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Resumen. Este trabajo se planted con el fin de establecer en
Colombia una metodologia estandar que permita la evaluacion de
la sensibilidad de diferentes hongos y oomycetes fitopatogenos a
los fungicidas Qol. Para esto se utilizé como modelo de estudio
el agente causal de la gota de la papa Phytophthora infestans
y el fungicida fenamidone, una imidazolinona recientemente
introducida al mercado mundial. La metodologia propuesta se basa
en el empleo de discos de hoja inoculados con una suspension de
esporangios del patégeno, la evaluacion de cinco dosis del fungicida
en su grado técnico y de formulacion comercial, el empleo de dos
técnicas de aplicacion del fungicida, el andlisis estadistico de los
resultados mediante el modelo Probit y la incorporacion de una
prueba molecular basada en la secuenciacion de una region del
gen citocromo b. Esta prueba puede ser utilizada en forma previa
0 posterior a la prueba bioldgica, dependiendo de la disponibilidad
de un laboratorio de apoyo. Se espera que este trabajo estimule
la aplicacion en el pais del monitoreo constante de las poblaciones
de los fitopatogenos para cuyo manejo se utilizan fungicidas del
grupo Qol.

Palabras claves: Citocromo b, dosis letal media, gota de la papa,
imidazolinonas, secuenciacion

Abstract. This study was proposed with the aim to establish in
Colombia a standard methodology to evaluate the level of sensitivity
of fungi and oomycetes to Qol fungicides. The used model was the
causal agent of late blight of potato Phytophthora infestans and
the fungicide fenamidone, an imidazolinone recently introduced in
the world market. The methodology included inoculation of leaf
discs with a suspension of pathogen ‘s sporangia, evaluation of
five doses of fungicide applied as active ingredient and commercial
formulation, two techniques of application, statistical analysis
using the Probit model and a molecular test based on sequencing
the cytochrome b gene. This molecular test could be used both
before or afterwards the biological evaluation, according to the
availability of a supporting laboratory. We hope that this study can
stimulate a continuous monitoring of the sensitivity level to QoI of
populations of plant pathogens in Colombia.

Key words: Cytochrome b, imidazolinones, late blight, median
lethal dose, sequencing

Una de las enfermedades mas limitantes en los cultivos
de papa (Solanum tuberosum)es la gota o tizdn tardio,
causada por el oomycete Phytophthora infestans
(Mont) de Bary (Erwin y Ribeiro, 1996). El manejo
de esta enfermedad se ha basado principalmente en
la utilizacién de fungicidas de accidn protectante y/o
sistémica. Sin embargo, la efectividad de algunos de
estos productos se ha venido reduciendo gradualmente
como resultado de la aparicién de resistencia en las
poblaciones del patdgeno, debido a la alta presion
de seleccién ejercida por el uso continuo de dichas
moléculas (Jaramillo, 2003). Estudios recientes han
demostrado que la presencia de mutaciones puntuales
en los genes que codifican para las proteinas blanco
de la accién fungicida y de secuencias especificas de
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nucledtidos de las regiones promotoras de dichos
genes, se encuentran asociadas con la aparicion de
fenotipos resistentes a diversas moléculas quimicas
en organismos fitopatégenos (Damicone, 2004).

En Colombia la gota de la papa es especialmente
agresiva, debido a la ocurrencia de condiciones
climaticas favorables para su desarrollo en los
agroecosistemas donde se cultiva papa y a la
siembra de materiales altamente susceptibles al
patégeno como las variedades DIACOL Capiro, Parda
pastusa, ICA Nevada y Tuquerrefia. Es asi, como bajo
condiciones del Oriente Antioquefio, se ha estimado
que los agricultores requieren de hasta 18 ciclos de
aspersion de fungicidas protectantes y sistémicos
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para controlar la enfermedad, estimandose que el
costo del control quimico representa entre el 10 y
30% del valor de la produccién de los cultivos de papa
(Jaramillo, 2003).

Uno de los fungicidas recientemente introducidos en
el mercado mundial para el control de P. infestans
es el Fenamidone, molécula perteneciente al grupo
quimico de las imidazolinonas y que presenta como
modo de accidn la inhibicién del sitio QoI (Quinone
Outside Inhibitors) del complejo proteinico
citocromo bcl.

Quimicamente, el fungicida Fenamidone proviene de
un nuevo grupo de moléculas derivadas de la quimica
de la imidazolinona, siendo su nombre IUPAC (S)-
5-Methyl-2-methylthio-5-phenyl-3-phenylamino-3,
5-dihydroimidazol-4-one, y su foérmula y peso
molecular C, H,, N, OS y 311.4, respectivamente
(Genix vy Villier, 2003). La actividad bioldgica de
este compuesto esta asociada con el isdmero éptico
S (RPA 407213), el cual es ligeramente soluble en
agua y presenta un bajo riesgo de bioacumulacién
(Genix y Villier, 2003). Su accidn es especialmente
eficaz contra un gran nimero de patégenos de la
clase Oomycetes, incluyendo Plasmopara viticola, P.
infestans y varias especies de Peronospora; aunque
también controla algunos hongos pertenecientes
a las clases Ascomycetes (ej: Mycosphaerella
spp.) Y a los hongos mitospdricos (ej: Alternaria
spp.) (Mercer y Latorse, 2003). Dicha molécula
actla inhibiendo la respiracion mitocondrial al
bloquear el transporte de electrones a nivel de la
ubihidroquinona en el complejo III (Citocromo C
oxidoreductasa), también llamado complejo bcl.
Este modo de accidon es similar al que presentan
las estrobilurinas (azoxystrobin, picoxystrobin,
pyraclostrobin, kresoxim-metilo, trifloxystrobin,
metominostrobin, fluoxastrobin) y el famoxadone
(Neuburger et al, 2003), por lo que estos
compuestos se han agrupado por parte de la FRAC
(Fungicide Resistance Action Committee) dentro del
grupo de resistencia cruzada QoI (FRAC, 2007).

El Fenamidone es eficiente al ser utilizado tanto en
forma preventiva como curativa, ya que actua sobre
diferentes sitios del ciclo de vida de los patdgenos
que controla. En el caso de oomycetes, inhibe la
liberacién de zoosporas y la germinacion directa a
partir de esporangios, asi como también tiene efecto
antiesporulante y una muy alta accién translaminar
(Mercer y Latorse 2003).
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En Colombia, Argel et al. (2004) realizaron un
trabajo de investigacién tendiente a establecer
la linea de sensibilidad al fungicida fenamidone
de 31 aislamientos de P infestans colectados en
diferentes regiones cultivadoras de papa del pais,
encontrando una alta variabilidad en la respuesta
de los aislamientos evaluados, aunque ninguno de
ellos presentd caracteristicas de resistencia a esta
molécula. La concentracion efectiva media (EC50)
determinada para la totalidad de aislamientos
correspondié a 1,83 mgeL!, con valores extremos
que oscilaron entre 0,14 y 3,51 mgeL*. Estos valores
contrastan con los resultado obtenidos por Latorse y
Gonzdlez (2003), quienes al evaluar la sensibilidad al
fenamidone de 26, 77, 69 y 45 aislamientos colectados
en Europa durante los afios 1996, 1997, 1998 y 1999,
respectivamente, determinaron valores de EC50 que
oscilaron entre 12 y 19 mgelL?, lo cual puede ser un
indicativo de un mayor grado de tolerancia natural
de los genotipos europeos a esta molécula quimica o
de la presencia de cierto nivel de resistencia inducido
por la aplicacion continua de esta u otras sustancias
inhibidoras de Qol.

La resistencia a fungicidas se manifiesta como una
variacion genética en un hongo que resulta en la
reduccion de su sensibilidad a una molécula quimica,
debido a la disminucién en la tasa de ingreso del
fungicida a las células del patégeno, la falta de afinidad
quimica con su molécula blanco o la detoxificacion
del compuesto por parte del hongo. Estos cambios
generalmente se encuentran asociados con la
presencia de mutaciones genéticas que ocurren en
forma natural o inducida como resultado de una alta
presion de seleccion ejercida por la molécula quimica
(Koller, 2000; Damicone, 2004). Dichas mutaciones
pueden aparecer en uno o varios genes, dependiendo
del modo de accién del fungicida. La resistencia a los
fungicidas que acttian sobre un Unico sitio especifico,
tiene mas probabilidades de ocurrir debido a que solo
es necesaria la generacion de mutaciones puntuales
sobre un solo gen (Damicone, 2004).

El nivel de resistencia puede medirse en el laboratorio
exponiendo una poblacién de aislamientos obtenida
en el campo al fungicida en cuestion y midiendo
su respuesta a diferentes dosis del compuesto. Las
respuestas de toxicidad se miden generalmente por la
inhibicién del crecimiento del hongo, de la germinacion
de esporas o de la infeccién de la planta (Damicone,
2004). Frecuentemente, dichas respuestas se
presentan como la concentracion efectiva que inhibe el
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crecimiento, la germinacion o la infeccién del patdgeno
en un 50%, valor que se denomina concentracion
efectiva media y se calcula tanto para cada individuo
muestreado como para la poblacion bajo estudio.

La resistencia también puede ser detectada utilizando
técnicas basadas en PCR (Polymerase Chain Reaction),
las cuales son mas sensibles y generalmente requieren
menor tiempo para realizarse. Estas técnicas se
fundamentan en el andlisis de las secuencias de los
genes blanco, los cuales codifican para los transcritos
o proteinas afectadas por el fungicida y pretenden
identificar las mutaciones puntuales que conducen
a los cambios en la secuencia de aminoacidos que
confieren el fenotipo resistente (Sierotzki et al,, 2000).
Diferentes estrategias se han empleado para el disefio
de pruebas de diagndstico molecular de poblaciones
resistentes a fungicidas, entre otras se destacan:
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)
(Konieczny y Ausubel, 1993), DHPLC (Denaturing
High Performance Liquid Chromatography) (Oefner
y Underhill, 1995), PIRA-PCR (Primer-Introduced
Restriction Enzyme Analyses) (Vuorio et al, 1999),
PCR de alelos especificos (Delye et al, 1997) vy
deteccidn de repeticiones en tandem de potenciadores
transcripcionales de los promotores de los genes
objetivo (Hamamoto et al, 2001). Adicionalmente,
en los Ultimos anos se han disefiado métodos que
permiten detectar cuantitativamente los niveles de
resistencia en las poblaciones bajo estudio mediante
PCR en tiempo real (Gisi et al., 2002).

Para el caso particular del diagnodstico molecular
de resistencia a fungicidas Qol, inicialmente se
detectd una mutacion en el gen citocromo b de
individuos Saccharomyces cerevisiae con fenotipos
resistentes a dichos fungicidas (Di Rago et al,, 1995).
Esta asociacion fue confirmada en organismos
fitopatdgenos de las especies Blumeria graminis f.sp
triticiy Pseudocercospora cubensis en cultivos de trigo y
cucurbitaceas, respectivamente (Sierotski et al., 2000;
Ishii et al,, 2001). Estudios posteriores han identificado
cerca de 11 mutaciones puntuales como potencialmente
asociadas con resistencia a Qol, ademas de un posible
mecanismo de detoxificacion, que esta mediado por un
sistema alternativo de respiracion, como respuesta a
la inhibicién de la cadena de transporte de electrones
(Zheng y Kdller, 1997; Sierotzki et al., 2000).

Diferentes investigaciones han determinado que los

fenotipos resistentes a fungicidas Qol se encuentran
estrechamente asociados a la sustitucion de Guanina
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por Citosina en el coddn 143 (GGT), que codifica para
el aminoacido glicina de la proteina citocromo b y
resulta en un cambio por alanina. Dicha mutacién se
ha encontrado en aislamientos resistentes a fungicidas
QoI de los hongos Venturia inaequalis (Zheng vy
Koller, 1997), Mycosphaerella fijiensis (Sierotzki et
al.,, 2000), B. graminis (Ishii et al, 2001) y en los
oomycetes Pseudoperonospora cubensis (Sierotzki
et al., 2000; Ishii et al., 2001) y P. viticola (Sirven
y Beffa, 2003). Una segunda mutacién que induce
al cambio de fenilalanina por leucina en la posicién
129, ha sido también asociada con la resistencia a
estos fungicidas en Pyricularia grisea (Farman, 2001),
Pythium aphanidermatum (Bartlett et al, 2002) y V.
inaequalis (Zheng y Kéller, 1997).

El fendmeno de resistencia de fitopatdgenos a los
fungicidas sistémicos es una situacion que afecta
la competitividad y sostenibilidad de los sistemas
agricolas. El alto riesgo que presentan los fungicidas
del grupo de resistencia cruzada Qol de perder
su efectividad sobre los hongos y oomycetes que
controlan, plantean la necesidad de mantener un
monitoreo constante de los niveles de sensibilidad
a estas moléculas quimicas en los cultivos donde se
utilizan. El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar una metodologia con potencial para el empleo
en Colombia de dicho monitoreo por parte de las
agremiaciones de agricultores, compaiiias productoras
de agroquimicos, centros de investigacion y agencias
estatales de sanidad vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. Esta investigacion se desarroll6 en los
laboratorios de Estudios Moleculares y de Biologia
Celular y Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. Las plantas de papa variedad
DIACOL Capiro empleadas para la obtencion de los
foliolos fueron sembradas en el Centro Agropecuario
Paysandu, ubicado en el corregimiento Santa Elena,
municipio de Medellin, que corresponde a la zona
de vida bosque himedo montano bajo (bh-MB), y
presenta una altitud de 2.550 msnm, temperatura
media de 14 °C y una precipitacion promedio anual
de 2.000 mm.

Aislamientos. De una colecciéon de aislamientos
realizada en las zonas paperas de los municipios
Antioquefios, La Union, Santa Rosa y San Pedro, se
seleccionaron cuatro de ellos: C5 y C6 (papa var.
DIACOL Capiro, La Unidén), C7 (papa criolla, Santa
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Rosa), C8 (papa var. DIACOL Capiro, San Pedro). El
proceso de aislamiento del oomycete consistid en la
ubicacion de los tejidos vegetales con sintomas de
gota sobre rodajas de papa variedad Tuquerreia (sin
genes mayores de resistencia a P infestans) y en la
siembra del micelio alli desarrollado sobre medio Agar
centeno (18 g de harina de centeno, 18 g de agar, 18
g de azlcar, 1 L agua destilada), purificandose por
transferencia a nuevas cajas de Petri.

Evaluacion de sensibilidad al fungicida
Fenamidone. El nivel de sensibilidad al fungicida
Fenamidone de los cuatro aislamientos seleccionados
fue determinado bajo condiciones in vitro, utilizando
discos de hoja de 14 mm obtenidos a partir de
plantas de papa variedad DIACOL Capiro de 8 a 10
semanas de edad (periodo antes de floracion). Las
dosis evaluadas correspondieron a: 0,1; 1; 5; 10y 15
mgeL?, y fueron preparadas a partir del ingrediente
activo (i.a.) fenamidone y del producto comercial
Mildex cuya formulacion incluye 44,4 grekg* de i.a
fenamidone y 667 grekg! de Fosetyl-Al.

Para la realizacion del ensayo se evaluaron dos
metodologias de aplicacion del fungicida. La primera
de ellas consistid en la inmersion de cada disco en la
respectiva solucion durante un minuto; mientras que
en la otra los discos fueron asperjados con un volumen
homogéneo de la solucion del fungicida, utilizando un
frasco atomizador. Los discos tratados se localizaron
en cajas de Petri con medio de sobrevivencia (2%
Agar + 2 mgeL! de Kinetina) y se incubaron por 24
horas bajo condiciones controladas (19 °C, 80% de
humedad relativa, luz constante). Para cada dosis
se utilizaron tres cajas de Petri conteniendo cuatro
discos y el experimento completo se repitié dos veces
en el tiempo.

Transcurrido el periodo de incubacion, cada disco de hoja
seinoculd en la cara abaxial con una gota de 20 yLde una
suspension de 20.000 esporangios mL?, previamente
preparada a partir de conteos en un hematocitémetro.
Las cajas de Petri fueron ubicadas bajo las condiciones
antes descritas durante 6 dias, tiempo después del cual
se evaluo sobre cada disco el porcentaje de area foliar
afectada con gota, por comparacion con una escala 0-5,
en donde cero se refiere a la ausencia de sintomas y
cinco a un porcentaje de area foliar afectada superior
al 50%. En los tratamientos control de las evaluaciones
(0 mgeL?) se sumergieron los discos de hoja en agua
destilada estéril y se inocularon en forma similar a los
demas tratamientos.
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Para el analisis estadistico del experimento se procedio
a transformar los valores discretos de la escala de
severidad en una escala de porcentaje en donde
0-1 corresponde a valores de 0-20%, 1-2 (21-40%),
2-3 (41-60%), 3-4 (61-80%), 4-5 (81-100%). La
informacién generada fue analizada mediante andlisis
Probit (Finney, 1971) y de esta forma calculados los
valores de EC50 para cada aislamiento. La evaluacion
de diferencia significativa entre los valores de EC50 de
los aislamientos se determind mediante analisis con
base en los intervalos fiduciales.

Por otro lado, para la determinacion de diferencias
significativas entre los métodos de aplicacion, las
dosis, los aislamientos y las formulaciones, se realizd
un andlisis de regresién logistica, utilizandose la
prueba de Wald para determinar la significancia de
los efectos y sus interacciones en el modelo evaluado
(Hosmer y Lemeshow, 2000).

Determinacion de la secuencia parcial del gen
citocromo b. El analisis molecular del gen citocromo
b se realizd en los cuatro aislamientos evaluados en
este estudio y en los aislamientos M158 (EC50=0,14,
obtenido de S. juglandifolium en Manizales, Caldas
a 2.200 msnm) y S001 (EC50=3,51, de plantas de
S. tuberosum var. Pastusa, en Cerrito, Santander, a
3450 msnm) previamente identificados por Argel
et al. (2004) como los que presentaron el menor y
mayor valor de EC50, respectivamente, en el estudio
de construccién de la linea base de sensibilidad
al fenamidone de aislamientos Colombianos de PR
infestans. En los seis aislamientos seleccionados, se
procedié a la amplificacién y secuenciacion de una
region del citocromo b, en la que previamente se
han identificado mutaciones puntuales asociadas con
resistencia a fungicidas QoI (Sierotski et al., 2000;
Sirven y Beffa, 2003).

Extraccion de ADN. Los aislamientos de P, infestans
fueron transferidos a medio liquido de arveja (25 g
de arveja, 20 g de azlcar, 1 L de agua destilada) e
incubados a temperatura ambiente por 15 dias, para
proceder a la filtracion del micelio y extraer el ADN
siguiendo el protocolo del Centro internacional de la
papa (2000).

Ampilificacion parcial del gen citocromo b.
La amplificacion del gen citocromo b se realizd
empleando los cebadores: CB1: 5ATT TTT TTG GAT
TCG GTT CG 3’y CB2: 5'GTT TTC ATT GGA TTT GCT
TC 3', mencionados por Sirven y Beffa (2003). Dichos
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cebadores amplifican una region de aproximadamente
700 pb que contiene los codones 129 a 146, regidn
en la cual se han detectado mutaciones asociadas
a resistencia a fungicidas Qol. La amplificacion de
PCR se realizd en un termociclador PTC-100 (MJ.
Research, INC., Whaltam, EEUU) y consistié de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguida
por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C por
1 min, 72 °C por 2 min y una extension final a 72
OC por 5 min. Las reacciones de PCR tuvieron un
volumen total de 25 L, conteniendo 0,1 pM de cada
cebador, 1 U de Taqg ADN polimerasa recombinante
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0,2 mM de cada
dNTP, 1X de buffer de enzima (100 mM Tris-HCI (pH
8,8), 500 mM KCl, 0.8% Nonidet P40), 2 mM MgCl,
y 1 gL de una dilucién de ADN 1/100. Luego de la
amplificacion se visualizaron los productos de reaccién
y se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
1,5% suplementado con 3 pg de bromuro de etidio
(10 mgemL?).

Los amplicones fueron purificados utilizando el kit
Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega,
Madison, EEUU) para proceder a su secuenciacion
directa en ambas direcciones utilizando los
cebadores CB1 y CB2, mediante Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA). Su analisis se realizd
en un secuenciador ABI Prism 3730x| (PE Applied
Biosystems) de la compaiiia Macrogen (Corea del Sur).
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Las secuencias obtenidas fueron editadas con
la ayuda del software Editseq y se compararon
utilizando el programa BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) con aquellas del gen
citocromo b, previamente depositadas en las bases de
datos moleculares para aislamientos de R infestans
y otros fitopatdgenos. Las secuencias consenso se
ensamblaron utilizando el programa MegAlign, se
tradujeron a secuencia de aminoacidos y se ubicaron
los codones 129 y 143, en los cuales se han detectado
mutaciones asociadas con fenotipos resistentes a
fungicidas Qol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de sensibilidad al fungicida
Fenamidone. En el tratamiento control los cuatro
aislamientos de P. infestans causaron la necrosis de
los discos de hoja inoculados con grados de severidad
que alcanzaron valores en la escala de evaluacion
de cuatro a cinco, mientras que en los tratamientos
con fungicida la accién del producto fue evidente, al
reducirse la severidad de todos los aislamientos con
el aumento de la dosis del fungicida aplicado tanto
en grado técnico como en su formulacion comercial
(Figura 1). Asi por ejemplo, bajo la dosis de 5 mgeL-
! de i.a. la reduccidn en la severidad alcanzé un
rango del 50 al 75%, mientras que con la dosis de
15 mgeL! dicha reduccion se aproximé al 90% en
todos los aislamientos.
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Figura 1. Evaluacion de la sensibilidad al fungicida Fenamidone en su grado técnico (A) y formulacién comercial
de Mildex: 44,4 g kg de i.a Fenamidone y 667 g kg de Fosetyl-Al (B) en cuatro aislamientos de Phytophthora
infestans procedentes de cultivos de papa del Departamento de Antioquia, Colombia.

Los valores de EC50 obtenidos en la prueba que utilizo
el i.a. fenamidone en grado técnico variaron entre 0,13
mgeL! (aislamiento C6) y 2,03 mgeL*! (aislamiento
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C8), mientras que en la evaluacion utilizando Mildex,
dicho rango oscild entre 0,07 mgeL! (aislamiento
C6) y 2,9 mgeL! (aislamiento C8) (Figura 2). Estos
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valores se ubicaron en un rango muy similar a los
obtenidos previamente por Argel et al. (2004),
en la determinacion de la linea base de la accidn
del fenamidone en una poblacion Colombiana de
P infestans procedente de cultivos de papa; de
tal manera que se puede inferir que el nivel de
sensibilidad de este patdgeno a dicho i.a. permanece
estable, muy posiblemente gracias a que ha sido
poco comercializado por las companias agroquimicas
para su empleo generalizado en los cultivos de
papa, posiblemente debido entre otras razones,
a la dificultad de hacer un seguimiento estricto de
las recomendaciones anti-resistencia ofrecidas por
FRAC (2007) para el empleo de fungicidas Qol. Estas
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recomendaciones se pueden resumir en los siguientes
aspectos: a) utilizar el producto exclusivamente en los
estados de desarrollo del cultivo y de la enfermedad
indicados por el fabricante, siendo preferible su
empleo bajo condiciones preventivas; b) no superar
tres aplicaciones de estos fungicidas individuales
por ciclo de cultivo, evitando su empleo en dos
aplicaciones consecutivas; c) cuando se utilizan
mezclas de productos, el nimero de aplicaciones
conteniendo fungicidas Qol no debe exceder el 50%
y bajo ninguna circunstancia debe superarse un
numero de seis aplicaciones de mezclas con Qol por
ciclo de cultivo, ni tres aplicaciones consecutivas con
dichas mezclas.
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Figura 2. Valores de EC50 (mgeL*) para el fungicida Fenamidone en su grado técnico y formulacion comercial
(Mildex: 44,4 gekg! de i.a fenamidone y 667 g kg de Fosetyl-Al) en cuatro aislamientos de Phytophthora
infestans procedentes de cultivos de papa del Departamento de Antioquia, Colombia.

El seguimiento de estas recomendaciones
permitird mantener la efectividad de estos
fungicidas como una herramienta para el control
de estos organismos fitopatégenos en diversos
cultivos. Aparentemente esta situacion puede ser
vista como de responsabilidad de las compafiias
de agroquimicos y de los profesionales que
prestan asistencia técnica estatal, sin embargo el
fendomeno de la resistencia de hongos y oomycetes
a fungicidas genera unas implicaciones sociales,
economicas y ambientales de tal importancia que
debe ser abordado igualmente por las entidades
de sanidad vegetal y proteccién ambiental de
los paises, por las agremiaciones de productores
y por las entidades de investigacion como
universidades y centros estatales y privados. Esta
fué la motivaciéon para proponer el empleo de la
metodologia aqui presentada para el monitoreo
de los niveles de sensibilidad de los fitopatdgenos
diana de los fungicidas Qol.
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De otra parte los valores de EC50 encontrados en
esta investigacion, contrastan drasticamente con
aquellos definidos para P. infestans en Europa,
que en promedio alcanzan valores de 9 mgelL!
en Holanda (Mercer y Latorse, 2003) a 15 mgeL!
en Francia, Alemania y Reino Unido (Latorse
y Gonzalez, 2003) y se ubican a una distancia
apreciable de la dosis de fenamidone establecida
como el limite para calificar a los oomycetes con
resistencia a dicho fungicida (50 mgeL?) (Sirven
y Beffa, 2003).

Con respecto a los resultados relacionados con
las metodologias de aplicacion evaluadas en
esta investigacién, no se encontraron diferencias
significativas entre los métodos de inmersion vy
aspersion del fungicida y tampoco se observaron
interacciones con los fungicidas o las dosis evaluadas
(Tabla 1); de tal forma que para futuros estudios se
recomienda la utilizacién del primero, por cuanto
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exige una menor cantidad de tiempo para el
montaje del experimento. La gran similitud entre
los valores de EC50 encontrados cuando se utilizé
el fungicida en grado técnico, con respecto al
uso del producto comercial Mildex, que incluye
Fosetyl-Al como complemento, confirma que bajo
un escenario de alta sensibilidad del patdgeno,
el fungicida principal actda inicialmente sobre las
poblaciones a controlar, mientras que la accion del
fungicida acompafante es fundamental cuando se
esta en presencia de la aparicién de poblaciones

resistentes (Damicone, 2004). Finalmente la
decision de utilizar el i.a. en grado técnico 6 en
su formulacidon comercial para las evaluaciones de
sensibilidad de fungicidas, depende del objetivo de
la prueba, pues es posible que se desee conocer
la condicion del producto que se comercializa en el
campo con el fin de evaluar la efectividad tanto de
la molécula principal como de sus acompafiantes o
alternativamente es posible que sélo se requiera la
evaluacion de la sensibilidad de los fitopatdogenos
a una molécula fungicida particular.

Tabla 1. Andlisis de efectos de los fungicidas Fenamidone en su grado técnico y formulacion comercial (Mildex),
dos métodos de aplicacién y seis dosis, utilizando la prueba de Wald.

Fuente de variacion Grados de libertad Chi-cuadrado (Wald) P>y

Fungicida 1 0,91 0,3435
Método 1 0,41 0,5218
Fungicida x Método 1 0,76 0,3847
Dosis 5 28,83 <,0001
Fungicida x Dosis 5 1,04 0,4007
Método x Dosis 5 1,00 0,4255
Fungicida x Método x Dosis 5 0,09 0,9942

Determinacion de la secuencia parcial del gen
citocromo b. La cantidad y calidad del ADN obtenido
a partir de la metodologia de extraccion de acidos
nucleicos fue adecuada para la amplificacion de la
regién del gen mitocondrial citocromo b delimitada
por los cebadores especificos CB1 y CB2. La reaccion
de PCR fue altamente especifica, obteniéndose
amplicones del tamafo esperado de 691 pb.

Las secuencias consenso, ensambladas a partir
de la informaciéon generada con ambos cebadores
fueron idénticas tanto para los cuatro aislamientos
evaluados en este estudio (C5, C6, C7, C8) como
para los aislamientos M158 y S001, utilizados como
referencia a partir del trabajo previo de Argel et
al. (2004). Una vez realizado el andlisis BLAST, se
determind que existe un 99% de similitud de la
region amplificada en este estudio y una secuencia
localizada entre las posiciones 13193 y 14344 del
ADN mitocondrial de aislamientos de P, infestans
(haplotipo IIa) obtenidos en plantas de papa
en Irlanda (Accesién AY898627). Esta regién es
identificada como parte del ORF que codifica para el
citocromo b. Adicionalmente la secuencia compartio
un porcentaje de similitud del 96% y 87%, con
la secuencia de aminoacidos de este gen en los
oomycetes Phytophthora megaspermay Saprolegnia
ferax, respectivamente, lo cual corrobora el alto
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grado de conservacion de este gen mitocondrial,
dada su importante labor en la cadena de transporte
de electrones de los organismos aerdbicos (Irwin
et al., 1991).

Al analizarse la region correspondiente a los codones
129 a 146 del gen citocromo b, no se encontraron las
mutaciones G143A y F129L, asociadas con resistencia
a fungicidas Qol en otros hongos y pseudohongos
(Figura 3) (Sierotzki et al., 2000; FRAC, 2007), lo cual
coincidié con el alto nivel de sensibilidad presentado
por los aislamientos de P infestans evaluados
tanto en este estudio como en aquel referente a la
construccion de la linea base (Argel et al., 2004).
Esta situacién confirma los resultados de las pruebas
in vitro realizadas en esta investigacion y validan el
potencial que ofrece el empleo de la prueba molecular
para los programas de monitoreo de poblaciones de
fitopatdgenos resistentes a Qol. Desde el punto de
vista rutinario su utilizacién podria efectuarse como
un primer filtro para la determinacion de la presencia
de las mutaciones asociadas a la resistencia en las
poblaciones del patégeno que se desean evaluar, sin
necesidad del proceso de aislamiento, pues el ADN
se puede extraer directamente de las estructuras del
patégeno presentes en los tejidos afectados (Argel
et al,, 2007). El proceso desde la obtencidn de las
muestras hasta la obtencién de resultados se extiende
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a maximo una semana y su costo se estima en USD
$15 por aislamiento analizado. Al compararse esta
metodologia con las pruebas in vitro, que necesitan de
un minimo de tres semanas al requerir el aislamiento
del patdgeno, el incremento de esporas para la
preparacion del indculo, el mantenimiento constante
de material vegetal libre de enfermedad y sin ninguna
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aplicacién de productos quimicos, un periodo de
incubacion de al menos siete dias y el andlisis
estadistico posterior, se puede inferir su utilidad en la
practica. Por supuesto la propuesta planteada en este
trabajo, no consiste en la eliminacion de la evaluacion
in vitro, sino en su uso alternativo con la deteccion
de la presencia de las mutaciones G143A y/o F129L.

Phytophthora infestans — Colombia
Phytophthora infestans- Irlanda
Phytophthora megasperma
Saprolegnia ferax

Plasmopara viticola (S) *
Plasmopara viticola (R) *
Magnaporthe grisea (R) *

129

* Aislamientos previamente clasificados como sensibles (S) y resistentes (R), al fungicida fenamidone por
(Farman, 2001) y Sirven & Beffa (2003). Los aminoacidos subrayados corresponden a los sitios 129 y 143.

146
EMGYVLPWGQMSFWGATV
EMGYVLPWGQMSFWGATV
EMGYVLPWGQMSFWGATV
EMGYVLPWGQMSFWGATV
EMGYVLPWGQMSFWGATV
EMGYVLPWGQMSFWAATV
LLGYVLP F GQMSLWAATV

Figura 3. Alineamiento de las secuencias de varios oomycetes y hongos entre las posiciones 129 y 146 del gen
citocromo b. Las mutaciones en los codones 129 y 143 se han asociado previamente con fenotipos resistentes

a fungicidas del tipo Qol.
CONCLUSIONES

Se presenta una propuesta metodoldgica que
incluye el empleo conjunto de pruebas in vitro
y de biologia molecular para el monitoreo de
los niveles de sensibilidad de las poblaciones de
fitopatdgenos contra los cuales se utilizan los
fungicidas del grupo de resistencia cruzada Qol.
La secuencia en la utilizacién de ambos sistemas
de evaluacidn, depende de la disponibilidad de
un laboratorio basico de biologia molecular de
soporte; sin embargo, la rapidez para la obtencidn
de los resultados y la posibilidad de evaluar
simultaneamente una gran cantidad de muestras,
hacen del empleo de la técnica molecular una
excelente herramienta para su uso en procesos de
monitoreo rutinario con alcance regional, nacional
o0 incluso internacional.

Se espera en el corto plazo evaluar una alternativa
metodoldgica adicional para aumentar la eficiencia
econdmica y de tiempo del proceso de evaluacién
de sensibilidad de hongos y pseudohongos
fitopatdgenos a diferentes fungicidas sistémicos,
incluyendo los Qol. Para esto se empleard un
sistema de PCR en tiempo real bajo el esquema
de la técnica conocida como polimorfismo
de nucledtidos simples (SNPs), que permite
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determinar la presencia de mutaciones puntuales
mediante analisis de la curva de desnaturalizacion
de los fragmentos amplificados.
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