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RESUMEN

El manejo de cepas mas agresivas de Phytophthora infes-
tans es un desafio para México, por lo que se propuso como
obijetivo validar y monitorear la eficacia de (Oxatiapiprolin),
frente a la sensibilidad de micropoblaciones de aislados
de campo de P. infestans, aplicando un protocolo con dis-
cos de hojas ajustado previamente con cinco concentra-
ciones del fungicida a presion de 1,2 bar en un aislado
severo P. infestans del Valle de Toluca, Estado de México.
El fungicida mostré un importante efecto inhibitorio sobre
un aislado mixto de P. infestans en condiciones in vitro, con
las cinco primeras concentraciones usadas en el test (1-
0,0016 ppm). A una mayor concentracion del fungicida,
se produjo un aumento de la sensibilidad del patdégeno P.
infestans y por tanto una menor afectacion del tejido, que
hasta la 5a concentracion se produce una afectacion me-
nor al 25% del tejido (0-2,6 mm), comparado con el dafio
del testigo (13 mm) (>95 %) cuando no se aplica el fungici-
da. La inhibicion media (EC50) es alta en la concentracion
aproximada de 0,00034 mglL-1 del fungicida, que inhibe el
50% del crecimiento poblacional del patdogeno.
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ABSTRACT

The management of aggressive strains of Phytophthora
infestans is a challenge for Mexico, so the objective of
study proposed to validate and monitor the efficacy of
(Oxatiapiprolin), against the sensitivity of P. infestans mi-
cropopulations, isolated from the field. A modified protocol
with leaf discs and five concentrations of the fungicide at a
pressure of 1.2 bar was tested against a severe late blight
isolate from the Toluca Valley, State of Mexico. The fungi-
cide showed an inhibitory effect on a mixed isolate of P.
infestans under in vitro conditions, compared to the first five
concentrations used in the test (1-0.0016 ppm). It was ob-
served that at a higher concentration, there was an increa-
se in the sensitivity of the pathogen and less damage to the
tissue. After 5th concentration, less than 25% of tissue was
affected (0-2.6 mm) compared with the damage in control
(13 mm) (>95%), when the fungicide was not applied. The
mean inhibition (EC50) is high calculated at approximately
0.00034 mgL-1 of the fungicide, which inhibits 50% of the
growth of the pathogen.
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INTRODUCCION

Phytophthora infestans es un agente patdgeno bien cono-
cida por causar la devastadora hambruna irlandesa de la
papa a fines de la década de 1840. Esta se produjo cuan-
do el patégeno migré por primera vez desde su centro de
origen, muy probablemente centro de México o region an-
dina, al resto del mundo (Grunwald & Flier, 2005). Desde
entonces, el tizon tardio ha seguido siendo devastador en
todo el mundo, causando pérdidas importantes en sola-
naceas (Legard, et al., 1995; Fry, et al., 2009).

Debido a los cambios dramaticos recientes en las pobla-
ciones de P infestans, el tizon tardio, esta superando la
alta resistencia de muchas variedades de papa élite. El
evento mas espectacular ha sido el aumento de las agre-
sivas cepas 13-A2y 6-A1 de Pinfestans, que esta despla-
zando rapidamente a otros linajes de este patdégeno en
Gran Bretana, los Paises Bajos y otros paises de Europa
occidental (Cooke, et al., 2012; Lees, et al., 2012; Li, et
al., 2012), asi como en India (Chowdappa, et al., 2013) y
China (Li, et al., 2013).

El manejo de esta enfermedad se ha basado principal-
mente en la utilizacion de fungicidas de accion protectan-
te y/o sistémica (Jaramillo, 2003).

Recientes evaluaciones han demostrado la presencia de
mutaciones puntuales en los genes que codifican para
las proteinas blanco de la accién fungicida y de secuen-
cias especificas de nucledtidos de las regiones promo-
toras de dichos genes, se encuentran asociadas con la
aparicion de fenotipos resistentes a diversas moléculas
quimicas en organismos fitopatégenos (Damicone, 2004).

Pruebas realizadas con varias metodologias, como la in-
mersion de discos de hoja con dosis de producto comer-
cial, han ofrecido resultados que indican altos niveles de
sensibilidad de las poblaciones de P infestans, a fungi-
cidas como Curzate® M-8, Previcur®, Ridomil® Gold y
Mildex® 711 WG (Garcia, et al., 2008).

El objetivo del ensayo fue validar un protocolo modificado
para el monitoreo de la nueva molécula (Oxatiapiprolin),
frente a micropoblaciones de P infestans procedente de
campo.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd con la participacion del Laboratorio
de Fitopatologia de la Escuela de Estudios Superiores
de Xalostoc (EESX), perteneciente a la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), en cola-
boracién con el Laboratorio de Usos Multiples de la
Universidad Autbnoma de Chapingo (UACh).

Las muestras de campo fueron recolectadas en un area
comercial de papa manejados de manera convencional
en el municipio de Juchitepec, Estado de México, con

las siguientes coordenadas: N 19°4°38.643" y O 98°53

46.294” + 5my Latitud: 19,089668, Longitud: — 98.899581
a una altitud de 2647 msnm.

Los foliolos y tallos con sintomas fueron tomados antes de
que se aplicaran los fungicidas en el mes de septiembre
del 2016. Se incubaron en cajas Petri duplicadas, las que
se preservaron en frio hasta su procesamiento.

Se trabajo ademas con un aislado de P infestans, previa-
mente obtenido de campos de papa del Valle de Toluca,
Estado de México, el cual fue clasificado como severo
por la virulencia comprobada in vitro frente a otros fungi-
cidas, cedido gentilmente por el Dr. H. Lozoya y la MC. M.
Cuenca del Laboratorio de Usos Multiples (Departamento
de Fitotecnia), Universidad Auténoma de Chapingo
(UACh).

Este aislado, fue previamente mezclado con el aislado
de campo salvaje obtenido de campo, para fortalecer
su presion de seleccion y validar la sensibilidad frente al
fungicida. Los aislados fueron mantenidos a 15 °C de dia
y 10°C de noche durante 4 - 6 dias con el fin de inducir
la esporulacion tanto en medio como en cajas Petri con
agar agua.

Se utilizaron plantas de papa variedad (Alpha) adquiridas
de Invernamex, procedentes de cultivo in vitro.

A partir de estas hojas se extrajeron discos de 18 mm de
diametro bajo condiciones asépticas, utilizando un pun-
zbn como se muestra.

Se colocaron 10 discos de hojas por lote (cada lote repre-
sentd una concentracion diferente del fungicida evalua-
do). Por tanto, cada placa Petri contenfa 10 réplicas por
tratamiento, por lo que cada disco constituy6 la unidad
experimental.

Se prepard un litro de agua desionizada + 4 g de agar-
agar, disolviéndolo lentamente en una parrilla de calen-
tamiento y una vez solubilizado, fue llevado a una auto-
clave en la que se esterilizd, durante 15 min a 121°C y
1,2 atmosfera de presion. El medio estéril se distribuyd en
placas, bajo condiciones aséptica, aproximadamente 30
ml por placay se dejo enfriar antes de ser usado.

Se preparo el fungicida en una solucion stock a 25 ppm.
Se tomd 12,5 uL de al 10%, y se ajusto el volumen con 50
mL de agua destilada (AD) a temperatura ambiente, en
constante agitacion. Las diluciones conformadas a partir
de la solucion stock (25 ppm) dieron lugar a las siete con-
centraciones en ppm (0,000064; 0,00032; 0,0016; 0,008;
0,04; 0,02 y 1,0) ensayadas, ademas de incluir un control
no tratado. El fungicida fue aplicado bajo flujo laminar,
empleando un asperjador (aerdgrafo) manual que dispo-
nia de un compresor con salida de 1,2 bar.

El mismo dia de la aplicacion del fungicida, se prepararon
las condiciones para aplicar el inoculo sobre los discos.
El in6culo colectado del aislado de campo y del aislado
de la (UACh) (mezcla), fue obtenido en una dilucion final
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con agua fria (4 °C) en la que se concentraron los espo-
rangios. La concentracion de esporangios fue estimada
en camara de Neubauer y ajustada a 20,000 esporangios
/mL con agua fria (AD).

Los discos de hojas preparados en cajas Petri, fueron
pulverizados bajo flujo laminar, con el indculo del hongo
(2 mL) por placa, utilizando un aspersor manual con pre-
sion regulada.

Después de la inoculacion, las placas Petri se mantuvie-
ron en la oscuridad a 15 °C durante 24 h. A continuacion,
se almacenaron en camara de crecimiento a 15 °C dia y
10 °C noche, 80% de humedad relativa y fotoperiodo de
12 h, a baja intensidad de luz. Después de 6 dias de in-
cubacion, las placas se pusieron en la oscuridad a 15 °C
durante 24 h para promover la esporulacion.

La evaluacion visual del dafio producido por P. infestans
sobre los discos en cada tratamiento, se realizé después
de los 7 - 8 dias de inoculado (DDI), auxiliandose de una
lupa binocular y de las fotos tomadas y procesadas con
una escala milimétrica.

A cada disco le fue asignada una categoria segun una
escala porcentual de 6 grados (0-5) citada por Garcia, et
al. (2008); y Hernandez (2016), de avance de la necrosis
o esporulacion del hongo P infestans sobre los discos de
hojas de papa.

En el programa estadistico SAS® ver. 11 se introdujeron
los datos para con el promedio de los mm de avance de
la necrosis y esporulacion para cada tratamiento estable-
cer la tendencia segun la ecuacion de regresion con el
mejor ajuste expresado por R?. El célculo de la dosis con
el modelo de regresion Probit fue el mas apropiado para
explicar las variables independientes y su efecto proba-
bilistico (EC 50).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se registré la inhibicion en milimetros del
area promedio necrosada (mm promedio), producida por
el avance del patégeno (P infestans), después de la apli-
cacion del fungicida a concentraciones que fueron desde
1,0 hasta 0,000064 ppm.

La curva formada con el avance de la necrosis descri-
ta en forma ascendente, manifiesta una corresponden-
cia entre el aumento de la concentracion del fungicida
y una creciente inhibicion promedio del area necrosada
de los discos. La inhibicion del area promedio de necro-
sis por tratamientos se ajusta muy bien (R? = 0,9703) a
una ecuacion polinémica de 2° grado. Al aplicar la mayor
concentracion (1 ppm) de Oxatiapiprolin, no se observa-
ron dafos en el area foliar (0), mientras en el control sin

tratar se obtuvo (13) mm de necrosis promedio del area
total evaluada (18 mm) por disco, evidenciandose que el
protocolo funciona bajo estas condiciones (Garcia, et al.,
2008, modificada por Hernandez, 2016).

y =0.3286x"- 4.7048x+ 16.868
R*=0.9703

mm@ Prom.

Cone. mg/L"!

0.000064

0.00032

0.0016 0.2 1

Cont

0.008

Figura 1. inhibicién en milimetros de area promedio de necrosis
(mm), ocasionado por el patégeno (P, infestans) como respues-
ta a los diferentes tratamientos o concentraciones del fungicida
aplicados desde (1 - 0.000064 ppm), sobre los discos de hojas
de papa.

Los resultados estadisticos del analisis de comparacion
de medias a través de Tukey muestran los tratamientos
con concentraciones aplicadas del fungicida, desde 1
hasta 0.000064 ppm, producen inhibiciéon del area trata-
da en los discos, que van desde (0 a < 50 %) del area del
disco, sin diferencias entre ellos, excepto con el control
sin tratar. Esto es muy importante porque dosis muy bajas
enfrentarian al patdbgeno a una presion de seleccion tem-
prana (Garcia, et al., 2008).

Mientras, las concentraciones inferiores a 0.0016 ppm
hasta 1 ppm, logran una inhibicion mayor del area (0 a
< 25 %). Las concentraciones inferiores a estas llegan al
50% del area del disco afectado por el agente infeccioso.
El area necrosada o con esporulacion, equivalente a la
escala porcentual de 6 grados (0-5), demuestra que has-
ta la 5ta concentracion se produce una afectacién menor
al 25% del tejido (0 — 2.6 mm).

Lo anterior concuerda con los resultados de sensibilidad
segun el crecimiento del area de avance del patégeno
como sensibles (S), por ser menor al del 10% del creci-
miento del testigo, segun escala de Shattock (2002).

La efectividad biolégica obtenida una vez aplicada la
férmula de Abbott (1995), y comprobando la proteccion
alcanzada por los tratamientos o concentraciones del fun-
gicida aplicado frente a la sensibilidad del patégeno (P,
infestans), se muestra en la Figura 2.
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y =-2.5268x%+ 36.183x-29.752
R%=0.9702
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Figura 2. Efectividad biolégica segun Abbot y la proteccion al-
canzada por los tratamientos o concentraciones del fungicida
aplicado, frente a la sensibilidad del patégeno (P infestans).

La ecuacion de Regresion y el Coeficiente (R?), confirmd
el ajuste de la curva para lograr la interseccion y la do-
sis respuesta (EC 50) o necrosis media en base al area
evaluada. La concentracion mas cerca para establecer
el calculo hecho es de (0,00032 mg L") con 46,1 % de
efectividad (Tabla 1). El calculo de la dosis aplicando el
modelo de regresion Probit explica la variable dependien-
te dicotdmica, a través de las variables independientes y
Su impacto sobre la probabilidad. Por lo que la posibili-
dad de producir mortalidad del 50% de la micropoblacio-
nes de P infestans frente a Oxatiapiprolin, esta muy cerca
de esta concentracion probada. Debe tenerse en cuenta
que estas evaluaciones deben repetirse periédicamente,
teniendo en cuenta los resultados expuestos por otros in-
vestigadores, que ponen de manifiesto la gran plastici-
dad genética del oomiceto en relacion a su sensibilidad
frente a los fungicidas; ademas, cuestionan los ensayos
in vitro de los productos a lo largo del proceso de desa-
rrollo, ya que el control in vitro del patdégeno, no garantiza
los mismos resultados in vivo (Lozoya, et al., 2017).

Tabla 1. Valores de la EC-50 del fungicida, sensibilidad
de P infestans evaluada sobre discos de hojas de papa
alos 8 -9 DDI.

ici Ecuacion EC50

Fungicida Regresion R2 (mg L1)
Oxatiapipro- |y = -2.5268x2 +

lin 36.183x - 29.752 | 0:9702 1 0,00034

Segun diversos criterios la sensibilidad de los aislamien-
tos se puede clasificar como alta cuando es (< 1 mg L")
segun Edgington, et al. (1971), por lo que se considera
esta en el rango permisible.

CONCLUSIONES

El fungicida mostré un importante efecto inhibitorio sobre
un aislado mixto de P infestans en condiciones in vitro,
con las cinco primeras concentraciones usadas en el test
(1-0,0016 ppm). A una mayor concentracion del fungici-
da, se produjo un aumento de la sensibilidad del pat6-
geno P infestans y por tanto una menor afectacion del

tejido, que hasta la 52 concentracion produjo una afecta-
cién menor al 25 % del tejido (0-2,6 mm), comparado con
el dafio del testigo (13 mm) (> 95 %) cuando no se aplica
el Oxatiapiprolin. La inhibicion media (EC,, fue alta en la
concentracion aproximada de 0,00034 mglL™, que inhibe
el 50% del crecimiento poblacional del patdégeno.
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