECIE  VARIEDAD PCR CRUCES TESTIGO*
COLECCION
1 N142A02 04/02 Pasto  S. tubersosum Roja Al Al A0694
2 N142C02 04/02 Pasto 8. tubersosum Roja A1 Al A0694
3 N144A02 04/02 Pasto  S. tubersosum Roja Al Al A0B94
4 N144B02 04/02 Pasto  S.tubersosum Roja A1 Al A0694
5 N146C02 04/02 Pasto S. phureja Criolla Al Al AQ694
6 N146E02 04/02 Pasto S. phureja Criolla A1 Al ADB94
7 N146F02 04/02 Pasto S. phureja Criolla Al Al ADB24
8 N149A02 04/02 Pasto  S.tubersosum Roja Al Al AD694
9 N150F02 04/02 Pasto  S.tubersosum P. Pastusa Al A0694
10 N6399 20/4/1999 Cordoba  S.tuberosum Sabanera A1 Al N.R.
11 N8899 20/5/1999 Ipiales S. tuberosum San Pedro A1 Al N.R,
11 N9099 20/5/1999 Aldana 8. tuberosum Roja A1 A1 N.R.

*N.R. Testigo de tipo de apareamiento A1 No Registrado.
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Figura 1. Gel de agarosa mostrando el resultado de algunos aislamientos a la

amplificacion para determinar el tipo de apareamiento.

GEL 1:De izquierda a derecha: Marcador de 100 pb, A0G94, A2696, A139B,
- A139C, A139D, A139E, A1401, A140K, A141A, A141C.

TECECE N RN

GEL 2:De izquierda a derecha: A141F, A146C, A147F, A148A, A148B, A148l,
A149A, A149J, A139C, AGUA, Marcador de 100 pb.
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GEL 3: De izquierda a derecha: NS1B dilucion 1:5, NS1B dilucion 1:10 , NS2A
dilucion 1:5, NS2A dilucién 1:10, NS3A dilucion 1:5, NS4B dilucion 1:5, NS6B
dilucion 1:5, NS7A dilucion 1:5, NS9B dilucion 1:5, NS10B dilucién 1:5, NS10B
dilucién 1:10, C18, AGUA, Marcador de 100 pb.

GEL 4: De izquierda a derecha: NS9C ADN stock, NS9C dilucién 1:5, NSSC
dilucion 1:10, N149A ADN stock, N149A dilucién 1:5, N149A dilucion 1:10, N146E
ADN stock, N146E dilucién 1:5, N146E dilucién 1:10, N146C ADN stock, N146C
dilucion 1:5, N146C dilucién 1:10, N144B ADN stock, N144B dilucion 1:5, C1899
dilucion 1:10, Marcador de 100 pb, AGUA.

El aislamiento C1899 fue empleado como contro! positivo de la amplificacion.



Figura 2. Esporangios de P. infestans de un aislamiento con abundante

esporulacion

Figura 3. Esporangios de P. infestans de un aislamiento con poca esporulacion
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3.2 Resultados de La Sensibilidad de Aislamientos De P.infestans al

Fungicida Cis Metalaxyl en Antioquia

3.2.1 Resultados de la sensibilidad Para Cis Metalaxyl A 225ppm

Para Antioquia se analizaron 44 aislamientos provenientes de municipios tales
como: Entrerrios, San Pedro de los Milagros y Santa Rosa; ubicados en la zona
norte del departamento, ademas se evaluaron tres aislamientos adicionales uno
colectado en Bello y dos de Santa Elena. Como caracteristica general se presento
una marcada resistencia al fungicida Metalaxyl, a 225ppm los aislamientos
presentaron un 93,33% de resistencia y s6lo el 6.7% fueron sensibles a la misma
concentracion (Anexo 4 , Tabla 5).

Como era de esperarse este comportamiento se debe a la reiterada aplicacion del
fungicida, el cual estimula un tipo de seleccion a la resistencia y estimula al
patdgeno a generar “proteccion” (detoxificacidn) contra la aplicacion de quimicos
como el Metalaxyl. Es importante resaltar que los aislamientos del Departamento
de Antioquia clasificados como resistentes exhibieron una RESISTENCIA mayor
del 50% (Escala de DAGGET y escala de EC50) a dosis de 225 ppm (Grafico 1),
incluso el aislamiento A146A crecio el 100%; es decir el crecimiento del patdgeno

fue absoluto y el fungicida no tuvo ningtin efecto para contrarrestar su crecimiento

En esta dosis el porcentaje de inhibicidn promedio en tres aislamientos sensibles
fue de 73.09% y el porcentaje de promedio de sensibilidad para aislamientos
resistentes fue de 20.66%
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Porcentaje de inhibicion de P.infestans por Metalaxyl 225ppm
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Grafico 1. Sensibilidad de aislamientos de P. infestans del Departamento de

Antioquia por el fungicida Cis Metalaxyl a 225ppm

De los aislamientos evaluados para Metalaxyl solo el 6.7% presentaron
sensibilidad al fungicida por ambas escalas (Anexo 4, Tabla 5).

Al comparar estos Resultados con los obtenidos en el porcentaje de inhibicion de
aislamientos resistentes se observd que los aislamientos A146A y A146B
presentan resistencia al fungicida con valores de 100% y 98%; pero el aislamiento
A146C presentd sensibilidad, e igualmente ocurrié con el A155B el cual presenta
sensibilidad y los aislados A155F y A155D mostraron resistencia, estos
aislamientos corresponden a una misma parcela y por lo tanto su resistencia o

susceptibilidad deberian ser homogéneas.

Una manera de explicarlo el enunciado arriba enunciado es por la seleccién que
va generando los aislamientos por la reiterada aplicacion de fungicida.
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Posiblemente estas cepas (A146C y A155B) pertenezcan a la antigua poblacion
del patbgeno, que se ha caracterizado por su susceptibilidad al fungicida, por lo
tanto, es probable que la zona se encuentre en un periodo de transicion, de la
antigua a la nueva poblacion del patogeno; en la cual se ha detectado un alto

grado de resistencia al fungicida (Anexo 4, Tablas 5)

3.2.2 Resultados de la sensibilidad para Cis Metalaxyl A 100ppm

Al emplear dosis de 100ppm se encontré que el porcentaje de inhibicién fue en su
gran mayoria menor del 40%, incluso se presentaron valores de 0%; es decir el
patbgeno se desarrolld completamente. Se observan dos picos maximos de
inhibicién del 60%, gue en realidad no son significativos para el comportamiento
del crecimiento del patégeno en esta dosis (Grafico 3, Anexo 4, Tabla 5,).
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Porcentaje de inhibicion del crecimiento de P.infestans por Metalaxyl a

100ppm
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Grafico 2. Sensibilidad de aislamientos de P.infestans del Departamento de
Antioguia por el fungicida Cis Metalaxyl a 100ppm

Como se observa en el grafico 2 solo el 4.5 % de los aislamientos fueron

sensibles al fungicida en dosis de 100ppm, el 95.5% restante fueron resistentes.

Esta dosis no es efectiva para el control del patégeno y mucho menos a dosis

inferiores.

3.2.3 Resultados de la sensibilidad Para Cis Metalaxyl A 5ppm

En esta dosis no se encontrd ningln aislamiento que presentara sensibilidad.

El promedio de inhibicion del fungicida es alrededor del 19%, este valor es
considerado muy bajo para ejercer un buen control del patégeno (Anexo 4, Tabla
5)
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Debido a la agresividad de P. infestans en el Departamento de Antioquia, las dosis
de 100ppm, 5ppm no son efectivas para el control de la enfermedad, por lo tanto
este producto no es de utilidad, por la gran cantidad de aislamientos de
P.infestans resistentes al fungicida cis Metalaxyl. Sin embargo la casa productora
introdujo cambios en la formulacion del producto; el cual presenta un grado mayor
de efectividad en el control de la enfermedad, como puede observarse en el
grafico 11.

3.3 Resultados de la sensibilidad para el fungicida cymoxanil en

aislamientos de P. infestans colectados en Antioquia

3.3.1 Resultados de la sensibilidad para Cymoxanil a 4ppm

El fungicida Cymoxanil es una molécula relativamente nueva en el mercado y su
modo de accién es aun mas localizado (translaminar y en varios sitios en la
célula). Se encontré como era de esperarse que P. infestans, no ha desarrollado
resistencia significativa a este ingrediente activo. Los mismos aislamientos
evaluados anteriormente con cis Metalaxyl presentaron mayores indices de
resistencia que para Cymoxanil, el porcentaje de aislamientos sensibles al
patégeno a 4ppm, fue del 56% y entre resistentes e intermedios fue de 44%
segun, por la escala de EC50 (Grafico 3, Anexo 4, Tabla 6)

El porcentaje de inhibicibn promedio del fungicida a esta dosis es de 70%

presentandose incluso picos de inhibicion maxima del 100%.
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Porcentaje de inhibicion de P.infestans al Cymoxanil a 4ppm
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Grafico 3. Sensibilidad de aislamientos de P.infestans colectados en ef
Departamento de Antioquia al fungicida Cymoxanil a 4ppm.

En municipios como Entrerrios, Santa Rosa y San Pedro se presentd mayor
porcentaje de inhibicion de P.infestans, (Anexo 4, Tabla 6), 1o cual significa que el
fungicida Cymoxanil sigue siendo de utilidad en el control de la gota en dichas

Z0Nnas.

Algunos aislamientos colectados en una misma parcela presentaron
comportamientos simultaneos de resistencia y susceptibilidad como es el caso de
los aislamientos A141A, A141D los cuales presentan resistencia al fungicida y
A141B y A141F presentan susceptibilidad. Los aislamientos son de una misma
vereda en San Pedro de los Milagros. Estos casos particulares se evaluaron mas
de dos réplicas para confirmar sus comportamientos frente al fungicida (Anexo 4,
Tablas 6).
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La explicacién para tales efectos es la posible seleccion por resistencia que va
desarrollando el patégeno con la aplicacion de un determinado producto quimico,
lo cual puede conducir a generar poblaciones resistentes, haciendo poco efectivo
la utilizacién de fungicidas con base en esta molécula, al igual que con cis
Metalaxyi

Iguaimente este rasgo se observd para el aislamiento A148F el cual es resistente
al fungicida y los demas son susceptible (A148B. A148G, A148H, A148I, A148J,
A148L}, e igualmente se presentd para A149F que es resistente y los demas que
corresponden a A149A y A149E de Santa Rosa los cuales fueron susceptibles al
fungicida (Anexo 4, Tabla 6). Hay que resaltar que el fungicida a esta dosis
(4ppm} es capaz de inhibir en un 100% el patdgeno como es el caso del
aislamiento A149J proveniente de Santa Rosa (Anexo 4, Tabla 6)

A 4ppm se presentaron cuatro aislamientos intermedios con valores que oscilaban
entre 45 a 51% provenientes tres de San Pedro y uno de Entrerrios. (Anexo 4,
Tabla 6).
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3.3.2 Resultados de Sensibilidad Para Cymoxanil A 2ppm en Antioquia

Porcentaje de inhibicién del crecimiento por el fungicida Cymoxanila 2ppm
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Grafico 4. Sensibilidad de aislamientos de P. infestans del Departamento de
Antioquia al fungicida Cymoxanil a 2ppm

De los 44 aislamientos evaluados a esta dosis solo 13, correspondientes al 30%
fueron sensibies al Cymoxanil, el 62,% restante presentaron resistencia, el 10%
restantes mostraron una resistencia intemedia (en valores que oscilan entre 50 —
55%).

Los Resultados de la sensibilidad a 2ppm muestran que el patégeno en esta
zona, €s aun muy agresivo y con esta dosis es dificil de controlarlo; la dosis
optima de control de la enfermedad por el fungicida Cymoxanil es 4ppm, puesto
que el promedio de inhibicién del patdgeno fue de 70% y algunos aislamientos se

inhibieron completamente.
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La inhibiciobn del crecimiento del patdgeno P.infestans a 2ppm por parte del
fungicida cymoxanil presenta porcentajes muy bajos; es decir el crecimiento es
alto y su capacidad de tolerancia a este ingrediente activo es alta. Para el
Departamento de Antioguia la dosis para la cual los aislamientos presentan una
alta sensibilidad al Cymoxanil es de 4ppm, hay que hacer un monitoreo, dado que

cada vez el control es menos eficiente.

3.4 Resultados de la sensibilidad de aislamientos de P.infestans a los

fungicidas Cis Metalaxyl en el Norte de Santander

3.4.1 Resultados de la sensibilidad Para Metalaxyl A 225ppm

Los aislamientos del Norte de Santander presentaron mayor sensibilidad al
fungicida metalaxyl que los aislamientos del Departamento de Antioquia, esto
puede deberse a una menor intensidad en el uso del fungicida evitando la

seleccion a la resistencia por parte del patégeno.

El 55.5% de los aislamientos correspondientes a 10 aislamientos de los 18
evaluados fueron resistentes al metalaxyl en esta dosis, los municipios donde se

presento resistencia fueron Mutiscua, Cacota y Chitaga.

El 45% de los aislamientos evaluados para Norte de Santander fueron sensibles al
fungicida los cuaies corresponden a 8 de los 18 aislamientos evaluados. (Anexo 4,
Tablas 7).





