INDUCCION DE CALLOS Y RESPUESTA DE
CULTIVARES DE PAPA AL FILTRADO TOXICO
DEL HONGO Phytophthora infestans (Mont.) de Bary

CARLOS ESPINOSA ZAPATA

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS
EN FITOMEJORAMIENTO

“f n . ?

SRR R Y M g it} wv@
K 8T BT G RN L
st 4,.3,1..’3; WETE g

]

PROGRAMA DE GRADUADOS

Buenavista, Saltillo, Coah.

FEERERO DE 1999

S
\.
oo



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
ANTONIO NARRO

SUBDIRECCION DE POSTGRADO

INDUCCION DE CALLOS Y RESPUESTA DE CULTIVARES DE
PAPA AL FILTRADO TOXICO DEL HONGO Phytophthora
infestans (Niont.) de Bary
TESIS

POR
CARLOS ESPINOSA ZAPATA

Elaborada bajo la supervision del comité particular de Asesoria y
aprobada como requisito parcial para optar al grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS
EN FITOMEJORAMIENTO

COMITE PARTICULAR

Asesor principal: % =
Dr. M. Humberto Reyes Valdés

Asesor: AL srian

Dr. Sergio Rodriguez Herrera

\ /‘ /

Asesor: L/Z/f‘/z L g Lo

Dr. Jedus C 5n Péfez

—'/

Asesor: y
Asesor:

ubdirecior de Postgrado

Buenavista, Saitillo, Coahuila, Febrero de 1999



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto ©Nacional de Investigaciones Forestales vy
Agropecuarias por la oportunidad y apoyo otorgado para mi
superacidén profesional.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo
brindado durante mis estudios de postgrado.

A la Universidad Autdébnoma Agraria Antonio Narro por
recibirme en su seno para continuar mi superacién
académica.

Al Dr. M. Humberto Reyes Valdés ©por sus valiosas
ensefianzas, y contribucidén en esta investigacidn.

A la MC. Leticia Escobedo Bocardo por el apoyo orientacidn
y facilidades brindadas para realizar la investigacidén en
el laboratorio a su cargo.

Al Dr. Sergio Rodriguez Herrera por su apoyo durante mi
estancia en 1la UAAAN y por su contribucién en esta
investigacidn.

Al Dr. Jesus Ortegdbn Pérez por su participacién y apoyo en
la presente investigacién

Al Dr. J. Antonio Garzdén Tiznado del INIFAP por su
orientacidén y apoyo decidido durante mi preparacidn.

Al Dr. Sathyanarayanaiah Kuruvadi por sus ensefianzas y
aportaciones en esta investigacién.

Al Dr. Valentin Robledo Torres por sus atinadas
observaciones en esta investigacién y ©por su apoyo
incondicional durante mi estancia en la UAAAN

Al Dr. Gelasio Pérez y al MC. Enrique Charles del Programa
de papa por su colaboracién y apoyo 1incondicional para
sacar adelante esta investigacidén.

Al Dr. Rafael Rivera Bustamante del CINVESTAV por aceptarme
en su laboratorio para complementar mi formaciédn.
’ iii



A la MC. Rosa Maria Rangel por sus ensefianzas y tiempo
dedicado durante mi estancia en el CINVESTAV.

Al MC. Alberto Flores Oliva por su orientacidén y donacidn
de la linea clonal del hongo utilizado en esta
investigacién.

Al Dr. Juan Frias Hernandez por su hospitalidad durante mi
estancia en el CINVESTAV.

AL MC. Victor Parga por su disposicién y compartir sus
experiencias que fueron de mucha utilidad en la presente
investigacién.

A la T.L.Q Graciela Gonzédlez por su apoyo en la obtencién
de 1los filtrados tdéxicos utilizados para realizar esta
investigaciédn.

A la Sra. Ernestina Solis Rangel Auxiliar del laboratorio
de biotecnologia de la UAAAN por su valiosa ayuda en la
ejecucién del trabajo de laboratorio.

A la T.L.Q. Ursula Casar Belmares por su participacidédn en
parte del trabajo de investigacién y por su apoyo
incondicional cuando fue requerido.

Al personal del laboratorio de Drosophyla melanogaster:
M.C. Maria Elena Garcia, Beatriz Jaime y Ana Maria Ochoa
por su disposicidn y apoyo para sacar adelante esta
investigacidn.

A mis comparnieros del programa de Doctorado que me apoyaron
en todo momento, especialmente a: Victor Zamora, Mario
Vésquez, Fernando Borrego, Francisco Ponce, Ramdén Cortéz,
Armando Mufioz, Rosalinda Mendoza, Francisco Chable, Mariano
Mendoza, Francisco Nieto, Alfredo de la Rosa y a todas
aquellas personas que de alguna u otra forma me apoyaron
durante mis estudios de Doctorado y contribuyeron para
realizar esta investigacién.

iv



DEDICATORIA

A mi esposa: Norma Martinez por su constante apoyo vy

comprensidén durante mis estudios.

A mis hijas: Maribel, Fabiola, Erika y Norma Liliana.

A mis Padres: Angel Espinosa Y Carlota Zapata.

A mis Hermanos: Consuelo, Rubén, Arturo, Angel, Eunice,

Roberto, José Luis, Pedro, Maribel y Araceli.



COMPENDIO

INDUCCION DE CALLOS Y RESPUESTA DE CULTIVARES DE
PAPA AL FILTRADO TOXICO DEL HONGO Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary

POR
CARLOS ESPINOSA ZAPATA

DOCTORADO EN CIENCIAS
EN FITOMEJORAMIENTO
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, FEBRERO DE 1999

Dr. M. Humberto Reyes Valdés. Asesor.

Palabras clave: Solanum tuberosum, Phytophthora infestans,
callo, cultivares, filtrado téxico.

Se realizaron pruebas para evaluar el efecto de
cuatro medios nutritivos en la formacidén de callo en discos
de tubérculo de cuatro cultivares de papa, asi como para
evaluar la respuesta a la aplicacidén del filtrado téxico
del aislado 97104 de Phytophthora infestans. E1 filtrado
fue probado en callos derivados del cultivar AN-1 y en

siete cultivares de papa.



Aunque la induccidén de callos fue posible con los
cuatro medios nutritivos en los cuatro cultivares, el mejor
medio fue el Engvild (1973) conformado por: sales
inorgénicas M/S (1962), vitaminas N&N, 2 mg/l de glicina,
8mg/1 de ac. naftalenacético y 0.5 mg/l de kinetina. Los
callos con las mejores caracteristicas fueron obtenidos con
el cultivar AN-1, mientras gque la mejor combinacién
cultivar - medio nutritivo fue lograda con la combinacién
AN-1 - Engvild (1973). La superioridad de esta combinacidn
es atribuida al sistema de reguladores de crecimiento del
genotipo, asi como a la proporcidén de reguladores de
crecimiento con que fue suplementado el medio Engvild

(1973) .

La respuesta de los <callos a las diferentes
concentraciones del filtrado téxico se evalud sobre la base
de dos transferencias. En la primera transferencia se hizo
una evaluacidén (27 dias) y dos en la segunda transferencia
(23 y 34 dias). Para el crecimiento se considero el
didmetro promedio asi como la coloracién de los callos en
cada concentracidn del filtrado. En la primera
transferencia los <callos tuvieron un crecimiento muy
similar en el medio testigo (sin filtrado) y en el medio

vii



con el 10 por ciento de concentracién del filtrado. En
ambos medios el diadmetro de 1los callos fue notoriamente
superior al resto de las concentraciones y, a la vez, el
didmetro de los callos crecidos en el medio con 20 por
ciento de filtrado fue ligeramente superior a las
concentraciones 30 y 40 por ciento. Para evaluar la
respuesta de los callos en la segunda transferencia fue
considerado el diédmetro inicial promedio, el diémetro
promedio a los 23 y a los 34 dias, asi como su tasa de
crecimiento. El comportamiento de los callos en la segunda
transferencia fue muy semejante al de la primera. Mientras,
la tasa de crecimiento que tuvieron en los primeros 23
dias (primera lectura) fue menor que en los ultimos 11 dias

(segunda lectura).

En la evaluacién de 1los siete <cultivares a la
aplicacién del filtrado toxico, el cultivar Gigant
fue estadisticamente superior al resto de los cultivares,
ya que aun en la concentracidén del 100 por ciento su grado
de marchitez fue de 41 por ciento, seguido por Alpha vy
Atlantic, ambos con un grado de marchitez del 75 por
ciento, Excel con 83 por ciento, y los cultivares Mondial,
Nortefia y AN-1 con el 90 por ciento. En esta concentracién
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el dafio mostrado por Gigant fue inferior aun al grado de
dafilo mostrado por el resto de los cultivares en la

concentracién del 25 por ciento (con excepcidén de AN-1).

Por otra parte, no hay coincidencia de la respuesta
de los cultivares en la prueba con los filtrados téxicos,
con la respuesta que tienen en condiciones de campo al
ataque de P. infestans. Es importante destacar que 1los
genotipos que son reportados como resistentes al ataque del
patdégeno en cuestidn, son considerados en su pais de origen

como genotipos con resistencia horizontal.

De acuerdo a estos reportes y a los resultados
obtenidos en otras pruebas con filtrados toéxicos y con la
inoculacidén con zoosporas de P. infestans, es sefialado que
con la reaccidédn de los genotipos de papa al filtrado téxico
es posible medir el grado de resistencia horizontal. Es
posible que el cultivar Gigant posee altos niveles de
resistencia horizontal pero que ésta no se manifiesta en
las pruebas de campo en la regidén debido a que la expresidn
de este tipo de resistencia estd fuertemente influenciada
por el ambiente. Ademds, la falta de coincidencia entre el
filtrado téxico y las pruebas de campo puede ser atribuido
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ABSTRACT

CALLUS INDUCTION AND RESPONSE OF POTATO CULTIVARS
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by
CARLOS ESPINOSA ZAPATA
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
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Ph.D. M. Humberto Reyes Valdés. Advisor.

Key words: Solanum tuberosum, Phytophthora infestans,

callus, cultivars, toxic filtrate.

Tests were carried out tests to evaluate the effect
of four culture media, in the formation of callus from
tuber of four ©potato cultivars, as well as to evaluate
the response to the application of toxic filtrate from the

strain 97104 of Phytophthora infestans. The toxin was



también a que las toxinas de la cepa utilizada tal vez no
corresponden a las toxinas de las cepas presentes en la

regioén.



tested in callus derived from the cultivar AN-1 and in

seven potato cultivars.

Although callus induction was possible with the
four culture media in the four cultivars, the best medium
was the so called Engvild (1973) conformed by: inorganic
salts M/S (1962), N&N vitamins, 2 mg/l of glicine, 8 mg/l
of naphtalenacetic acid and 0.5 mg/l of kinetina. The
calluses with the best characteristics were obtained with
the cultivar AN-1, whereas the better combination cultivar
— culture medium was achieved with the combination AN-1 -
Engvild (1973). The superiority of this combination is
attributed to the genotype growth regulation system, as
well as to the proportion of growth regulator with which

the Engvild (1973) medium was supplemented.

The behavior of the «calluses to the different
concentrations of the toxic filtrate was evaluated on the
basis of two transfers. One evaluation was made in the
first transfer (27 days) and two in the second transfer
(23 and 34 days). The growth was considered average
diameter) as well as the coloration of the callus in each

concentration of the filtrate. In the first transfer the
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calluses had a very similar growth in the standard medium
(without filtering) and in the medium with the 10 por
ciento of concentration of the filtrate. In both media the
diameter of the callus was plainly superior to the rest of
the concentrations and, at the same time, the diameter of
the callus grown in the media with 20 por ciento of the
filtrate was slightly superior to the concentrations 30 and
40 por ciento. In order to evaluate the behavior of the
callus 1in the second transfer there were considered the
average initial diameter, the average diameter at 23 days
at 34 days, as well as their rate of growth. The behavior
of the callus in the second transfer was very similar to
the first one. However, the rate of growth they had in the
first 23 days (first reading) was less them in the last 11

days (second reading).

In the evaluation of the seven cultivars to the
application of the toxic filtrate, the cultivate Gigant was
statistically superior to the rest of the cultivars, since
even in the concentration of 100 percent their withering
degree was of 41 percent, followed by Alpha and Atlantic,
both with a Withering degree 75 percent, Excel with 83
percent, and the Mondial, Nortefia, and AN-1 cultivrs with
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90 percent. In this concentration damage shown by Gigant
was inferior even to the damage shown by the rest of the
cultivars in the concentration of 25 por ciento (with

exception of AN-1).

On the other hand, there is no coincidence of the
behavior of the cultivars in the test with the toxic
filtrates, with the behavior they have in field conditions
to the attack of P. infestans. It is important to highlight
that the genotypes are reported as resistant to the attack
of the pathogen 1in question, are considered in their

country of origin as genotypes with horizontal resistance.

According to these reports and to the results
obtained in other tests with toxic filtering and with
inoculation with zoospores of P. infestans, it is pointed
out that it with the reaction of the genotypes of potato to
the toxic filtrate is possible to measure the degree of
horizontal resistance. It 1is possible that the cultivar
Gigant possess high levels of horizontal resistance but
that this do not show up in the regional field tests
because the expression of this type of resistance is
strongly influenced by the environment. Moreove, the lack

xXiv



0of coincidence Dbetween the toxic filtrate and field tests
and field tests could also be attributed to that the
toxins of the used strain perhaps do not correspond the

toxins of the strains present in the region.
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INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas afectan notablemente
el desarrollo social y econbémico en muchos paises debido a
que por efecto de éstas, frecuentemente se reduce su
produccién agricola en forma drastica. Para el estudio vy
control de las enfermedades se debe tomar en cuenta que las
reacciones de los organismos, huéspedes o patdgenos varian
con relacidén a la serie de factores del medio ambiente a que
se hallan expuestos, lo que da por resultado una variacidn
importante en la calidad y rendimiento de las plantas y sus

productos.

El mejoramiento genético tradicional aplicado hasta
ahora se ha realizado principalmente para generar variedades
‘de elevada productividad, pero que requieren gran cantidad
de insumos agricolas; principalmente fertilizacidén vy
pesticidas. El1 empleo de técnicas biotecnolbgicas tales
como, la selecciébn in vitro y/o la seleccidédn in vivo a nivel
laboratorio, puede contribuir grandemente en la obtencidn de
variedades disefiadas para producir bajo condiciones adversas

de: clima, suelo, plagas y enfermedades. Esto permitiria



2
ampliar el numero de tierras cultivables y reducir la
cantidad de plaguicidas quimicos que en muchos de los casos
representan un serio problema de contaminacién ambiental vy
un gasto que no pueden enfrentar la mayoria de 1los

productores agricolas del tercer mundo.

En el cultivo de papa en particular, el principal
problema que limita la produccidén es la enfermedad conocida
como tizén tardio, causada por el hongo Phytophthora
infestans, ya que para su control se realizan hasta 30
aplicaciones de fungicidas durante el ciclo de cultivo, 1lo
cual ademds de contaminar tanto el producto como el medio
ambiente, eleva los costos de produccién. E1 ataque del
tizén tardio puede ser tan devastador que puede reducir la
produccién de un 80 a 100% cuando el control no se realiza
en forma adecuada. En nuestros dias, la papa recibe los
volimenes mé&s grandes de agroquimicos y estos son méas
cuantiosos que los aplicados a otros cultivos alimenticios de
importancia mundial. Cifras de la FAO indican que el valor de
los fungicidas usados durante 1991 para controlar el tizdn
tardio de la papa, fue de 1,800 millones de dblares. En
1994, éste valor se elevd a 4,000 millones de ddblares

(PICTIPAPA, 1995).
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Un aspecto importante que debe ser considerado en

los programas de mejoramiento genético es el wuso de
metodologias complementarias a las clasicas, que permitan
seleccionar materiales tolerantes a la enfermedad y que
puedan ser realizadas a nivel laboratorio para que la
seleccién pueda hacerse de manera mas eficiente y econdmica.
Para la produccién de variedades tolerantes a enfermedades
es posible utilizar una estrategia que consiste en
seleccionar lineas tolerantes a las toxinas producidas por
el parasito. Aunque todavia son pocas las toxinas aisladas y
debidamente caracterizadas, es posible emplear también
métodos indirectos como son los filtrados téxicos del
cultivo de patdgenos. La seleccidédn se puede realizar a nivel
de planta, callos, células en suspensidén o protoplastos
(aplicando las misras toxinas o filtrados como condicidén de
estrés en el medio nutritivo), con el propdésito £final de
regenerar plantas tolerantes a los hongos en condiciones de
campo. De acuerdo con la condiciédn de estrés, esta técnica
también ha mostrado ser efiéiente para obtener plantas
tolerantes a otras condiciones adversas tales como: heladas,
grado elevado de salinidad, alta concentracién de metales

pesados y otras.



El cultivo de callos, células aisladas, protoplastos
Yy su subsecuente desarrollo en plantas completas, ofrece la
posibilidad de seleccionar mutantes biogquimicas con
caracteristicas de 1interés para el fitomejoramiento. La
ventaja de este sistema radica en 1la posibilidad de
muestrear millones de células cultivadas in vitro, de manera
parecida a como se hace con bacterias, y recuperar fenotipos
especiales que no se presentan en las plantas completas. EI
proceso es tan simple como hacer crecer callos o células en
suspensién en medio semisdélido en presencia del agente
selectivo y subcultivar las colonias hasta obtener 1lineas

que crezcan normalmente en él.

Objetivos generales

- Determinar el medio de cultivo en el cual 1los

cultivares de papa Alpha, AN-1, Nortefia y Mondial producen

los mejores callos.

- Evaluar la resistencia de los callos derivados del clon

AN-1 a diferentes concentraciones del filtrado

téxico procedente de la linea clonal 97104 del hongo P.

infestans.

- Determinar la respuesta de siete cyltivares de papa a



la aplicacién de diferentes concentraciones del

- filtrado toéxico de la linea clonal 97104 de P.

infestans.

El trabajo se planted bajo las hipdtesis siguientes:

- La Formacidén de callo difiere de acuerdo con el medio
nutritivo utilizado y el cultivar empleado.

- El crecimiento de los callos se afecta a medida
que la concentracién del filtrado téxico de P.
infestans es mayor.

- Los cultivares poseen diferente grado de tolerancia

al filtrado téxico del hongo en cuestidn.



REVISION DE LITERATURA

Todas las plantas superiores pueden sufrir enfermedades
causadas por diferentes tipo de ©patdgenos que pueden
transmitirse de una planta a otra. Los hongos a diferencia de
otros microorganismos patdgenos, presentan mayor variedad en
cuanto a forma, funcién y ciclo de vida. Se considera como
enfermedad cualquier alteracién de una o varias series
ordenadas de procesos fisioldégicos de utilizacidén de energia
que da por resultado la pérdida de la coordinacién de esta
utilizacién dentro del huésped. Como se establece con
frecuencia, el concepto incluye la alteracidén progresiva de
la actividad celular, que finalmente se manifiesta en forma

de cambios morfoldgicos llamados sintomas.

De acuerdo con Agrios (1989), la enfermedad de las
plantas puede definirse como cualquier alteracidédn ocasionada
por un agente patdgeno o un factor del medio ambiente que
afecta la sintesis, traslocacidén o utilizacidédn del alimento,
los nutrimentos minerales y el agua, en tal forma que la
planta afectada cambia de apariencia y tiene una produccidn

menor que una planta sana de la misma variedad.
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Los microorganismos patégénos causan enfermedades en
las plantas mediante: 1) el consumo de los contenidos de las
células del hospedero, con las que entran en contacto, 2) la
alteracién o la inhibicién del metabolismo de las células
hospederas debido a 1la secreciédn de toxinas, enzimas o
substancias reqguladoras del crecimiento, 3) el
debilitamiento del hospedero a <causa de la absorcidn
continua del alimento de sus células para su propio uso, VY
4) el blogqueo de la traslocacién de 1los nutrimentos

minerales, alimentos y agua, a través de los tejidos

conductores.

Para que el hongo dafie la planta se requiere que
éste penetre e infecte al hospedero, 1lo cual se logra
parcial o totalmente mediante una fuerza mecédnica que
ejercen algunos de ellos sobre la pared celular de 1las
plantas. Sin embargo, la penetraciédn de las barreras dque
ofrecen las plantas ante el ataque de los hongos y plantas
superiores parésitas, casi siempre se logra debido a que el
patdégeno secreta enzimas en el sitio de penetracidén, lo cual
da como resultado el ablandamiento o la disolucidn de esas
barreras por la accién enzimdtica para posteriormente
infectar a las plantas principalmente a través de 1la

secrecidn de compuestos quimicos que afectan a ciertos



componentes o mecanismos metabdlicos de sus hospederos

(Agrios, 1989).

De acuerdo al mismo autor, las principales
substancias que secretan los patdgenos en las plantas y que
al parecer participan en la aparicidén de una enfermedad, ya
sea directa o indirectamente, incluyen enzimas, reguladores
de crecimiento, polisacaridos y toxinas. En general las
enzimas que secretan los fitopatdgenos desintegran 1los
componentes estructurales de las células de su hospedero,
degradan las substancias nutritivas inertes de las células o
afectan directamente al protoplasto interfiriendo en sus
sistemas funcionales. Los reguladores del <crecimiento
ejercen un efecto hormonal sobre las células que aumenta o
disminuye su capacidad para dividirse y crecer, y es
probable que los polisacédridos sean importantes sélo en las
enfermedades vasculares, en las que interfieren pasivamente
con la translocacién y en un momento dado, pueden llegar a

ser toéxicos.

Generalidades sobre las Toxinas

De acuerdo a Dickinson (1987), el término toxina se



refiere a cualquier producto del patdgeno que es nocivo para
el hospedero y se restringe por lo general a compuestos de
bajo peso molecular que no atacan la integridad estructural
de los tejidos de la planta pero si afectan el metabolismo

de ésta en alguna otra forma méas sutil.

La caracteristica esencial de una toxina es due
actia directamente sobre los ©protoplastos vivos del
hospedero y ocasiona dafios considerables que incluso pueden
destruir a las células de una planta. Algunas de ellas
actian como venenos protoplédsmicos generales que afectan a
muchas especies de plantas representativas de distintas
familias; otras son téxicas solo para algunas especies. Sin
embargo las toxinas son substancias extremadamente venenosas
ain y cuando se encuentran a concentraciones muy bajas

(Graniti, 1972)

Agrios (1989) sefiala por su parte, que las toxinas
son substancias producidas por los microorganismos
fitopatbgenos que causan alteraciones en las reacciones
metabdlicas y producen una desorganizacidédn en los procesos
fisioldébgicos de las plantas. Las toxinas actuan directamente

sobre los protoplastos de su hospedero vy ocasionan danos
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considerables o incluso pueden destruir a las células de una
planta. Las toxinas dafian a las células hospederas al
afectar 1la permeabilidad de su membrana celular o al
inactivar o inhibir a las enzimas e interrumpir
posteriormente sus reacciones enzimdticas correspondientes.
Algunas toxinas actuian como antimetabolitos que propician la

deficiencia de un factor esencial para el desarrollo normal.

Con relacién a esto Strobel (1974) seflala que
Rhizopus spp. sintetiza &cido fumdrico en el mesocarpio de
ciertos frutos, el cual se transporta en forma de fumarato a
los sitios de accidén. Asi el fumarato se convierte en acido
tartdrico, el cual interfiere el <ciclo de Krebs. En
conclusién parece que el efecto primario de la toxina se
manifiesta en la membrana plasmdtica y los otros efectos

observados son secundarios al dafio de la membrana.

Pringie y Scheffer (1967) mencionan que entre los
efectos secundarios de las toxinas se encuentran: 1)
incremento en la respiracién, el cual se interpreta como
intervencién a través del sistema de oxidasas del acido

ascérbico y como posible desacople de procesos de oxidacidn

Y fosforilacién vy 2) inhibicién de sintesis de proteinas,
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de materiales orgénicos y pérdida de electrolitos.

Graniti (1972), sefiala ademds que, para ser
considerada como la causante de una enfermedad especifica,
una toxina debe reunir los requisitos siguientes: a) cuando
se aplica a una planta susceptible a bajas concentraciones,
producird todos o casi todos los sintomas caracteristicos de
la enfermedad, pero también puede ser que varias toxinas,
cada una cause diferentes sintomas de una misma enfermedad,
b) toxina vy patdégeno tendrédn similares efectos en el
hospedero y 1las plantas inmunes o altamente resistentes
serian poco afectadas por la toxina, c¢) la patogenicidad del
organismo estaria correlacionada con su capacidad para
producir la toxina (razas débilmente patogénicas produciran

menos toxina) .

Phytophthora infestans

El tizén tardio es una de las principales
enfermedades de la papa y el tomate sobre todo en regiones

humedas vy frescas. Ademds el hongo también ataca otras

especies de solanaceas. El tizén tardio de la papa con una
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drea de impacto potencial cercana a los tres millones de
hectdrea en 40 paises, se mantiene como la prioridad mé&s

alta en los proyectos de investigacidén del CIP (CIP, 1996).

Este patdédgeno ha causado dafios de consideracidén desde
1840, cuando el biotipo Al escapd de su tierra natal México y
atacé sin piedad a los cultivos de papa en Europa y Estados
Unidos de Norteamérica, pero fue en Irlanda en 1845, donde
el tizén tardio destruyd totalmente la cosecha de papa dque
era el alimento basico de la poblacién de ese pais y ocasiond
la tragica hambruna irlandesa. De Europa, el tizdén tardio se
dispersé por todo el mundo y en la actualidad es la

enfermedad més devastadora de este cultivo.

Antecedentes e Importancia de Phytophthora infestans

Lozoya (1996) sefiala que lo que ahora se conoce como
tizén tardio de la papa, se presentd en proporciones de
epifitia por primera vez en Bélgica a finales de junio de
1845. A mediados de julio se detectd en Holanda y Francia, un
mes después en la isla de Wight, en Inglaterra, y a finales

de agosto en todo el sur de la Gran Bretafia. Sin embargo, fue
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en Irlanda donde méas afectd, pues redujo a la mitad la
produccién de papa de ese afio y a la totalidad de la cosecha
al afio siguiente. Se estima que para finales de 1847 un
millén de personas habia muerto de hambre y enfermedades vy
otro tanto habia emigrado. Una vez iniciada la epifitia, el
‘gobierno inglés conmindé a los terratenientes a dar asistencia
a sus empleados, en vez de dejar la responsabilidad al
estado. Sucedié lo contrario, pues los terratenientes
capitalizaron la situacidén exportando la poca papa rescatable
y los precios, tanto del tubérculo como de los granos, se
duplicaron a finales de 1845. Los decesos por hambre vy
enfermedades, los asaltos y las rebeliones aumentaron
considerablemente de 1846 a 1849, lo mismo que las cocinas
publicas, orfanatorios y actos de caridad por organizaciones
religiosas internacionales. Se registraron migraciones de
250,000 personas en 1847, y 200,000 o més cada afio hasta
1852, primero a Inglaterra, vy posteriormente a Estados
Unidos, Canadd y Australia. Para 1850, lo peor habia pasado,
la poblacién se redujo en por lo menos tres millones de
habitantes (30 por ciento de 1la original), hubo reformas
tanto en la tenencia como en la administracién de la tierra y

se impulsdé a la ganaderia.
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Lo descrito anteriormente pone de manifiesto 1los
problemas tan graves que pueden ocasionar los patdgenos en
las plantas vy la atencién que estos merecen en el

mejoramiento genético.

Lozoya (1996) sefiala ademés, que a pesar de la larga
tradicién en el conocimiento de los hongos por 1los
Irlandeses, que data de principios del siglo XVIII, 1los
trabajos de Moore vy del Dublin Microscopical Club sobre
Phytophthora infestans a mediados del siglo pasado, no
repercutieron dada la creencia de la generaciédn espontanea y
de la ausencia del concepto de fitopatogenicidad de 1los
hongos. En 1los 1880°'s se enfocdé la atenciédn hacia el
mejoramiento genético para la obtencién de variedades
resistentes al tizén. Para este propdsito se distribuyd
semilla boténica a las escuelas de todo el pais, junto con
instrucciones para su uso y criterios de evaluacién. Asimismo
hubo premios para los estudiantes y maestros con las mejores

selecciones.

Sefiala también este mismo autor que a finales del
siglo pasado, el profesor Thomas Carroll, en el Condado de
Carlow, demoétré que la principal fuente de infeccidn del

tizén tardio al follaje y al tubérculo era por esporas
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dispersadas por el viento, y empezd a experimentar el control
quimico con caldo bordelés, con tal éxito que la aspersidn
foliar se adoptdé como rutina entre las practicas culturales
contra tizén de papa. A principios de 1900°s se avanzd en el
aislamiento, morfologia \% citologia de Phytophthora
infestans. G.H. Pethybridge observaron oosporas en cultivo in
vitro en 1913, con lo que se podria pensar en la presencia de
grupos de compatibilidad sexual en esos afios en Irlanda,
aunque no fue sino hasta en la década de 1950°s cuando se
identificé a las razas 0 y 4 como las unicas presentes en
aquel pais (actualmente se sabe de la presencia de las razas
1, 3, 4, 7, 10, y 11 y que la raza 2 con combinaciones es la
Ultima en presentarse cada afio). En el lapso de 1900 a 1930,
diferentes autores contribuyeron al conocimiento general,
epidemiologia, evaluacidén de materiales genéticos y control
de tizén. Las décadas de los 1930°s y 40 s se caracterizaron
por la poca investigacién en tizdn, que se enfocd
principalmente al control quimico con los nuevos fungicidas
organicos. La atencién se gird6 hacia otras patologias de la
papa, principalmente virosis y certificacién de semillas. En
la segunda mitad del presente siglo los estudios en tizdén han
sido intensos y diversos, empezando con la identidad de las
razas fisiolbdgicas del patdgeno en los 50°s y continuando con

la de los grupos de compatibilidad en los 90°s. Asi, el tipo
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A2 se encontrdé en un 35 por ciento de los muestreos en 1991,
bajando a 3 por ciento en 1994. Otros estudios incluyen
epidemiologia, nutricidn, fisiologia del hongo y del

hospedero, prediccién y control quimico.

Origen y Ecologia de Phytophthora infestans

Reddick (1932), Niederhauser (1986) vy Fernandez
(1985) indican que P. infestans es originario de México, ya
que en este pais se encuentra una poblacién de razas
altamente especializadas. Por su parte Mendoza y Pinto
(1985) indican que México es el unico lugar del mundo donde
se producen oosporas sexuales, por tal motivo, se presupone
que de aqui fue distribuido a otras partes del mundo. De
esta manera a México no solo se le conoce como la fuente
principal de germoplasma para la resistencia a tizén tardio,
sino que también es reconocido como la fuente unica de
material genético de P. infestans para el estudio de su
genética y de los mecanismos, tanto sexuales como asexuales,

responsables de su variabilidad.

Goodwin (1996) sefiala que tres tipos de evidencias

relativas al centro de origen de P. infestans (histoéricas,
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biolégicas y genéticas) fueroﬁ evaluadas con el objetivo
especifico de desmentir las aseveraciones de que este
patégeno se desarrolld en Sudamérica. No se encontraron
evidencias histéricas que indicaran la presencia del tizdn
tardio en Sudamérica antes de 1840. Muchas de las
descripciones histdéricas fueron también vagas para @ser
capaces de asociarlas con alguna enfermedad especifica. Las
evidencias bioldégicas consistieron en la diversidad de genes
de resistencia en especies Mexicanas silvestres Solanum (y su
ausencia en cualquier otra parte), en la alta virulencia de
los hongos en México, y el descubrimiento del tipo de
apareamiento A2 en México. Hubo cuatro lineas de evidencias
genéticas: 1) el pariente mas cercano de P. infestans, P.
mirabilis, es también endémico de México; ii) la mas alta
diversidad con marcadores moleculares ocurre en México; 1iii)
hasta muy recientemente las poblaciones en todos los otros
paises tuvieron s6lo una linea clonal de el patdgeno; y 1iv)
hubo subdivisién genética entre poblaciones en México. Todos
los tres tipos de evidencia apuntan claramente a México como
el centro de origen de P. infestans, y son suficientes para
desmentir la hipdtesis de que el centro de origen es

Sudamérica.
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‘Etiologia y Evolucidén de la Enfermedad

P. infestans es un oomiceto con micelio cenocitico,
que produce esporangioforos de crecimiento indeterminado. En
la punta de los esporangidéforos se forman esporangios en
forma de limén. Estos esporangios se desechan cuando maduran
Yy queda una pequefia hinchazén caracteristica en ese lugar.
Si los esporangios germinan entre 12 y 15°C, producen 38
zoosporas biflageladas. Las zoosporas nadan durante un
tiempo, luego se enquistan, absorben los flagelos y producen
un tubo germinativo. En temperaturas superiores a los 15°C
los esporangios producen un tubo germinativo y actuan como
conidios. Inverna como micelio en tubérculos infectados.
Cuando en la primavera germina el tubérculo, el patdgeno
invade los brotes y produce lesiones en la parte inferior
del tallo. Los esporangios que se forman sirven como indculo
primario y salen de la planta a través de los estomas de las
hojas y tallos. Los tubérculos infectados que pasan el
invierno en el suelo, o en almacenamiento son las fuentes de
inéculo primario. Los esporangios se diseminan por el agua
de lluvia y viento y cuando caen en hojas y tallos humedos
de papa germinan y  producen zoosporas o) germinan

directamente. El hongo esporula con humedad relativa de 100
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por ciento y temperatura de 16 a 22°C. Los esporangios
mueren en tres a seis horas en humedades relativas

inferiores al 80 por ciento (De la Garza, 1996).

Los esporangios germinan casi siempre por medio de
zoosporas a temperaturas menores a 12 o 15°C en tanto que
por arriba de los 15°C los esporangios germinan directamente
produciendo un tubo germinal. Cada uno de los esporangios
produce de tres a ocho zoosporas (o0 en ocasiones un numero
mayor), las cuales son diseminadas cuando se rompe la pared
esporangial a nivel de su papila. P. infestans requiere un
par de tipos de compatibilidad para reproducirse
sexualmente, y debido a que solo uno de ellos ocurre en la
mayoria de los paises, la fase sexual de este hongo rara vez
se ha observado. Sin embargo, en México y en otras &areas de
Centro y Sudamérica, ambos tipos de compatibilidad se
éncuentran ampliamente distribuidos y las oosporas del hongo
son muy comunes. Cuando los dos tipos de compatibilidad
crecen uno cerca del otro, la hifa femenina crece en
direccién al anteridio joven y forma un oogonio, el cual
después de fecundado por el anteridio se desarrolla en una
oosfera dura y de pared gruesa, las oosporas germinan por

medio de un tub o germinal, el cual produce un esporangio
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-aunque algunas veces forman directamente un micelio (De la

Garza, 1996).

Variacidén Patogénica

Segun Agrios (1989), variacién es la propiedad o
capacidad que tienen los organismos para cambiar sus
caracteristicas de generacidén en generacidn. Por su parte
McDonald (1989) dice que la cantidad de variacidén en las
poblaciones influye en su habilidad para altamente variables
son mas hébiles para adaptarse a condiciones cambiantes que
aquellas con poca variacién. Si la variacidédn en el patdgeno
les permite infectar una variedad considerada como resistente
a la cepa progenitora, el patdédgeno variante abatira la

resistencia de la variedad.

Umaerus, et al. (1983) mencionan que, de la capacidad
de variacién de la poblacidén, depende muy a menudo el éxito o

el fracaso de la mejora para resistencia a patdgenos.

Robertson (1991) por su parte sefiala, que se han
realizado multiples esfuerzos para entender las bases de la
variabilidad en P. infestans y el respaldo genético de tal

Variacién. Seflala también que, por si sola, la reproduccidn
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sexual normal no explica la gran variacidn de ese hongo.

Al respecto, Brasier (1992) menciona que especies de
Phytophthora manifiestan a menudo una amplia variacién en
muchos caracteres, dice también que el sistema genético en
este género presenta una amplia gama de mecanismos para la
expresién de variacidén, y segun McDonald (1989), la variacidn
en patogenicidad o virulencia no estidn necesariamente
correlacionadas con la cantidad de variacidén genética en el

genoma del patdgeno como un todo.

Gidding y Berg (1919) fueron los primeros que notaron
la variacién patogénica en P. infestans. En su trabajo se
inocularon plantas de papa y jitomate con cepas aisladas de
estas especies, con lo anterior encontraron que la cepa
proveniente de papa, a la que llamaron raza de papa fue
incapaz de afectar plantas de jitomate, mientras que la cepa

aislada de jitomate, atacd tanto a jitomate como a papa.

Aun después de haber notado ésta especializacidn con
respecto a papa y tomate, pasaron 13 afilos para due se
encontrara especializacién en papa exclusivamente. Asi,

Galindo y Romero ( 1958) mencionan que para 1932, Schick
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encontré por primera vez la presencia de razas fisioldgicas

en ese patdégeno en el cultivo de papa.

Black et al. (1953) propusieron un sistema
internacional de nomenclatura para los genes de resistencia
de la planta y las razas del hongo, en el que las razas son
denominadas con numeros de acuerdo al genotipo mas complejo
de la planta a la que es capaz de atacar, asi la raza que
solo puede infectar a plantas con genotipo r y Rl, se le
llama raza 1, si ataca a plantas con el gene R2 se le llamara
raza 2, a las razas que solo pueden infectar plantas que no

tienen genes R de resistencia, se les llama raza cero.

Con relacién a lo anterior Gallegly (1968) menciona
que el descubrimiento de razas fue posible solo hasta que
fueron identificados marcadores genéticos en la forma de
genes de resistencia. En el mismo sentido, Erwin et al.
(1963) sefialan que la aparicién universal de razas de P.
infestans, o al menos su deteccidén, no ocurridé hasta que los
genes de resistencia de Solanum demissum fueron transferidos

dentro de la papa comercial, Solanum tuberosum.

Son varios los mecanismos diferentes a la

reproduccién sexual, que se mencionan como responsables de la
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Yariacién. en P. Iinfestans; asi, se menciona a la mutacidn
(Gallegly y Eichenmuller, 1959, Mills y Peterson, 1952) y a

la recombinacién somatica

Estado Sexual de Phytophthora infestans

El primer reporte de oogonios con anteridios
anfigenos y oosporas en cultivo puro fue hecho por Clinton en

1911 (Smoot et al., 1958).

Fry et al. (1989) sefialan que la reproduccidén sexual
proporciona a este patdgeno dos ventajas bioldgicas
importantes: la formacidén de nuevas y mas virulentas razas a
través de la recombinacién genética que permiten al hongo
atacar un mayor numero de variedades de papa, y la produccidn
de oosporas incrementan la probabilidad de sobrevivencia del
hongo durante el invierno en regiones donde las condiciones
climaticas son adversas al desarrollo del patdgeno; asimismo,

el suelo puede servir como fuente de inoculo inicial.

Después de los reportes de Clinton, numerosos
investigadores realizaron trabajos buscando obtener las
oosporas de este hongo. Al respecto Galindo y Romero (1958)

mencionan que la formacién de oosporas siempre se caracterizd



24

_ por ocurrir en numeros muy reducidos y en forma ocasional e
inconsistente. Esto trajo como consecuencia la sospecha de
que P. infestans fuera méds bien un hongo heterotdlico, o sea
que requiere de la participacién de dos talos para dque la

reproduccién sexual se efectue.

Grupos de Compatibilidad

En este aspecto, Smoot et al. (1958) sefialan que de
las cruzas realizadas entre 105 aislamientos provenientes de
Estados wunidos, Canada, Europa Oriental, Sudéafrica y las
Indias Orientales, se produjeron pocas oosporas viables.
Posteriormente se incluyeron cuatro aislamientos de México
(26 M, 42 M, 43 M y 66 M), los cuales se cruzaron con los
105 aislamientos anteriores. De 1los resultados de estas
cruzas se encontré que existian dos grupos de apareamiento
sexualmente compatibles. Al cruzarse cualquier aislamiento de
un grupo con cualquiera del otro, se formaban oosporas con
anteridios anfigenos en gran abundancia y cuando se
realizaron cruzamientos entre los aislamientos de un mismo
grupo no se formaban oosporas en abundancia. Tres de los
cuatro aislamientos mexicanos, el 26 M, 42 M y 43 M formaron
un grupo de apareamiento, mientras que el aislamiento 66 M se

comportd como cualquiera de los 105 y conformaron otro grupo.



25
Con lo anterior fue evidente que los dos grupos de

compatibilidad estaban presentes solo en México.

Por su parte Gallegly y Galindo (1957, 1958), sefalan
ademds que a raiz de los reportes de Smoot en 1958, en México
se iniciaron trabajos para determinar las reacciones de
apareamiento de un gran numero de aislamientos, con el
propbésito de determinar si existian otros tipos de
apareamiento, en adicién a los dos ya descritos y también
para esclarecer si el estado sexual de P. infestans ocurria
en forma natural en México. De esta manera, al realizar
cruzas entre 95 aislamientos mexicanos, se encontrd que los
dos tipos de apareamiento se presentaban en México en una
relacién aproximada de 1:1. Otro hallazgo importante fue el
realizado en el Valle de Toluca donde sobre hojas de papa de
la variedad Katahdin, infectadas naturalmente,:- se encontraron
. oosporas, las cuales fueron semejantes en todos los aspectos

a las formadas en cultivo puro.

Aln y cuando se ha demostrado que P. infestans es
principalmente heterotdlico, algunos investigadores 1lo han
observado en forma ocasional como homotélico, tal es el caso
que reportan Graham y Romero (1958), quienes de 88

aislamientos encontraron 53 del grupo Al, 33 del A2 y 2 se
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comportaron como homotdlicos. Para descartar la posibilidad
de que las cepas homotdlicas se debieran a una mezcla de
talos de signo diferente, de una de las cepas, la n 53, se
realizaron 40 cultivos monozoospdricos y se les determind su
Jrupo de compatibilidad, asi 25 reaccionaron como A2, 3 como
Al y 12 se siguieron comportando como homotalicas. Se
continué el reanédlisis de  esta cepa hasta 1la tercera
Jeneracién y los resultados fueron similares, pero se notd
ademds que algunos cultivos del grupo A2 cambiaron a
nomotadlicos, mientras que los del grupo Al permanecieron

constantes en su reaccidn.

Reproduccién

El hongo P. infestans puede presentar el tipo de
reproduccidén tanto asexual como sexual. Se reproduce
asexualmente en forma indirecta por zoosporas, o)
directamente por los esporangios. Los esporangios pueden
germinar directamente mediante la produccién de un tubo
germinativo, o indirectamente produciendo un numero variable
de esporas, llamadas zoosporas cuando son flageladas vy
esporanéiosporas cuando no lo son. El1 tipo de germinacidn
esta considerablemente regulado por la temperatura. Las

temperaturas bajas favorecen la produccién de zoosporas; las
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-temperaturas méas altas, la produccién de wun tubo de
germinacién. La temperatura optima para la germinacidn
directa (mediante tubo de germinacidén) es de 24°C, en tanto
que para la germinacién indirecta es de 12°C. Las zoosporas
nadan en la pelicula de agua durante 15 minutos a alta
temperatura (24°C) y hasta 24 horas cuando la temperatura es
mas baja (12°C). Una vez que las zoosporas entran en reposo,
se enquistan y germinan, cada una mediante un tubo germinal.
El tubo germinal produce un apresorio, O6rgano hifal
aplanado, adherido a la superficie, a partir del cual se
forma una diminuta cufia de infeccidén que se clava y penetra
en la célula epidérmica del huésped (Pristou y Gallegly,

1954) .

Graham et al. (1959) reunieron 104 aislamientos o
cepas de P. Infestans provenientes de varias partes del
mundo, incluyendo cuatro de México, e hicieron todas las
combinaciones posibles, encontrando que tres de las cepas
mexicanas formaban oosporas con las cepas restantes por 1lo
que concluyeron que 12 infestans es una especie
heterotalica. A su vez Gallegly y Galindo (1957 y 1958a),
reafirman tal sugerencia mencionando que el hongo requiere
lineas sexuales diferentes, vy puesto que cada nucleo de

P.infestans ha heredado potencialidad para la formacidn de
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los dos sexos (oogonio y anteridio), es evidente que ésta
es controlada por factores de compatibilidad; denominandose
Al al cosmopolita y A2 al que solo ha sido hallado en
México. La reproduccién sexual tiene lugar por conjugaciédn
de anteridios y oogonios de tipo de apareamiento opuestos,
el anteridio en desarrollo es atravesado por el oogonio, que
Crece a través de él1l, llegando a formar una oospora, en caso
contrario puede continuar su ciclo asexual formando
esporangios en los tejidos afectados para 1luego liberar
zoosporas y continuar infectando plantas. Las oosporas
pueden servir como estructuras de resistencia que al ciclo
siguiente germinan e infectan tejido susceptible para
iniciar un nuevo ciclo (Ramirez y Romero, 1980; Alexopoulos

y Mims, 1985).

Se menciona que existe gran preocupacidén entre los
cientificos porque la nueva variante A2, representa un
problema de mayor grado e intensidad. Primero, es mas
agresiva porque causa epidemias més severas de la enfermedad
Yy en etapas més tempranas del cultivo (CIP, 1996). Segundo,
desarrolla resistencia al fungicida Metalaxyl con mas
facilidad. Tercero, las esporas que resultan de la
recombinacién sexual, llamadas oosporas, sobreviven en

estado latente en el suelo durante afios e incrementan los
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veles de indéculo. Esta caracteristica significa una
laptacién més rapida al ambiente y a las medidas de
mtrol. Las oosporas pueden infestar al suelo y prolongar
)r afios la permanencia del tizén tardio, considerando que
I persistencia de las oosporas puede ser desastrosa. En
larto lugar, algunas variantes del hongo pueden atacar papa

tomate al mismo tiempo, y esto dificulta aun mas el

mtrol.

:canismos de Defensa de las Plantas ante el Ataque de

wytophthora infestans

En general, las plantas contrarrestan el ataque de
)s patdgenos ya sea mediante caracteristicas estructurales
le actuian como barreras fisicas e impiden que el patdgeno
snetre y se propague en ellas, o por medio de reacciones
.oquimicas que tienen lugar en sus células y tejidos, los
lales producen substancias téxicas para el patdgeno o crean

»ndiciones que inhiben su desarrollo.

xfensas Estructurales

-De acuerdo a Agrios (1989), después de que el
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patdgeno ha penetrado las estructuras de defensa
preformadas, las plantas muestran varios grados de
resistencia que consisten en la formacién de uno o mas
tipos de estructuras que tienen cierta efectividad para
contrarrestar las invasiones posteriores de los patdgenos
sobre ellas. Algunas de las estructuras de defensa formadas
incluyen a los tejidos que impiden el avance del patdgeno,
otras comprenden las paredes de las células invadidas,
todavia otras incluyen al <citoplasma de 1las células
atacadas. Por ultimo, la muerte de las células invadidas
puede proteger a la planta de otras invasiones, por lo que
se le denomina al proceso reaccién necrdtica o de defensa
hipersensitiva. Este ultimo tipo de defensa es bastante
comin, y al parecer los tejidos necréticos aislan al
parasito obligado de las substancias vivas (de las que
depende por completo para nutrirse, crecer y propagarse),

" lo cual conduce a su inanicidén y muerte.
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Defensas Bioquimicas

Aun cuando las caracteristicas estructurales
proporcionan a las plantas varios grados de defensa contra
el ataque de los patdgenos, cada vez se hace mas evidente
que la resistencia de una planta al ataque de un patdgeno no
estriba tanto en las barreras estructurales sino en las
substancias que producen las células antes o después de
haberse producido la infeccién. Una vez que el hongo ha
superado las barreras estructurales de 1la planta, las
células y tejidos responden al dafio mediante una serie de
reacciones bioquimicas que tienden a aislar al agente causal
Y a sanar la zona afectada. Algunos de los agentes quimicos
producidos se hallan en concentraciones lo bastante altas
como para inhibir el desarrollo de la mayoria de los hongos.
Dichos agentes incluyen a la mayoria de los compuestos
fenélicos tales como los &cidos clorogénicos y cafeico, a
los productos de la oxidacidén de los compuestos fenéiicos y
las fitoalexinas, que en su mayoria también son compuestos
fenélicos. Con frecuencia se ha observado que ciertos
compuestos fendlicos que son tdéxicos para los patdgenos, se
producen y acumulan a un ritmo mucho mayor después de

haberse producido una infeccidén en una variedad resistente
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que en una susceptible. Entre los agentes quimicos
producidos por las plantas como defensa contra los patdgenos
Se encuentran: fitoalexinas, fenoles fungitbéxicos, formacidn
de substratos vy destoxificacién de las toxinas del
patégeno. En el uUltimo caso, las variedades resistentes
metabolizan con gran rapidez las toxinas de los hongos o las
combinan con otras substancias para formar compuestos no
téxicos. Se sabe que la destoxificacién de algunas toxinas,
como es el caso del &cido fuséarico, la piricularina, etc.,
es un fendémeno bastante comin en las plantas y que tiene una
importante funcién en la resistencia a la enfermedad. Con
frecuencia la cantidad de estos compuestos es proporcional a
la resistencia de la variedad vegetal a la enfermedad. Por
lo menos en algunas de las enfermedades en las que el
patdédgeno produce toxinas, la resistencia a la enfermedad es
la misma que la resistencia a las toxinas. Sin embargo, aun
no se ha dado una explicacidén satisfactoria acerca de 1la
resistencia a las toxinas. Las plantas resistentes y las no
hospederas no se ven afectadas por las toxinas especificas
que producen Helminthosporium, Periconia y Alternaria, pero
aun no se sabe si la accidén selectiva de esas toxinas
depende de la presencia de sitios receptores en las

variedades susceptibles (pero no en las resistentes), o de
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la destoxificacién de esas toxinas en las plantas

resistentes (Agrios, 1989).

Mejoramiento Genético

a) Antecedentes Sobre el Desarrollo de Variedades Resistentes

De acuerdo con la historia del cultivo, el uso de
variedades resistentes a la enfermedad se 1inicidé con la
seleccién de 1las plantas que sobrevivieron a la dgran
epifitia del siglo XIX, aunque el mejoramiento genético para
resistencia al tizén tardio se inicid propiamente a finales
de ese mismo siglo con la Dbusqueda de fuentes de
resistencia, sobre todo en especies silvestres de México y
algunos paises de Sudamérica (Umaerus et al., 1983). Este
gdsmo autor sefiala que el control de la enfermedad por medio
de la resistencia genética es una de las maneras mas

recomendables para hacer frente al dafio del patdgeno.

Robertson (1991) menciona que hay evidencia histodrica
que indican que después de la gran epifitia de tizdén tardio
en 1845, algunas variedades seleccionadas por los productores

fueron més resistentes al ataque del patdgeno que otras.
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En la década de 1920 se vio surgir el uso de genes de
resistencia de S. demissum como fuente para producir
variedades resistentes al tizén tardio. En 1925, se iniciaron
en Alemania ensayos de campo con las llamadas variedades “W”,
que fueron derivadas de S tuberosum y S. demissum, y tenian
un gene dominante para resistencia, el gene Rl. Las
variedades “W” se mostraron como inmunes al tizdén tardio y
para 1927 estas variedades se distribuyeron a mejoradores del
extranjero. Fue hasta inicios de los 30°'s cuando en Alemania
se liberaron diversos cultivares con el gene R1l, entonces
surgieron las razas de P. 1infestans dque vencieron la
resisfencia, dada por ese (gene. En Norteamérica, las
variedades con gene R1 fueron liberadas a inicios de los 50's
y estas permanecieron inmunes hasta que la raza 1 se hizo mas
comin y vencidé la resistencia de estas variedades, lo cual
comprendié un periodo de seis afios. Los genes R2 y R3 se
usaron poco después que el gene Rl y la historia se volvid a
repetir, las nuevas variedades con esos genes se comportaron
primero como inmunes, pero pronto aparecieron las razas dJue
vencieron la resistencia de estos genes (Van der Plank,

1968) .

Westie (1991) por su parte sefiala que en los arios

iniciales de mejoramiento genético de papa, alguna
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resistencia de <campo estuvo disponible, la cual fue
desarrollada de 1las plantas sobrevivientes de 1la gran

epifitia de mediados del siglo XIX.

De inicios de la década de los 20°s a inicios de los
70°s, el énfasis principal de la mayoria de los programas de
mejoramiento genético fue obtener inmunidad al hongo
Phytophthora infestans por medio del uso de los genes R. Pero
como menciona Jellis (1992), 1la falla de la resistencia
vertical para controlar la enfermedad permitié un renovado
interés en la resistencia horizontal. Al respecto
Niederhauser et al. (1954), mencionan que la experiencia de
campo en México ha mostrado repetidamente que la resistencia

vertical sola no es de mucho valor.

Por otra parte, segun Beukema y Van der Zaag (1990),
en los programas de mejoramiento, se ha puesto atencidn a
todas las caracteristicas, pero debe considerarse que la
variedad ideal todavia no ha sido encontrada y que todas las
variedades tienen ciertas debilidades. Es més realista
considerar buena adaptacién, rendimientos estables, aceptable
calidad y aceptables niveles de resistencia a enfermedades,

como el mejor criterio de seleccidn.
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Hodgson (1961) sefiala que la resistencia en papa al

tizén tardio generalmente es de dos tipos: una controlada por
genes dominantes los cuales son llamados genes mayores O
genes R y la otra gobernada por un sistema poligénico, la
cual es llamada de genes menores. Van der Plank (1966) le
llama al primer tipo resistencia vertical y al segundo

resistencia horizontal.

b) Resistencia Horizontal

Son muchos los nombres que se dan a los tipos de
resistencia y estos en muchos casos se usan como sindnimos.
Asi, a la resistencia horizontal también se le conoce como
resistencia general, resistencia de campo, resistencia
parcial, resistencia poligénica, resistencia de genes
menores, resistencia no especifica y resistencia multigénica
entre otros (Browing et al. 1979; Niederhauser et al. 1954;

Thurston, 1971 y Van der Plank, 1966 y 1982).

Todas las formas de resistencia en las dque se
excluye la reaccién de hipersensibilidad, puede considerarse
como resistencia de campo o poligénica. Esto puede explicarse
como un complejo, debido a caracteristicas morfoldgicas y/o

fisiolbébgicas de la planta que permiten mayor grado de
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tolerancia a 1la infeccidn, y que confieren resistencia a

todas las razas (Hodson, 1962).

Black (1954) sefiala que la resistencia de campo esta
controlada por una serie de genes menores, los cuales
determinan el grado de susceptibilidad en las variedades vy
la extensidén de la necrosis en forma inmune de campo. La
resistencia de campo confiere proteccidén parcial contra todas

las razas especializadas del parésito.

Por otra parte, Graham (1962) estudio la
heredabilidad de la resistencia general en Solanum verrucosum
y concluyé que la resistencia fue heredada en una base
cuantitativa que puede ser gobernada por una serie de genes

menores.

La resistencia horizontal es estable a largo plazo;
algunos cultivares comerciales europeos, como Alpha, Vran,
Epoca y algunas norteamericanas como Arenaca, Emmot,
Kennebec, Saco, Marrimac, Sebago, etc., han mostrado cierto
nivel de resistencia que ha persistido mé&s o menos constante

por un periodo de casi 60 afios (Niederhauser, 1986).
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Diversos autores, entre ellos Niederhauser \%
Cervantes (1956), reportan que las especies silvestres de
México poseen un elevado nivel de resistencia horizontal, 1lo
cual les ha permitido sobrevivir por miles de aflos a pesar de
estar expuestas al ataque de un gran complejo de razas de P.
infestans, razbén por la cual en todas las partes del mundo
donde se realizan trabajos de mejoramiento en papa, estan
interesados por el germoplasma mexicano como fuente de

resistencia.

c) Resistencia Vertical

A la resistencia vertical se le llama resistencia
especifica, resistencia de genes mayores, resistencia
hipersensitiva, resistencia monogénica, resistencia racial y
resistencia de genes R, entre otros (Niederhauser et al.,

1954 y Singh, 1986).

La resistencia vertical retrasa el 1inicio de una
epidemia. Su accién es reducir la cantidad efectiva del
inéculo inicial con el cual inicia la epidemia (Van der
Plank, 1968). Esta resistencia es controlada por genes
dominantes llamados R; a la fecha se conocen 12 de ellos, los

que causan una reaccién hipersensitiva en los tejidos de la
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- planta (Henfling, 1987), aun cuando la reaccioén
hipersensitiva no es una caracteristica general de esta

resistencia (Van der Plank, 1978).

La resistencia vertical o monogénica estd dirigida
contra razas especificas del patdégeno y se debe a la
condicidén hipersensitiva del protoplasma, originada por la
presencia de genes mayores. La reaccidn de las plantas con
genes dominantes hacia las razas para las cuales son
resistentes, es una pequefia mancha necrética la cual ha sido
llamada reaccién de hipersensibilidad. La principal
diferencia entre resistencia y susceptibilidad, parece ser la
reaccién y la velocidad de la célula susceptible a la hifa
invasora del patdgeno. En variedades resistentes el patdgeno
puede penetrar la pared celular, pero tan pronto como el
haustorio hace contacto con el protoplasma de 1la célula
huésped, el nicleo de esta se desplaza hacia el sitio de
penetracién y en poco tiempo se desintegra y aparecen en el
citoplasma grénulos pardos, primero en torno al patdgeno,
después por todo el citoplasma, simultaneamente ocurre un
engrosamiento de la pared celular. Conforme aumenta la
coloracién café del citoplasma de la célula hospedera éste se
torna denso y se inicia la necrosis celular, las hifas

invasoras se degeneran paulatinamente y al mismo tiempo sus
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>leos se desintegran y forman una masa homogénea. En la
yoria de 105 casos las hifas no sobrepasan esta fase y se
tiene la infeccidén. La hipersensibilidad, en el caso del
zébn, ha sido atribuida a la infiltracidén de las células
sceptibles por compuestos fenblicos o) fitoalexinas

iederhauser et al., 1956)

Niederhauser et al. (1954) concluyeron que la
sistencia especifica del tizdén tardio no provee suficiente
oteccién en ambientes mexicanos. Es notorio que la
sistencia determinada por genes R en las variedades de
pa, es vencida por nuevas razas del hongo, por lo que en la
tualidad casi todo el mejoramiento genético esta basado
bre la resistencia general, que depende de un mayor numero

factores ofrece més estabilidad de las variedades y menos

ligro de perdidas sorpresa.

) Antecedentes Sobre 1la Respuesta de 1los Cultivares

a Phytophthora infestans en condiciones de campo

Niederhauser (1986) sefiala que el cultivar Alpha y
ros cultivares europeos, han mostrado buen nivel de

sistencia horizontal que ha persistido mas o menos
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constante por un periodo de 60 afios; sin embargo Mufiiz
(1998), reporta que este cultivar junto con Atlantic, se
comporta como uno de los mas susceptibles en la regidn papera

de Coahuila y Nuevo Leédn.

A este respecto, Niederhauser (1986) sefiala que la
causa de variacién en los niveles de resistencia mostrada por
los materiales con resistencia horizontal es la influencia de
los factores ambientales en la expresién de este tipo de
resistencia, y pone como ejemplo la variedad Atzimba que en
climas calidos, como en Costa Rica, no ha mostrado la
resistencia esperada, en cambio bajo otras condiciones

muestra niveles altos de resistencia.

Mufiiz (1998) sefiala que el cultivar Nortena ha
presentado altos niveles de resistencia en evaluaciones
regionales, pero que en la localidad de Buenavista, Coahuila,
sufrié infeccién en etapas tardias del cultivo. Se puede
pensar que fue afectada por una raza compleja que aparece
tarde en el ciclo y la cual debe tener baja frecuencia, pero
por ejemplos vividos con otras variedades, en otros paises,
se puede esperar que de incrementarse la superficie sembrada

con este material, se incremente la frecuencia de la raza que

UAAAN

12180



42
lo afecta, por lo que en un periodo corto de tiempo, esta

variedad puede volverse mas susceptible a la enfermedad.

Flores y Cadena (1997), por su parte, reportan dque
en pruebas realizadas bajo condiciones naturales en el Valle
de Toluca, el cultivar Nortefia se comportd como uno de los
cultivares con mayor tolerancia, y no sucedidé lo mismo con

el cultivar Alpha que fue uno de los dos mas susceptibles.

Van Hoogan (1989), por su parte, sefiala que las
variedades europeas formadas para condiciones de dias largos
(15 a 16 h) y para temperaturas generalmente templadas (15 a
25°C), maduran en forma méds temprana en condiciones de dias
mas cortos y son mas sensibles al ataque de Phytophthora
infestans. Bajo condiciones de Holanda, la variedad Alpha y
Gigant se comportan Ccomo cultivares medianamente
susceptibles a tizdén de la hoja y poco sensibles a la del
tubérculo. El cultivar Mondial se comporta como susceptible

a tizén de la hoja y poco sensible a la del tubérculo.

Con relacién a lo anterior, Niederhauser (1954)
seflala que en 1948 se probd la resistencia de diversas
variedades desarrolladas en E.U. Estas variedades fueron

probadas en el Valle de México, donde rapidamente fueron
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severamente atacadas y después murieron. En 1949 y 1951
fueron probadas otras variedades, sucediendo lo mismo del
caso anterior. En 1952 se probaron 143 clones que tenian los
gene Rl y R2 y se habian reportado resistentes en ensayos
realizados en EU pero cuando fueron plantados en el Valle de
Toluca las plantas desarrollaron tizén y la mayoria murieron.
En esta prueba se observd variacidén en susceptibilidad y 1los
clones mAs resistentes se seleccionaron para ensayos
posteriores. En 1953 cerca de 4,000 lineas fueron probadas en
Toluca, estas lineas se habian comportado como resistentes en
EU. Solo seis semanas después de plantadaé, el 94 por ciento
de estas lineas estaban seriamente afectadas por tizén o
muertas. De estos materiales se seleccionaron aquellos que

mostraron resistencia para estudios posteriores.

e) Pruebas de Evaluacidén de Resistencia in vivo e in vitro

Las pruebas para evaluar la resistencia de genotipos
de papa a Phytophthora infestans pueden ser realizadas a
través de dos métodos: a) in vivo y b)in vitro. Las pruebas
in vivo pueden realizarse en condiciones naturales (de campo)
0 en laboratorio, para lo cual se utilizan plantas completas

0 parte de ellas, y las pruebas 1in vitro pueden involucrar
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toxinas o filtrados téxicos, mismos que pueden ser aplicados

en: callos, células en suspensidén y protoplastos.

Evaluacidén in vivo

En la evaluacidén in vivo, se debe tomar en cuenta que
hay un nuimero de mecanismos a través de los cuales es posible
controlar el nivel de infeccién en inoculaciones en
invernadero. Algunos de ellos se refieren al ajuste de
temperatura, humedad, edad de la planta, concentracidén del
inéculo y uniformidad en la aplicacién. En el campo, sin
embargo, el mejorador depende de las condiciones naturales y
seria muy afortunado obtener registros de un nivel de
infeccién uniforme vy Optimo. Los registros de campo son
muchas veces confundidos por la presencia de mualtiples
enfermedades y desarrollo irregular de las plantas. Es por lo
tanto imperativo que las ©pruebas de enfermedades sean
conducidas bajo condiciones de inoculacidén controlada. En el
caso de tamizar un gran numero de lineas de germoplasma,
seria deseable cribarlas bajo condiciones de campo, Yy dque
solo las promisorias fueran evaluadas bajo condiciones

controladas de invernadero (Andrus, 1953).
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Seguin Beukema y Van der Zaag (1990), eé muy complejo

valorar la resistencia a tizén tardio bajo condiciones de
campo debido entre otras cosas a que el nivel de resistencia
varia en diferentes estados de desarrollo de 1la planta o
madurez. El ataque del tizén tiene lugar solo cuando las
condiciones ambientales son favorables y el indculo esté
presente. Como la resistencia de campo estd ligada a la
madurez, es esencial no solo registrar el ataque del tizén
sino también el estado de madurez de las variedades
involucradas. Por otra parte el efecto de la longitud del dia
sobre la madurez también afecta la susceptibilidad de esas
variedades al tizdén tardio (condiciones de dia corto afectan
la susceptibilidad) . Para determinar diferencias en
resistencia, las observaciones deben realizarse en forma
frecuente. Cuando el tizén tardio es valorado en pruebas de
campo en areas donde no hay la certeza de que las condiciones
sean favorables para el desarrollo del hongo, deben tomarse
medidas apropiadas (tales como riego por aspersidn,
prevencién de las fuentes de infeccidn, inoculacidédn en el

campo) .

De acuerdo con Singh (1986), para hacer la prueba de
resistencia basada en  hipersensibilidad o resistencia

vertical se pueden inocular hojas de plantas de Solanum
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tuberosum con zoosporas del hongo y llevarlas a una camara
himeda a 18°C por 24 h. Las hojas son colocadas en cajas
petri y una gota de la suspensidén de zoosporas es colocada
bajo la superficie de cada hoja. Las manchas necréticas
aparecen usualmente al tercer dia de la inoculacidén. La
resistencia de campo puede ser valorada en pruebas de campo
después de la aparicién de los primeros sintomas de la
enfermedad. Si se usan cuatro repeticiones, pueden ser
valoradas 1000 hojas por cultivar (5 foliolos por hoja x 5
hojas por tallo x 10 tallos por parcela x 4 repeticiones por
cultivar). El1 numero de foliolos destruido es expresado como
porcentaje del total. Es necesario hacer observaciones
semanales para darle seguimiento al desarrollo de la

enfermedad.

Por otra parte, Hodgson (1961), sefiala que la
resistencia de campo puede ser evaluada en el laboratorio o
por pruebas con peroxidasa. La valoracién en laboratorio de
resistencia de <campo es realizada en discos de hoja
inoculadas con una gota de suspensién de zoosporas. Los
discos inoculados son dejados sobre papel filtro humedo a
15°C y valoradas después de una semana. Las hojas para tales
evaluaciones son tomadas de plantas de dos meses de edad vy

colectadas en la tercera parte superior de la planta. Con
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esta prueba se ha encontrado una buena correlacién entre los
resultados en el campo y el laboratorio. La prueba de
peroxidasa estd basada en la relacidén de la actividad de 1la
peroxidasa en hojas y la resistencia de campo de la papa al
tizén tardio Sakai y Toriyama (1964) han mostrado una buena
correlacidén entre la actividad de -estas enzimas vy la

resistencia en estado adulto pero es incierto en estados

jévenes.

Singh (1986) sefiala que la seleccidén para resistencia
para algunos patdgenos puede ser llevada en ausencia del
mismo. Esto es, por el uso de toxinas producidas por 1los
patdégenos que matan los tejidos de la planta hospedera. Las
toxinas han sido usadas para seleccién de mutantes de avena
resistentes a Drechslera victorieae; en cafia de azucar
resistente a D. sacchari y de maiz resistente a D. maydis,
raza T. La variedad Victoria y sus derivados son susceptibles
al tizén Victoria D. victorieae. La toxina producida por el
hongo es llamada Victorin. Es altamente especifica para matar
semilla en germinacién de avena Victoria. La concentracidén de
la toxina letal para las plantas de la variedad Victoria no
tiene efecto en plantas de variedades de avena resistentes a
D. victoriae. El procedimiento de seleccidén usado en la

variedad Victoria es uno de los méas eficientes para detectar
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mutantes. En 1956 Konzak las usd para seleccidén de pléntulas
resistentes provenientes de semillas expuestas a rayos X. Las
semillas cosechadas de plantas individuales M;, fueron
enrolladas en toallas de papel humedo, llevadas a germinar en
una camara humeda por alrededor de dos dias, después fueron
asperjadas con solucidédn de toxinas diluidas. Después del
tratamiento con toxinas, las semillas fueron 1llevadas para
continuar su germinacién por otros 3 o 4 dias de 75° a B80°F.
Los rollos fueron abiertos y los mutantes resistentes
transferidos a suelo. Las toxinas mataron las raices de las
plantas sensibles, pero las raices de aquellos individuos

resistentes no fueron afectadas.

Schertz y Tai (1969) seleccionaron plantulas de sorgo
para resistencia a la enfermedad causada por Pericornia
circinata. Ellos sumergieron raices de pléantulas en cultivo
de filtrados de P. circinata por cuatro dias. Las plantulas
sobrevivientes fueron transplantadas y autopolinizadas y su

progenie fue probada. Una de diez probaron ser mutantes.

Dutrecqg (1977) desarrolldé una técnica para probar la
inhibicién de la germinacién de semilla de cebada por cultivo
de filtrados de D. sativa. Las semillas fueron remojadas por

24 h en la preparacién tdxica y después colocadas por 48 h en
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2na humeda. Se encontré una relacién cuasilinear entre
rminacién de la semilla y concentraciones tdxicas. Este
acto téxico fue marcadamente afectado por el pH del cultivo

filtrados, siendo el maximo pH de 2.0.

aluacidn in vitro

Singh (1986) sefiala que los programas de mejoramiento
dsico y no convencional se realizan sobre la variacién
esente en la poblacién seguida por 1la seleccidn de
dividuos deseables. Las fuentes primarias de variacidn
nética son mutacién y recombinacién. La recombinacidn es
tinariamente explotada en el mejoramiento y recientemente

sido dirigido mucho trabajo para incrementar el nivel de
tacién en plantas superiores. El1 problema en el nivel
lular no es de induccién, sino de seleccidén. Sin embargo,
cientemente ha sido mostrado que la mutacién puede ser
leccionada en plantas superiores a nivel celular. Las
cnicas de seleccién a nivel celular consisten en el
ecimiento de las células que pueden o no ser tratadas con
tdgenos en un medio que contiene una substancia téxica en
a concentracién que normalmente inhibe el crecimiento
rmal de todas las células. Las células que proliferan en

1 medio pueden ser consideradas presumiblemente Como
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mutaciones. Las células que proliferaron pueden ser
rediferenciadas a plantas, y la planta completa puede mostrar
el fenotipo mutante. Sin embargo, algunos de los reportes
publicados sugirieron que no hay relacién entre la reaccidn
de la planta contra patdégenos en el cultivo de tejidos y la
reaccién del mismo genotipo como planta y viceversa. Keen vy
Horsch (1972), basados en su trabajo «con Phytophthora
megasperma, advirtieron contra el uso no natural para
seleccién en el de sistema hueped-patdégeno. La ventaja de
ésta técnica es que permite la seleccidédn de un gran numero de
células tratadas con mutdgenos en méas de 10° en caja petri,
mientras una gran cantidad de plantas en campo es requerida
para seleccionar 10° plantas diploides. Este enfoque puede
ser usado para cualquier enfermedad de plantas,
proporcionando la toxina producida por el patdgeno, o un
compuesto relacionado a la toxina que ha sido identificado y
puede ser usado directamente como el agente selectivo. Para
la aplicacién de ésta técnica pueden ser utilizados: callos,

células en suspensién o también protoplastos.

El tipo primario de crecimiento que uno usualmente
encuentra en el cultivo de tejidos de plantas en un medio
sintético es el callo. Para promover la formacidén de callos,

el explante de un tejido es asépticamente removido de la
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planta y colocado en un medio que contiene las substancias
promotoras necesarias. El resultado del crecimiento puede
consistir de un solo tipo de células, o generalmente de
varios tipos de células. Después de que el <callo es
establecido, usualmente es transferido del medio sélido a
medio liquido para el establecimiento de un cultivo en
suspensién de células. Alternativamente, el explante original
puede ser colocado en medio liquido para obtener un cultivo
en suspensién y muy pequefios grupos de células. E1 cultivo en
suspensién puede ser filtrado para obtener células simples y
grupos de pocas células en el filtrado. Los clones de células
simples pueden ser aislados por suspensidén de células simples
en una gota de medio liquido o por aspersién de ellas en

medio con agar en cajas petri (Singh, 1986).

Con relacién a lo anterior, Bajaj y Saettler (1970)
observaron que cultivos de callos de frijol (Phaseoulus
vulgaris cv. Manitou) mostraron respuesta en crecimiento
reciente cuando se cultivaron en filtrado de toxina de
huésped-especifico a partir de 1la Dbacteria Pseudomonas
Phaseolicola. Hubo inhibicién en el crecimiento en un 77 por
ciento; sin embargo, algunas células aisladas mostraron
tolerancia diferencial a las toxinas del filtrado. En maiz,

el polen proveniente de plantas sensibles o resistentes puede
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ser seleccionado contra patotoxinas de Drechslera maydis. E1
pblen proveniente de las plantas resistentes germindé al nivel
de la toxina a la que se inhibidé la germinacién del polen
proveniente de las plantas susceptibles (Laughnan y Gabay
1973). Se demostrd también la existencia de diferente
respuesta de protoplastos aislados a partir de plantas
resistentes y susceptibles de maiz a la toxina de la raza T
producida por D. maydis (Pelcher et al., 1975). Fue
demostrado ademéas que callos provenientes de plantas
susceptibles (esterilidad masculina) mostraron sensibilidad a
la toxina T en el medio, mientras que callos de 1lineas
celulares resistentes resultaron en la regeneracién de

plantas completas las cuales fueron resistentes a D. maydis.

La relacién entre la reaccidén de protoplastos o
callos y la reaccidén de los mismos genotipos como plantas
completas puede ser muy estrecha cuando 1los compuestos
toxicos responsables de la virulencia es usado para detectar

protoplastos sensibles (Singh, 1986).

Singh (1986) sefiala que el mejoramiento de plantas de
propagacién vegetativa usando técnicas de seleccidn in vitro,
el cultivo de embriones, callos, anteras, células somaticas o

protoplastos, abrié nuevas oportunidades para la seleccidn de
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individuos los <cuales son resistentes o tolerantes a
enfermedades de plantas ya que La seleccidén para resistencia
para algunos patdégenos puede ser llevada en su ausencia. Las
plantas regeneradas a partir del cultivo de células, son
frecuentemente diferentes para una o mas caracteristicas de

sus progenitores de los cuales fueron derivadas.

Singh (1986) sefiala ademds, que las ventajas mas
importantes del cultivo de células en el mejoramiento son: a)
control de los efectos del clima y ambiente natural, lo cual
hace més facil medir pequefias diferencias cuantitativas en
resistencia poligenicamente heredadas; b) habilidad para
manejar gran numero de individuos en un pequefio lugar; y c)
la facilidad para trabajar con microsporas y haploides, 1lo
cual permite detectar caracteristicas recesivas y caracteres

aditivos dentro de poblaciones relativamente pequefas.

Estas ventajas combinadas aceleran la produccidén de
nuevas variedades. Sin embargo, las técnicas no
convencionales nunca pueden remplazar totalmente o ser usadas
independientemente del mejoramiento clasico, pero pueden ser
usadas en forma complementaria en los procesos de

mejoramiento (Wenzel 1984).
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Existen algunos problemas mayores que. confronta el
mejorador de plantas que desea utilizar la seleccidén a nivel
de cultivo de células para el mejoramiento de cultivos.
Primeramente, no todos los cultivos regeneran plantas
rapidamente. Algunas veces, esta dificultad puede ser
superada utilizando cultivo de embriones, pero en general, la
regeneracién de plantas completas a partir de cultivo de
tejidos de cereales no se realiza en forma réapida cuando son
utilizados pequefios agregados de células y protoplastos
(Bhojwani et al., 1977; King et al., 1978). Por lo tanto se
requiere mayor trabajo basico para desarrollar técnicas
simples para la regeneracidén de pléntulas a gran escala. En
segundo lugar, no siempre puede ser predicho con cierto grado
de certeza que las caracteristicas seleccionadas a nivel de
células o callos sean expresadas en el total de las plantas
regeneradas a partir de ellas y que estas caracteristicas

sean transmitidas a la siguiente generacidn.

En cuanto a los protoplastos, Cocking (1972) sefiala
que son una porcién de las células que permanecen después de
que la pared celular ha sido removida por medios enzimaticos

o fisicos.
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Por otra parte Carlson (1973) ha discutido las razones

ara usar protoplastos en experimentos genéticos. Estos
acluyen: a) el potencial para obtener una gran poblacidn
omogénea de células de composicidédn genética conocida a
artir de una sola planta, b) la ausencia de pared celular
ermite a los protoplastos fusionarse con otro, c) es posible
a siembra mas eficiente que con células intactas, y d)
xiste la posibilidad de regenerar plantas completas a partir

e un solo protoplasto.

Protoplastos derivados de callos de tabaco fueron
eleccionados por su resistencia a toxinas de Pseudomonas
yringae cv. Tabaci y de Alternaria alternata. Un dran
orcentaje de plantas obtenidas a partir de callos del
egundo ciclo de seleccién fueron resistentes a la infeccidn
or estos patbégenos y se encontrd variacidn en las
aracteristicas morfoldgicas de 1las plantas regeneradas.
esultados de la generacién R; indican que la resistencia
ostrada por plantas Ry contra ambas enfermedades es
eredable. Mecanismos de resistencia heredados
uantitativamente de Phytophthora parasitica var. Nicotianae,
ueron expresados en cultivo de callos de tabaco en un
istema de cultivo in vitro huésped-patbégeno que puede ser

til en seleccionar lineas de tabaco para resistencia a P.
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parasitica (Singh, 1986).

Induccién de Callos y Variacién Somaclonal

Induccién de Callo

El cultivo de callos se refiere a la proliferaciédn
de células en forma desorganizada de las cuales se pueden
transferir pequefias porciones para due continute la
proliferacién en medios sélidos o liquidos. La organizacidn
de estos <callos vya sea hacia la organogénesis o la
embriogénesis, producird un numero ilimitado de plantas que
pueden ser diferentes entre si, fendmeno conocido como
variacidén somaclonal. Esta variacién somaclonal dgque se
presenta en el cultivo de tejidos, es una opcidén adicional
que puede ser utilizada en el mejoramiento de plantas, vy
puede ser lograda a través del cultivo de callos, células en

suspensibén y cultivo de protoplastos.

En particular el cultivo de callos se utiliza en
mejoramiento genético para aprovechar la variacién
somaclonal, ya que cuando las células vegetales se cultivan a
partir de una fase callosa desorganizada, las plantas que se

regeneran después, pueden exhibir varios caracteres
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fenotipicos distintos a los del material original, (Lindsey y
Jones, 1989). Un ejemplo muy notable de variacidén somaclonal
e inestabilidad genética se puede ver en el cultivar de
papa‘“Russet Burbank” y el cultivar Bintje. En este aspecto,
el material inicial tiene un efecto importante, y se ha
observado que las especies poliploides presentan
anormalidades cromosémicas con mas frecuencia que 1los

diploides (Pierik, 1990)

En un tiempo, estas variantes se descartaban por
considerarse como “artefactos”. Sin embargo recientemente se
ha acumulado informacién para apoyar el hecho de que estas
variantes, producto de la clonacién (somaclonas) no son del
todo indeseables y hoy en dia se ha visto que puede ser una
técnica para obtener plantas resistentes a condiciones
adversas como un grado elevado de salinidad, la presencia de
toxinas, la alta concentracidén de metales pesados y otras

(Villalobos, 1985).

Al respecto, Pierik (1990) sefiala que para iniciar
la formacién de callos de un explante se recomienda el
suministro de reguladores exb6genos. Las exigencias de

reguladores exdégenos, dependen en gran medida del genotipo y

BANCO DE TESIS
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de su contenido de reguladores enddgenos. Estas necesidades
en principio pueden ser: solo auxinas, solo citocininas o

auxinas y citocininas.

Por su parte, Devlin (1980) seflala que las auxinas
en altas concentraciones suprimen la morfogénesis y dan por
resultado la rapida proliferaciédn de células tipo callo. En
general, las auxinas son los reguladores de crecimiento mas
usados en la iniciacién y mantenimiento del cultivo de
callos, en concentraciones que generalmente oscilan de 0.1 a

10 mg/1.

Con relacién a lo anterior, Po-jen Wang y Ching-yeh
Hu (1985), reportan que para la formacidén de callo en papa,
el 2,4-D (2mg/l) solo o combinado con AIA (3.2 mg/l) vy

kinetina (1.0 mg/l) fueron eficientes para inducir callo.

Aloni (1980), por su parte, agrega que los efectos
sinergéticos de los reguladores de crecimiento pueden ser
modificados por factores tales como los constituyentes del
medio (azucar, vitaminas, aminoéacidos, etc.), y las

condiciones fisicas (iluminacidén, consistencia del medio),



59

aunque siempre se manifiesta como factor dominante el

balance de los reguladores de crecimiento.

Quraishi et al (1987) mencionan que la iniciacidén de
calogénesis con subsecuente organogénesis in vitro de varios
explantes depende mucho de 1la fisiologia del tubérculo
semilla, vya que la fisiologia del tubérculo de papa
acondicionada determina el grado de calogénesis, por lo que
juega un papel importante la edad y la temperatura de

conservacién.

En cuanto al crecimiento de los callos relativamente
indiferenciados, puede cuantificarse de distintas maneras,
pero normalmente se expresa como incremento del peso fresco,
incremento del peso seco o del numero de células en un

intervalo de tiempo (Lindsey y Jones, 1989).

Dodds y Roberts (1990) concluyen que la medida de
peso seco de un callo proporciona un aceptable estimador de
la actividad biosintética de un cultivar; ademas en pesos
frescos abajo de 500 mg la relacidén entre peso fresco y peso

seco es aproximadamente lineal.
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Por lo que respecta a variables de tipo cualitativo,
Lindsey vy Jones (1989) mencionan gue en condiciones
nutritivas y hormonales adecuadas, la morfologia del callo
Puede describirse cono friable o compacta. Al respecto,
Barba (1994) sefiala que los <callos varian segun la
apariencia externa, textura y composicidén celular, indicando
que algunos callos son masas celulares compactas y duras,
con células intimamente unidas, mientras otras forman
tejidos esponjosos con una gran cantidad de espacios
intercelulares que varian en coloracién aun los derivados de

la misma especie.

Seguin Haberlach et al. (1978), la reaccién de los
callos también depende de la composicién del medio y de las
temperaturas de crecimiento, condiciones que afectan la

morfologia de los callos.

Variacidédn Somaclonal

La tendencia que ha prevalecido hasta ahora en el
fitomejoramiento es la de producir variedades de elevada
productividad, pero que requieren gran cantidad de insumos

agricolas; por ejemplo fertilizacién y empleo exhaustivo de
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pesticidas. Con el uso de herramientas biotecnoldégicas, como
lo es la seleccién de nuevos genotipo a nivel celular asi
como aumentando la gama de cruzas amplias, se pueden generar
variedades disefiadas para producir bajo condiciones adversas
tanto de clima como de suelos que puedan tolerar mejor la
amenaza de enfermedades y plagas. Esto significa que con
este tipo de variedades se podra ampliar el numero de
tierras cultivables y reducir la cantidad de plagicidas
quimicos que en muchos de los casos representan un serio
problema de contaminacién ambiental y un fuerte gasto que no
pueden enfrentar los pequefios productores en el Tercer

Mundo.

La variacidén somaclonal puede ser una estrategia muy
promisoria para mejoramiento genético ya que puede
Simplificar dos etapas del proceso de mejoramiento de
plantas: la induccidén de nueva variacidén y la seleccidn en
una poblacién grande. E1l cultivo de tejidos revela un método
efectivo para incrementar la variacidén genética y su
utilizacién juega un papel aun mé&s importante para especies
poliploides y de reproduccidén vegetativa (Foroughi-Wehr et

al. 1986).

‘A la variacién somaclonal se le ha conocido como la
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liversidad detectada entre plantas regeneradas provenientes
le cualquier técnica de cultivo de <células y tejidos

regetales in vitro (Larkin y Scrowcroft, 1981)

Al respecto, Shepard et al. (1980) consideran dque es
nas facil mejorar por seleccidén una variedad ya probada a
2rear una nueva, y es aqui donde puede encontrarse el mayor
>otencial de esta técnica. Aunque la variacidén clonal puede
ser una fuente muy importante de diversidad genética para
aumentar la heterocigocidad de las plantas cultivadas en
Cruzas con otras variedades, las mutantes seleccionadas son
variantes naturales de cultivares agrondémicos superiores
que, tras pruebas de campo para determinar la estabilidad
genética de las nuevas caracteristicas, pueden ser empleadas
de inmediato reduciendo mucho el tiempo requerido en el
mejoramiento tradicional. Tal es el caso de la variedad
Russet Burbank, que es un valioso cultivar de papa pero que
no puede ser cruzado debido a su esterilidad. De 1700
somaclones regenerados de protoplastos de esta variedad vy
evaluadas respecto a varias caracteristicas morfoldgicas
durante los periodos de siembra, se seleccionaron 65 a los
que se analizaron 35 caracteres. En todos ellos se

encontraron diferencias significativas en 22 de 1los 35
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caracteres y cada somaclon difirié de los padres en cuando
nmenos una caracteristica; una de las plantas diferia de la
planta madre en por lo menos 17 caracteres. Aproximadamente
20 por <ciento de las somaclonas mostraron una mayor
resistencia al tizén tardio producido por P. infestans dque
fue transmitida a generaciones subsecuentes. También se
recuperaron varias somaclonas con resistencia al tizdn
temprano producido por el hongo Alternaria solani. La
variabilidad natural asociada con el cultivo de tejidos
representa una fuente sobre la cual la presién de seleccidn

puede ser impuesta para aislar clones.

Se ha sefialado que la variacién somaclonal parece
ser tanto el resultado de la variacidédn genética preexistente
en el explante, como de la variacién inducida durante la

fase de cultivo de tejidos (Evans et al. 1984)

De este modo parece haber dos tipos de variacidn
somaclonal: la heredable y 1la epigenética. La variacidn
heredable es estable a través del ciclo sexual o de
propagacién asexual repetida; la variacidén epigenética puede
ser inestable aun en propagacién sexual. La variacidn

somaclonal involucra genes simples o multiples y puede ser
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ida a alteraciones en las bases del ADN, de genes, de
nosomas o de un grupo de cromosomas completo (Evans et

1984) .

Uno de los principales beneficios de la variacidn
aclonal en los programas de mejoramiento genético, es la
encién de variacién genética en cultivares
onémicamente utiles, lo cual se ha obtenido
dicionalmente recurriendo a la hibridacién (Hall et al.,
6; Heath-Pagliuso et al., 1989; Hanson et al., 1994; vy

S et al. 1994).

Lépez (1995) sefiala que la variacién somaclonal fue
puesta por Novak en 1984 como un sistema nuevo de
oramiento genético de ajo (Allium sativum L.),
1sSiderando que el ajo es una planta apomictica obligada
1 ninguna posibilidad de mejoramiento genético via
combinacién sexual. De acuerdo a este autor, Novak obtuvo
euploides y poliploides a partir del cultivo de callos
ntenidos por un periodo de tiempo prolongado, y también se
servaron variaciones fenotipicas en 40 por ciento de las
antas regeneradas. La variacién somaclonal también fue

tudiada * en tomate (Licopersicon esculentum L.) para
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establecer su base genética y evaluarlo con la finalidad de

mejoramiento genético. De las plantas regeneradas obtenidas
se determiné variacién en el numero de cromosomas, varias
mutaciones puntuales con una alta frecuencia y también

mutaciones a nivel del ADN de cloroplastos.

La mayoria de las investigaciones sobre este toépico
se han efectuado con individuos élite o clones con potencial
conocido como cultivares o 1lineas mejorédas. La variacidn
observada en cada material puede resultar de varias fuentes
incluyendo la induccién de la expresidn de genes presentes
en el genoma pero que han sido suprimidos en algin estado
del desarrollo. Por ejemplo, se aisld un somaclon de cafia de
azlicar con resistencia a la mancha del ojo. Este caracter
fue estable por diez afios de propagacidén asexual, pero se
perdidé recientemente, lo cual sugiere que puede haber sido
debido a una resistencia de naturaleza epigenética o a la

aparicién de una cepa resistente del hongo (Smith y Drew,

1990) .

Es factible wusar la variacidén somaclonal en el

mejoramiento genético de plantas y serd muy util para
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incorporar nuevas caracteristicas a una variedad o para

ncdificar las que ésta tiene. De hecho, la variabilidad

genética inherente al somacultivo permite mejorar
significativamente el valor agrondédmico de wuna especie
cultivada. Hasta hoy, la variacidén somaclonal ha sido un
proceso al azar, pero serd de mayor utilidad cuando se pueda
controlar y dirigirla a metas especificas. El desarrollo de
protocolos de regeneracidén para especies recalcitrantes
facilitard el acceso a variaciones naturales e inducidas

(Lépez, 1995).

Seguin Lépez (1995), la combinacidén de la variacidn
somaclonal y la seleccién in vitro ofrecen potencialmente
una ruta muy poderosa para el mejoramiento genético de
plantas, vya que un gran numero de posibles variantes
celulares pueden ser tamizadas en relativamente poco tiempo
con escasos recursos. Es sabido que los mecanismos de la
variacién somaclonal operan aparentemente a nivel de un gen
individual, por lo que los caracteres que son de herencia
simple pueden ser més faciles de manipular que aquellos
complejos como el rendimiento y otros, que se considera son

de herencia poligénica.
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La seleccién in vitro se ha aplicado para
iracteristicas importantes para la agricultura Ccomo
Olerancia a herbicidas (Swanson y Tomas, 1983; Chaleff vy
ay, 1984; Baillie et al., 1983); a enfermedades (Shepard et
1., 1980; Behnke, 1980; Larkin y Scowcroft, 1981;
acristan, 1982; Hartman et al., 1984) ; a factores
mbientales adversos como sales (Dix y Street, 1975; Smith y
c Comb, 1983; Tal, 1990, Watad et al., 1991; Saranga et
1., 1992) a déficit hidrico; Sumaryati et al., 1992); a
emperatura (Van Swaij et al., 1986; Trolinder y Shang,
991; y a deficiencias de minerales y toxicidad (Smith vy

rew, 1990).

Dentro del cultivo de tejidos vegetales, el cultivo
le callo, células aisladas, protoplastos y su éubsecuente
lesarrollo en plantas completas ofrece la posibilidad de
.eleccionar mutantes bioquimicas con caracteristicas de
nterés tanto para el fitomejoramiento como para la
nvestigacién de los procesos subcelulares fundamentales. La
rentaja de este sistema radica en la posibilidad de
westrear millones de células cultivadas in vitro, de manera
)arecida a como se hace con las Dbacterias, y recuperar
‘enotipos especiales que no se presentan en las plantas

rompletas. E1 proceso es tan simple como hacer crecer
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células en suspensién o sembrarlas en medio semisdlido en

presencia del agente selectivo vy subcultivar las colonias

hasta obtener 1lineas que <crezcan normalmente en él.
Caracteristicas tales como: la tolerancia a herbicidas,
tolerancia a las enfermedades o el estrés se pueden detectar
con relativa facilidad aplicando la presién de seleccidn
adecuada. De esta manera se han obtenido lineas tolerantes a
salinidad, elevada resistentes a toxinas o filtrados de
hongos que heredan estas caracteristicas. Las 1lineas
seleccionadas, con una determinada caracteristica, se
denominan variantes hasta que se establece la naturaleza del
cambio fenotipico. Si es heredable se clasifica como una
mutacién y si es inestable como un cambio epigenético

(Lépez, 1995).

Seleccidn in wvitro de Lineas Tolerantes a Toxinas Yy

Filtrados Téxicos

Wheeler y Luke (1955) usaron primero fitotoxinas en
mejoramiento para resistencia y sefialan que la correlacidn de
resistencia a un parasito y la resistencia a sus toxinas es

un prerequisito para el uso de fitotoxinas.
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Posteriormente Byther y Steiner (1972) y Matern et

al. (1978) probaron esta correlaciédn con algunos hongos.
Strobel (1973) demostrd el mecanismo molecular de la
susceptibilidad o resistencia a Helminthosporium sacchari.
El demostrdé que este mecanismo depende de la conexidn de la
toxina Helmintosporoside al plasmalema; aunque Payne y Yoder
(1978) no pudieron encontrar una correlacién entre
resistencia a Helminthosporium maydis Yy resistencia a su

toxina.

Una estrategia que puede producir organismos
resistentes a algunas de las muchas enfermedades causadas
por hongos 'y bacterias que sufren las plantas, es
seleccionar lineas tolerantes a las toxinas producidas por
el parédsito. Aunque todavia son pocas las toxinas aisladas y
debidamente caracterizadas, es posible emplear también

métodos indirectos o filtrados de cultivos de patdgenos.

Carlson (1973) demostrd que las células vegetales vy
los protoplastos pueden ser seleccionados en cultivo por su
resistencia a la toxina de un patdgeno, y que ha partir de
estas células se pueden regenerar plantas que ofrecen una

respuesta diferente a la infeccidén por el patdgeno.
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Al respecto, Singh (1986) sefiala que diversos
westigadores han demostrado que las mutaciones pueden ser
:leccionadas en plantas superiores en el nivel celular. La
icnica selectiva consiste en cultivar células que pueden o
> ser tratadas con mutégenos en un medio gque contiene una
lbstancia téxica que normalmente inhibe el crecimiento de
as células. ©Las células gue proliferen en tal medio
resumiblemente seran consideradas como mutantes y pueden
er rediferenciadas en plantas que pueden mostrar tal

enotipo mutante.

Carlson (1973) obtuvo mediante la seleccidén de
ineas resistentes a la metionina sulfoximina, plantas de
.abaco resistentes a la infeccién por Pseudomonas tabacli que
ransmiten esta propiedad <como un caracter sencillo

iemidominante.

Behnke (1980) obtuvo callos en hojas de papa
‘esistentes al filtrado téxico del hongo Fusarium oxysporum,
7 sefiala que la preservacidén de resistencia al filtrado
:6xico de este hongo, aun después de la regeneracidén y
sequnda induccién de callo, es causada por mutacidén y no por
.a actividad alterada del gene y que, probablemente, 1los

callos seleccionados son una mezcla de células resistentes y
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susceptibles, y algunas plantas regeneradas de ellos pueden

ser quimeras.

En maiz, el polen de plantas sensibles o resistentes
puede ser tamizado contra la patotoxina de Drechslera
maydis. El1 polen de las plantas resistentes germina en
niveles de la toxina que inhiben la germinacién del polen de
plantas susceptibles (Laughnan y Gabay 1973). Por su parte,
Pelcher et al. (1975), reportd respuesta diferencial de
protoplastos aislados de plantas resistentes y susceptibles
de maiz a la toxina de la raza T producida por D. maydis.
Fue demostrado ademds que los callos de plantas susceptibles
(con esterilidad masculina) mostraron sensibilidad al medio
con la toxina T., VY los callos de 1lineas celulares
resistentes dieron como resultado la regeneracidén de

plantas completas también resistentes a D. maydis.

Daub (1986), sefiala algunas especies donde se han

utilizado toxinas de hongos para hacer seleccidén in vitro.

Especie vegetal Resistencia contra

Brassica napus Phomona lingam

Solanum tuberosum Fusarium oxysporum
Phytophthora infestans

Zea mays Cochliobolus heterostrophus
Helminthosporium maydis cepa
T.

Saccharum officinale Helminthosporium sacchari

Drechslera sacchari
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El cultivo con filtrados toéxicos también es
utilizado para la seleccidén in vitro. Es conocido que hongos
del genero Fusarium producen metabolitos secundarios dque
causan fitotoxicidad, pero su papel en la patogénesis

todavia no es muy claro (Hartman et al., 1984).

Aunque este método no asegura que las. plantas
regeneradas a partir de callos resistentes sean también
resistentes al patdégeno, ha sido efectivo para varios
sistemas planta-parédsito (Gengenbach et al., 1978; Ling et

al., 1985. y Hartman et al., 1984).

Diversos investigadores, entre ellos Hartman et al.
(1984) y Arcioni et al. (1987), utilizaron esta técnica en la
seleccién de callos de alfalfa para resistencia al filtrado
de Fusarium oxysporum f. sp. Medicaginis, y obtuvieron callos
resistentes a dicho patdgeno. Las Plantas regeneradas a
partir de ellos tuvieron un aumento en su resistencia a la

infeccién in vivo del hongo en cuestidn.

Gengenbach et al. (1978), por su parte reportan
plantas resistentes a Helmintosporium empleando la toxina T

del hongo como agente de seleccidn.
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Con relacidén a lo anterior, Bajaj y Saettler (1970)
observaron que los callos de Phaseolus vulgaris cv. Manitou,
mostraron diferente respuesta de crecimiento cuando se
cultivaron en filtrados téxicos de Pseudomonas phaseolicola.
Hubo inhibicién en el crecimiento al 77 por ciento; sin
embargo, algunas células recuperaron su crecimiento,

mostrando tolerancia diferencial al filtrado toéxico.

Por su parte, Sanabria (1977) usé el filtrado téxico
del cultivo de Alternaria cartami, conteniendo el metabolito
téxico especifico y el propio patdgeno en plantas de céartamo
en laboratorio e invernadero, para evaluar la resistencia de
las variedades a la mancha de la. hoja, reportando que la
substancia téxica afecta la respiracién y disminuye la
sobrevivencia en las plantas, por lo que reportaron que el

método es muy eficiente.

Salinas (1979) evalud la resistencia de variedades de
tomate (Lycopersicum esculentum) a Alternaria solani,
empleando el filtrado téxico de este hongo, encontrando
también que es factible el uso de metabolitos tdéxicos para

seleccidédn de variedades resistentes.
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Trapaga (1980) también coincide con el empleo del
filtrado téxico para evaluar la resistencia en trigo. De esta
forma evaludé de 12 materiales de trigo a Fusarium culmorum,
reportando que con la aplicacién de los filtrados téxicos es

factible evaluar resistencia en materiales genéticos.

Binarova et al. (1990) sefialan que al utilizar una
suspensién celular altamente embriogénica de alfalfa derivada
a partir de un genotipo sensible a Fusarium oxysporum, para
seleccibén in vitro para resistencia al cultivo de filtrados
de F. oxysporum, F. solani y F. avenaceum, regeneraron
plantas a partir de lineas celulares resistentes al filtrado
del patdégeno; en contraste a la respuesta del grupo de
plantas regeneradas a partir de lineas celulares testigo.
Encontraron también que los genotipos de alfalfa derivados
del cultivo de suspensiones celulares y con mayor resistencia
a Fusarium spp. toleraron mejor los filtrados del patdgeno.
Los resultados de una comparacién de virulencia de varias
especies de Fusarium con plantas in vivo y con individuos
sometidos a la toxicidad de sus filtrados en cultivos

celulares fueron similares.

Sacristdn (1982) reporta que pueden ser regeneradas

plantas resistentes y plantas con reducida susceptibilidad
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ontra el patbégeno Phomona lingam a partir de callos
eleccionados y cultivos embriogénicos de colza haploide.
demés, algunas plantas regeneradas con tolerancia
ncrementada fueron obtenidas de callos sin seleccionar. Las
ruebas de resistencia en las plantas regeneradas fueron
ealizadas por inoculacién de la planta total en el
nvernadero, reproduciendo tanto como fue posible los
ecanismos de infecciédn, los cuales tienen lugar bajo
ondiciones naturales. Resultados preliminares en
‘esistencia de la progenie de regenerantes susceptibles y
olerantes parecen indicar que la resistencia adquirida es

le naturaleza genética.

Binarova et al. (1990) reporta también una posible
‘elacién entre el grado de virulencia de un aislado dado de
'usarium spp. y el grado de toxicidad de su filtrado, tanto
)‘ara plantas in vivo como para células cultivadas in vitro.
yin embargo los resultados encontrados con el aislado 162 de

oxysporum son contradictorios (exhibiendo baja virulencia
)ero alta toxicidad del filtrado). Por su parte Manka vy
‘helkowski (1985) encontraron una respuesta similar en
)ruebas en plantas, donde la mds baja virulencia de un hongo
10 siempre es acompafiada por un mas bajo nivel de la

:oxicidad de su filtrado. El nivel de conocimiento del papel
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de esas toxinas en la patogénesis vy las otras bases
fisiolégicas y bioquimicas de la interaccién de Fusarium con
las plantas es todavia limitado. Similarmente, en 1los
experimentos de Arcioni et al. (1987) los callos derivados de
material resistente de M. sativa fueron capaces de crecer en
mds altas concentraciones de toxinas que los callos

provenientes de material sensible.

Daub (1986) sefiala que en la seleccidén para filtrado
del patdgeno, se deben seleccionar tantas lineas celulares
como sea posible, ya que muchas de ellas pueden haber sido
seleccionadas para resistencia a otros componentes de la
toxina supuesta, pero si son generadas suficientes, algunas

pueden llevar la resistencia deseada.

Con relacién a lo anterior, Behnke (1980b) y Sacristan
(1982), sefialan que la seleccidn para resistencia al filtrado
téxico de Phytophthora infestans y Phomona Ilingam puede
producir plantas resistentes, aunque no es conocido
exactamente que toxinas estén presentes en los filtrados o
que papel juegan en la patogénesis. Esta respuesta también se
presenta en los filtrados de Fusarium Spp . usados
exitosamente en la seleccién de cultivo de callos de alfalfa

(Arcioni- et al., 1987; Hartman et al., 1984).
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Arcioni et al. (1987), selecciond callos resistentes

a Fusarium oxysporum f. medicaginis obtenidos de dos lineas
de Medicago sativa, caracterizadas por una alta capacidad de
regeneracién. En esos callos la capacidad de regeneracidn
fue reducida y solo una planta por callo fue recuperada. Las
plantas regeneradas se evaluaron para resistencia al cultivo
de filtrado y para resistencia in vivo al patdgeno. Tres
plantas de ocho fueron resistentes al hongo y se observd una
alta correlacidén entre resistencia al cultivo del filtrado y
resistencia in vivo. La capacidad de los callos que se
originaron a partir de plantas regeneradas después de la
seleccidén para crecer en presencia del filtrado es un
indicador de que la seleccidén inducida fue probablemente de

naturaleza genética.

En otros trabajos realizados por Hartman et al
(1983) en que wutilizaron cultivos de filtrado téxico
conteniendo compuestos téxicos producidos 1in vitro por
Fusarium oxysporum, para seleccionar 1lineas celulares
resistentes \% plantas regeneradas que en pruebas
preliminares parecen ser resistentes, se regeneraron un
total de nueve lineas clonales, de 1las cuales dos fueron

hexaploides vy siete octaploides. Tres de los clones
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resistentes regenerados fueron probados contra el patbdgeno y

se mostraron resistentes.

En el aspecto citoldgico, Alicchino et al (1984),
realizaron estudios en pléantulas regeneradas a partir de
callos derivados de explantes de hoja de Solanum melongena
(dos genotipos parentales y su hibrido). Los anélisis
citoldédgicos mostraron que: a) todas las plantas regeneradas
mostraron diferentes niveles de ploidia, b) el medio téxico
(medio basal con el filtrado téxico de Verticillum dahliae)
adicionado, fue capaz de evidenciar diferencias cariotipicas
no mostradas entre genotipos de plantas regeneradas a
partir de callos <crecidos en el medio testigo, c)
aparecieron mosaicos cromosomales persistentes hasta la
madurez de las plantas y también en la progenie
autofecundada. Los resultados son discutidos en términos de
un proceso selectivo que involucra genes que controlan el
numero de cromosomas y/o un efecto directo del medio tdéxico
sobre la actividad de esos mismos genes. Hay un acuerdo
general en que la inestabilidad citologica del cultivo de
callos se manifiesta en el numero de cromosomas en las
plantulas regeneradas. Muchos autores han encontrado dque
los cambios en el nivel de ploidia tienen efectos deletéreos

tales que evitan la regeneracién de plantas (Torrey 1967;
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Murashige y Nakano 1965, 1967) y actualmente solo plantas

diploides han sido regeneradas en muchas especies.

Sobre esta base se puede suponer que es recomendable
el uso de estas técnicas in vitro para seleccidén temprana en
el mejoramiento genético tradicional y para seleccidn de

genotipos resistentes (Buiatti et al., 1985).

Toxinas y Filtrado Téxico en la Seleccidén in vitro para

Resistencia a Phytophthora infestans

Stolle y Schober (1982) menciona por su parte que en
pruebas de resistencia, la toxina de P. infestans dand
Unicamente las hojas de Solanum tuberosum y no de otras
solandceas o plantas representativas de otras familias. E1
efecto del dafio de la toxina estad por lo tanto, restringido

a Solanum tuberosum.

En un estudio posterior, Stolle y Schober (19895),
purificaron por ultrafiltracién la toxina secretada por P.
infestans en cultivo liquido y su efecto fue examinado en
pruebas con hojas, resultando necrosis y marchitamiento en

tres dias, asi como una dréstica reduccién de peso de hojas



80
nuevas, contenido de clorofila y muerte de la hoja completa

después de cinco dias.

Por su parte Wenzel et al. (1984) reportan dgque se
obtuvieron plantas resistentes a P. infestans a partir de
callos crecidos en la presencia de filtrados de P.
infestans, las cuales permanecieron libres de infeccidn por

otros patdégenos por dos anos.

Helgeson (1983) reportd que callos friables son
altamente susceptibles a todas las razas de P. infestans.
Sin embargo, cuando la proporcién de auxinas-citocininas es
ajustada para producir callos compactos, se puede obtener

resistencia a una raza especifica.

Behnke (1980a) por su parte regenerd plantas de papa a
partir de callos, resistentes al filtrado de cultivo de P.
Infestans. El reporta la resistencia de las plantas al
filtrado del cultivo de P. infestans. En esta prueba obtuvo
15 plantas testigo regeneradas de 8 callos sin seleccionar.
Todos los callos se originaron de hojas de diferentes clones
diploides de S. tuberosum. Las hojas de plantas regeneradas

de callos resistentes exhibieron mé&s resistencia al filtrado
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que las hojas de las plantas testigo. Concluye que tres
factores determinan la resistencia general a P. infestans:
la eficiencia de la infecciédn, el crecimiento del hongo, y

la esporulacién del paréasito.

Behnke (1979), en otro estudio reporta que la resistencia
a la toxina del hongo estd correlacionada con la resistencia
al parédsito y que debido a que el més bajo crecimiento del
hongo esta correlacionado con la resistencia a su cultivo de
filtrado, 1la seleccién de callo puede ser una técnica
apropiada para mejoramiento de plantas con resistencia
general a P. infestans. Menciona ademads que el crecimiento en
el medio téxico depende del tamafio de los callos y que las
toxinas probablemente son transportadas muy pobremente en los
callos. En estos trabajos Behnke utilizé callos de 1 mm de
didmetro. Menciona que pudo haber ocurrido mutacidén antes de
la seleccién. Por lo tanto, es posible que algunos de los
callos son seleccionados de los mismos eventos de mutacidén y
que no pierden su resistencia si son mantenidos por cuatro o
seis semanas en medio no téxico. Los callos crecieron en
todos los medios téxicos a pesar del patotipo utilizado en la
preparacién del medio téxico. También menciona que los callos
seleccionados pudieran ser una mezcla de células resistentes

y sensibles. Debido a que se desconoce si la regeneracidédn en
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callos inicia de una célula o de numerosas células, pudiera
ser asumido que las plantas resistentes a toxinas son
quimeras consistentes de una mezcla de células sensibles vy
resistentes, pero alguna evidencia de que las plantas
regeneradas no son dguimeras es la observacidén de que sus
hojas reaccionaron uniformemente al medio téxico. En su
estudio este investigador concluye que como el més bajo
crecimiento del hongo esta correlacionado con resistencia a
su filtrado, la seleccidén de callos puede ser una técnica
apropiada para mejoramiento de plantas con resistencia
general a P. infestans. Menciona ademds que esta  técnica
de seleccibn puede ser combinada con otros métodos de

mejoramiento de clones resistentes.

Behnke (1979) fue de los primeros en realizar
experimentos en filtrados téxicos, seleccionando callos de
tres clones diploides de papa en un medio conteniendo
extractos del filtrado del medio usado para cultivar
Phytophthora infestans. Los callos que sobrevivieron en el
medio conteniendo el compuesto téxico fueron transferidos al
menos cinco veces en medios tdéxicos idénticos antes de dque
fuera inducida la regeneracidén. Sus primeras pruebas para
resistencia en plantas completas fueron realizadas en clones

regenerados de callos sobrevivientes vy cultivados en el
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invernadero. Los callos fueron resistentes a las cuatro cepas
de P. infestans usadas en estos experimentos y la resistencia
no fue perdida a través de las generaciones y la induccidén de
nuevos callos. Después de la inoculacidén mecénica de las
hojas de las plantas regeneradas con esporas de P.infestans,
el didmetro de la lesidén local fue significativamente menor
comparado con las plantas testigo no seleccionadas. E1
nimero de esporangios que subsecuentemente se formaron en
las lesiones locales no difiriéd entre las plantas
resistentes, sugiriendo que la tasa de infeccidn pero no
esporulacién en la tasa de crecimiento del hongo fue
retardada. Este investigador menciona que esta resistencia
no fue de un gene especifico de la raza y que fue

probablemente cuantitativo en naturaleza.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos de la Universidad Autdénoma Agraria Antonio Narro

y comprende cuatro etapas:

Etapa 1) Induccién de callo a partir de cuatro cultivares
de papa

Etapa 2) Manejo del hongo P. infestans y preparacién
del filtrado téxico

Etapa 3) Evaluacidén 1in vitro de callos de papa a la
aplicacién de diferentes concentraciones de
filtrado téxico de P. infestans.

Etapa 4) Respuesta de siete cultivares de papa a diferentes

concentraciones del filtrado téxico.
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Etapa 1: Induccién de Callo a Partir de Cuatro Cultivares de

papa

Material Genético Utilizado

Para la realizacidén de esta prueba se utilizaron
tubérculos de los cultivares: Alpha, Nortefia, Clon AN-1 vy
Mondial.

Los tubérculos de estos cultivares variaron en su
periodo de almacenamiento, peso y consistencia al momento de
ser sembrados en los diversos medios nutritivos. Los
tubérculos de 1la variedad Alpha se almacenaron por dos
meses, tuvieron un peso promedio de 100 g y su consistencia
fue buena. La variedad Nortefia se almacend por dos afios, los
tubérculos pesaron en promedio pesdé 56 g y también tuvieron
buena consistencia. Los del clon AN-1 tuvieron cinco meses
de almacenamiento, pesaron en promedio 121 g y su
consistencia se considero como muy buena . Finalmente, los
tubérculos del cultivar Mondial tuvieron un periodo de
almacenamiento de dos afios, peso de 50 g y su consistencia
fue media. Todos estos materiales tuvieron buena sanidad y
fueron conservados a temperatura ambiente en un almacén

acondicionado para este fin.
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Medios Nutritivos para Induccidédn de Callo

Los medios nutritivos gque se evaluaron para la
induccién de callo se presentan en le Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Medios nutritivos para la induccién de callos.

Medio nutritivo Identificacién del medio
Engvild (1973) M&N M1
Murashige & Skoog (1962) M2
Stantz & Steward (1959B) M3
Lam (1975) M4

La formulacidén de estos medios se tomd de George et
al. (1987) y se presentan en el Cuadro 3.2. Los medios
nutritivos se prepararon con agua desionizada, el pH se
ajustd con NaOH y HC1l al 1 y 0.1N y se esterilizaron a una

temperatura de 121°C por espacio de 18 minutos.

Establecimiento de la Prueba

Los tubérculos utilizados como fuente de explante se
lavaron en agua corriente y detergente, posteriormente se
procedié a su desinfeccidén en la campana de flujo laminar,
para lo cual fueron colocados en alcohol al 70 por ciento
por espacio de 30 segundos, se dejaron secar por 15 minutos
\Y% posteriormente se colocaron en hipoclorito de

sodio al 5 por ciento méds dos gotas de Tween 20 por un
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espacio de 10 minutos, finalmente se enjuagaron en agua
estéril por tres ocasiones. Una vez desinfectado el material
vegetativo y en condiciones de asepsia se procedid a
eliminar la cuticula de 1los tubérculos con un bisturi.
Posteriormente se extrajeron cilindros de tejido con un
sacabocados de 6 mm de diametro, eliminando 5 mm de los
extremos del cilindro; después se hicieron cortes de discos
de tubérculo de aproximadamente 3 mm. Cada uno de los discos
fue colocado en una caja petri con papel filtro estéril para
eliminar el exceso de agua y finalmente se colocaron tres
discos en cada frasco tipo gerber con 25 ml de medio

nutritivo.

Una vez hecha 1la siembra los frascos fueron
colocados en el cuarto de incubacién a una temperatura de
25°C por un espacio de seis semanas y en condiciones de

oscuridad.

Analisis Estadistico

Para este estudio se utilizdé el disefio de bloques
completos al azar con arreglo factorial y cinco

repeticiones, donde el factor A correspondidé a los
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cultivares y el factor B a los medios de cultivo. El modelo

estadistico fue el siguiente:

Yijk = L+ al + Bi + ((XB)”* giik

Con:
i=1, 2, 3, 4 cultivares
3 =1, 2, 3, 4 medios nutritivos
k=1, 2, 3, 4, 5 repeticiones
Donde:

Y:; = Variable aleatoria observable del i- ésimo

cultivar con el Jj-ésimo medio nutritivo en la

k-ésima repeticiédn.

Media general

-
I

o; = Efecto del i-ésimo cultivar

B; = Efecto del j-ésimo medio nutritivo

ofi; = Efecto de la interaccién del i-ésimo cultivar

en el j-ésimo medio de cultivo

€i5x = Error experimental
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Cuadro 3.2. Composicién de los medios nutritivos utilizados para
la induccién de callo (mg/l).

Constituyentes M1 M2 M3 M4

Macronutrientes

KNO, 1,900.000 1,900.000 80.000 1,900.000

NH;3NO;3 1,650.000 1,650.000 1,650.000

CaCl,.2H,0 440.000 440.000 440.000

MgS0,7H,0 370.000 370.000 360.000 370.000

Ca (NO3) ,4H,0 170.000 170.000 170.000

KC1l 65.000

NastO,;. 2H20 61.500

Na,so, 200.000

Micronutrientes

MnSO,.4H,0 22.300 22.300 6.648 22.300

ZnS04. 7H,0 8.600 8.600 2.672 8.600

H3BO; 6.200 6.200 1.500 6.200

KI 0.083 0.830 0.750 0.830

CuS0,. 5H,0 0.025 0.025 0.025

Na,MoQ,.2H,0 0.250 0.250 0.250

CoCl,6H,0 0.025 0.025 0.025

FesSO,.7H,0 27.850 27.850 27.850

Na,EDTA. 2H,0 37.250 37.250 37.250

Fe(SO4)3 2.000

Vitaminas

Myo-inositol 100.000 100.000 100.000

Thiamina HCl 0.500 0.500 0.100 0.500

Ac. Nicotinico 5.000 5.000 0.500 5.000

Piridoxina HC1l 0.500 0.500 0.100 0.500

Biotina 0.050 0.050 0.050

Ac. Félico 0.500 0.500 0.500

Reguladores de

crecimiento

2,4-D 2.000 6.000 3.000

Ac. Naftalenacético 8.000

Kinetina 0.500

Agua de coco 10% 10%

Aminoacidos

Glicina 2.000 2.000 3.000

Proteina Hidrolizada 0.500 1,000.000

Sacarosa 30,000.000 30,000.000 20,000.000 30,000.000

Agar 7,000.000 8,000.000 8,000.000 9,000.000

PH 5.8 5.7 5.6 5.8
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Para la realizacién del anadlisis estadistico se
consideré como una repeticidén cada frasco gerber con el
medio nutritivo en el cual se desarrollaron los callos a
partir de los tres discos de tubérculo sembrados con cada

‘uno de los cultivares.

Variables Evaluadas

Se evaluaron variables de tipo cuantitativo y
cualitativo mencionadas por Lidnsey y Jones (1989) y las
sefialadas por Pierik (1990), que son las siguientes: peso
fresco de callo (p.f.c.), peso seco de callo (p.s.c.),
diferencia peso fresco- peso seco (p.f.c. - p.s.c.), color,
tamafio, y consistencia. La evaluacién de estas variables se
hizo a las seis semanas de haber realizado la siembra de los
discos de tubérculo usados como explantes. Para determinar
el peso fresco de los callos se extrajeron estos del medio
nutritivo y se pesaron en una Dbalanza analitica con
aproximacién a diezmilésimas de gramo. El peso fresco de los
callos se expresa en gramos (g) y se determinéd
inmediatamente después de extraer los callos del medio
nutritivo donde fueron colocados, cuidando de que estuvieran

libres de dicho medio. Para evaluar el peso seco, los callos
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se colocaron en una estufa a temperatura de 70°C por espacio
de 72 horas, utilizando para ello la balanza analitica. La
diferencia de peso fresco menos peso seco se obtuvo restando

el peso seco del peso fresco.

Ademés de variables de tipo cuantitativo, se realizd
la evaluacién de variables de tipo cualitativo que también
son importantes en la formacidén de callos. Tales variables
son: color, consistencia y tamafio. Para la variable color,
se clasificaron desde color blanco, cristalino gris y café.
Para consistencia solo se consideraron callos de dos tipos:
callos de consistencia suave y dura; finalmente para tamafio

se utilizdé una escala arbitraria de chico a grande.

El andlisis estadistico se realizdé en el programa
Mstat y las medias de los tratamientos fueron comparadas con

la prueba de Tukey (P< 0.01).

Etapa 2): Manejo del Hongo Phytophthora infestans

y Preparacién del filtrado Téxico

Para llegar a la obtencidén del filtrado tédxicos, fue

necesario realizar las actividades siguientes:



92
1) Desarrollo del hongo
2) Conservacién de la agresividad del hongo

3) Obtencién del filtrado Téxico de P. infestans.

Desarrollo del Hongo

La linea clonal 97104 se sembrdé y fue mantenida en

los medios nutritivos Centeno y V-8.

Medio nutritivo Centeno

El medio nutritivo Centeno se prepardé de la manera
siguiente: se hirvieron 60 g de centeno en 1 1 de agua
durante 1 hr., posteriormente se tamizé en gasa (triple
doblez), se eliminaron los restos del centeno y solo se
tomé la infusién, a la cual se le agregaron 20 g de sacarosa
mas 2 g de extracto de levadura; se aford a 1 1 y se ajustd
el pH a 7.00, se agregaron 7 g de agar bacterioldgico y se
esterilizé a 121°C por 15 minutos. Finalmente, antes de que
el medio solidificara y en condiciones de asepsia se
vaciaron aproximadamente 25 ml de medio en cajas petri

utilizando para ello la campana de flujo laminar.



93

Medio nutritivo V-8

Se colocaron 200 ml de jugo V-8 en 1 1 de agua, se
agitd en la parrilla de agitacién con un
agitador magnético, posteriormente se centrifugo a 3,200
r.p.m. durante 25°, se vacid el sobrenadante en un matraz y
Se eliminaron los residuos de V-8 precipitados en el fondo
de los tubos. Se agregaron 4.5 g/l de CaCOs;, se agitd y se
aford a un litro. Se ajustd el pH a 7.00 y se agregaron 15
g de agar bacterioldgico. Se esterilizd a 121°C durante 15°.
Una vez esterilizado vy poco antes de que el medio
solidificara se vaciaron 25 ml de medio en cajas petri
utilizando para ello la campana de flujo laminar. Para la
siembra del hongo en las cajas petri, se tomdé una porcidn
del mismo con una asa de siembra y posteriormente se incubd

a una temperatura aproximada de 21°C.

Conservacidén de la Agresividad del Hongo

Con objeto de mantener la agresividad del hongo, con
el asa de siembra se tombé y transfirié parte del mismo a
Frascos gerber donde previamente se habian colocado granos
de maiz (esterilizados en autoclave) con una poca de agua

(también estéril).
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Obtencién del Filtrado Téxico de P. infestans.

Una vez que el hongo crecidé en los granos de maiz,
de nueva cuenta se transfiridé parte del hongo con el asa de
siembra al medio Centeno y posteriormente al medio Huang Xu
& Wang (Strange et al. 1982), el cual se presenta en el

Cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Compuestos que conforman el medio Huang Xu

& Wang para la preparacién del filtrado téxico.

Compuesto g/l

Glucosa ' 20.000000
(NHy4) 2S04 1.320000
Ac. Fumérico 2.320000
CaCl, 0.996000
MgS0O4. 7H,0 0.500000
KH,PO, 0.720000
K,HPO, 0.300000
Fe; (S04) 3H20 0.010450
MnSO4H,0 0.000550
ZnsS047H,0 0.000889
Thiamina HC1 0.000500

PH L9
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Una vez que se prepard el medio nutritivo para el

cultivo del filtrado téxico, la esterilizacidédn se hizo por
filtracién. Para realizar la esterilizacién primero se
filtré a través de una membrana de 0.45 uM. Posteriormente
se procedié a la esterilizacidédn final bajo condiciones de
asepsia, utilizando para ello la membrana de 0.22 uyM y una
bomba de vacio. Una vez que se realizd la esterilizacidn se
inoculé el hongo en matraces de 500 ml de medio. Para
realizar 1la inoculacidén se transfirieron cinco pequefios
discos de medio de centeno donde crecidé el hongo. El corte
de los discos se realizé en la periferia del crecimiento del
hongo con wun sacabocados de 2 mm de didmetro vy se
transfirieron al medio nutritivo con una asa de siembra. Una
vez hecha la inoculacién los matraces fueron colocados en un
agitador a 500 r.p.m. y a los 23 dias fueron retirados y en
condiciones de apepsia se obtuvieron los filtrados téxicos

del hongo a través de filtracién con una membrana de 0.22

uM.
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Etapa 3. Evaluacién de la respuesta in vitro de Callos de
Papa a 1la Aplicacién de Diferentes Concentraciones de

Filtrados Téxicos de P. infestans

Cepa del Hongo Utilizada

Para la realizacidén de estas pruebas, se utilizd la

cepa identificada como 97104 del hongo P. 1infestans
colectado en la localidad denominada “La Silva” ubicada en
el Valle de Toluca, Edo. de México, caracterizada por su
agresividad y que de acuerdo a su compatibilidad pertenece
al tipo A2. Esta cepa fue proporcionada por el MC. Alberto

Flores Oliva del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

Material Genético Utilizado

Los callos utilizados en estas pruebas corresponden
al cultivar AN-1, vy fueron obtenidos de discos de
tubérculo sembrados y mantenidos en condiciones de
oscuridad a través de seis transferencias; mismas que se
hicieron alrededor de 1los 25 dias en el medio Engvild

(1973) M&N, cuya composicidédn se describid con anterioridad.



96
tapa 3. Evaluacién de la respuesta in vitro de Callos de
apa a la Aplicacién de Diferentes Concentraciones de

'iltrados Téxicos de P. infestans

€pa del Hongo Utilizada

Para la realizacidén de estas pruebas, se utilizd la

‘epa  identificada como 97104 del hongo P. 1infestans
‘0lectado en la localidad denominada “La Silva” ubicada en
1 Valle de Toluca, Edo. de México, caracterizada por su
\gresividad y que de acuerdo a su compatibilidad pertenece
1l tipo A2. Esta cepa fue proporcionada por el MC. Alberto

'lores Oliva del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

faterial Genético Utilizado

Los callos utilizados en estas pruebas corresponden
t1 cultivar AN-1, vy fueron obtenidos de discos de
‘ubérculo sembrados y mantenidos en condiciones @ de
yscuridad a través de seis transferencias; mismas due se
licieron alrededor de 1los 25 dias en el medio Engvild

11973) M&N, cuya composicién se describid con anterioridad.



97

Establecimiento de la Prueba

Para la realizacién de la prueba se hicieron 1los
cdlculos para determinar el volumen del filtrado téxico
correspondiente a cada concentracién. Una vez hecha la
estimacién y bajo condiciones de asepsia se adiciond el
volumen correspondiente de filtrado téxico al medio
nutritivo previamente preparado y cuando éste no se habia
enfriado totalmente. Las concentraciones utilizadas fueron

en porcentajes de: 0 10, 20, 30 y 40.

La prueba comprendié dos transferencias. Para la
primera de ellas se utilizaron cuatro cajas petri por cada
concentracién y dentro de cada caja petri se sembraron
cuatro porciones de callo con un tamafio promedio aproximado
de 1.0 cm de didmetro. Para la segunda transferencia se
tomaron porciones de callo (didmetro promedio 1.0 cm) de
las cajas petri utilizadas en la primera transferencia. En
esta segunda transferencia se utilizaron cinco cajas petri
para el testigo (Concentracidén 0 por ciento) donde se
sembraron 20 porciones de callo. Para la concentracidén del
10 por ciento se utilizaron cinco cajas petri donde se
sembraron 19 porciones; para la concentracidén del 20 por

ciento se utilizaron tres cajas petri donde se sembraron
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12 porciones; para la concentraciédn del 30 por ciento se
utilizaron dos cajas petri donde se sembraron siete
porciones y para la concentracién del 40 por ciento se
utilizaron tres cajas petri donde se sembraron nueve
porciones de callo. En la segunda transferencia se redujo
el numero de porciones de callo transferidas debido a que
en la primera transferencia los callos tuvieron muy pocCo

crecimiento en concentraciones mayores del 10 por ciento.

Variables Evaluadas

La respuesta de los <callos en las diferentes
concentraciones se realizdé de acuerdo con el crecimiento en
didmetro promedio (cm) que estos tuvieron en cada
repeticién tanto en la primera como en la segunda
transferencia. Debido a que en la primera transferencia no
se cuantifico el diédmetro inicial de 1los callos, 1la
estimacién de su crecimiento se realizdé a los 26 dias de la
siembra, tomando unicamente el dato de crecimiento final,
para lo cual se hizo la consideracién de que todos 1los
callos transferidos tenian un didmetro aproximado a 1.0 cm
al momento de realizar 1la siembra. Para la segunda

transferencia se tomd en cuenta el didmetro inicial de los
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llos transferidos y el diédmetro final, asi como 1la
ferencia entre los mismos, lo cual se estimd a los 23 y

dias de la siembra. La comparacién de estos tratamientos
realizdé solo de manera aritmética y se ilustran con una

afica.

ctapa 4. Respuesta de Siete Cultivares de Papa a la
’>licacién de Diferentes Concentraciones del Filtrado Téxico

3 P, imfestans

iterial Genético Utilizado

En esta prueba se utilizaron los cultivares
-merciales: Alpha, AN-1, Nortefia, Mondial, Atlantic, Excel y
igant, los cuales fueron sembrados en el predio denominado
El Cuije” que se encuentra localizado en el km 80 al sur de
altillo, por la carretera 57. Las plantas de los cultivares
tilizadas para la colecta de las hojas empleadas en la prueba
e encontraban aparentemente libres de enfermedades y tenian

8 dias de haber sido sembradas.
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fueron sometidos y que fueron: 0, 25, 50, 75 y 100 por
ciento. El1 grado de marchitez varié de 0 a 100 por ciento
considerdndose como O ausencia de dafio y 100 por ciento
marchitez total. Para el andlisis estadistico se
transformaron los datos de acuerdo con la tabla de arco seno
Y una vez transformados se aplicdé el programa Mstat. La
comparacidn de medias se realizoé con la prueba de
Tukey (P< 0.01). La transformacién de los datos se realizd
debido a que 1la prueba de Kolmogorov Smirnov detectd
significancia, lo cual indicé que los datos no tuvieron una
distribucién normal, ademds la prueba de homogeneidad de
varianza desarrollada por Bartlett detectd que no existe
homogeneidad de varianza dada la significancia reportada en

el valor de Ch-cuadrada.



RESULTADOS Y DISCUSION

Induccidén de Callo a Partir de Diferentes Cultivares de Papa

Anilisis de Varianza

Se logrd inducir callo en los cuatro cultivares con
los cuatro medios nutritivos evaluados; aunque los callos
variaron en cuanto a sus caracteristicas cuantitativas vy
cualitativas. El andlisis de varianza para las
caracteristicas de tipo cuantitativo que se presentan en el
Cuadro 4.1. muestra diferencias altamente significativas
para todas las variables evaluadas en las diferentes fuentes
de variacibén, excepto en la interaccidén para la variable
peso seco de callo. Estos resultados indican dque el
comportamiento promedio de los cultivares en los medios
nutritivos fue diferente en el caso de las tres variables de
tipo cuantitativo evaluadas y que el efecto promedio de los
medios nutritivos a través de los cultivares también fue
diferente. Asi mismo, la diferencia detectada para las

variables peso fresco de callo y diferencia peso fresco -
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peso seco de callo en la fuente de variacién factor A x
factor B, indica la influencia que tiene un factor sobre
otro en dichas variables; influencia que no es significativa
para la variable peso seco de callo debido en parte a los
valores tan pequefios que registraron los callos al

deshidratarse.

Cuadro 4.1. Anédlisis de varianza para formacidén de callo de
cultivares de papa en los medios nutritivos

Fuentes de Grados de Cuadrados medios

Variacién libertad P. fresco P. seco Diferencia
de callo de callo p.f.c.-p.s.c.

Factor A 3 11.077** 0.022*+* 10.124%**

Factor B 3 8.978** 0.021*~* 8.161**

Interac.AxB 9 1.402%** 0.001NS 1.340*x*

Error 64 0.145 0.001 0.129

Total 79

C.V. 27.09% 21.35% 28.08%

La prueba de Tukey (P<0.0l1) que se presenta en el
Cuadro 4.2. detecta que en las variables peso fresco
promedio de los callos y diferencia promedio del peso fresco
menos el peso seco de los callos, el cultivar AN-1 es
estadisticamente superior al resto de los cultivares, le
sigue el cultivar Nortefila que es estadisticamente igual al

cultivar Alpha pero superior a Mondial.

Con relacidén a peso seco de los callos, se observa

que el cultivar AN-1 es superior en forma numérica al resto
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de los cultivares, aunque en el aspecto estadistico es igual

a Nortefa y Alpha.

En todas las variables se manifiesta la superioridad
del cultivar AN-1 y se mantiene el mismo orden entre los
cultivares. La diferente respuesta de los cultivares
coincide con lo mencionado por Pierik (1990), dquien seflala
que la exigencia de reguladores exdédgenos depende en gran
medida del' genotipo y de su contenido de reguladores
endbgenos; ademds Qurashi et al. (1987), afirma que la
fisiologia del tubérculo de papa acondicionada determina el
grado de calogénesis y que la edad y temperatura de
conservacién juegan un papel muy importante. Considerando 1lo
anterior, la superioridad del cultivar AN-1 puede atribuirse
al genotipo mismo vy/o a la condicién fisioldégica del
explante al momento de la siembra, pues los tubérculos
utilizados de este cultivar tuvieron un periodo de
almacenamiento de cinco meses, lo que tal vez permitidé que
los reguladores de crecimiento endbgenos combinaran mejor
con los regquladores exdgenos que el resto de los cultivares,
pues en el caso de los cultivares Nortefla y Mondial fue muy
largo (24 meses) y en el cultivar Alpha, el periodo de

almacenamiento fue corto (2 meses).
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Cuadro 4.2. Prueba de Tukey (p< 0.01) para peso fresco de
callo, peso seco de <callo y diferencia peso
fresco menos peso seco de callo de cuatro
cultivares de papa

Cultivares Peso fresco Peso seco Diferencia
de callo de callo p.f.c.-p.s.c.
AN-1 2.413 A 0.170 A 2.242 A
Nortefia 1.485 B 0.119 AB 1.366 B
Alpha 1.120 BC 0.113 AB 0.899 BC
Mondial 0.708 C 0.092 B 0.61l6 C

Con objeto de estimar la influencia de los periodos
de almacenamiento de los tubérculos en la respuesta que
tuvieron los cultivares en los diferentes medios nutitivos,
se realizdé el anadlisis de varianza ajustado por covarianza
con cada una de las variables de tipo cuantitativo, donde se
considerd como covariable los periodos de almacenamiento. De
acuerdo a dicho anéalisis (Cuadro 4.3.), la prueba de F,
reporta que no existe significancia en la covarianza,
indicando con ello que los periodos de almacenamiento no
influyeron significativamente en la respuesta que tuvieron
los cultivares en los diferentes medios nutritivos y la
diferencia significativa para cultivares, indica que si

hubo efecto de los genotipos.
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Cuadro 4.3. Andlisis de wvarianza ajustado por covarianza para
formacién de callo de los cultivares (Factor A) de
papa en los medios nutritivos (Factor B)

Fuentes de Grados de Cuadrados medios
Variacidn Libertad Peso fresco P. seco Diferencia

De callo de callo p.f.c.-p.s.c.
Factor A 3 11.076** 0.022** 10.122**
Factor B 3 8.977** 0.020** 8.163**
Interac.AxB 9 1.401** 0.001NS N33 9%*
Covarianza 1 0.063Ns 0.00001NS 0.061NS
Error 63 0.146 0.0007 0.130
Total 79
c.v. h - 27.20% 21.51% - 28.19%

La respuesta promedio que tuvieron los cultivares
considerando su periodo de almacenamiento se muestra
graficamente en la Figura 4.1. para lo cual se promedio el
peso de los callos de los cultivares Nortefia y Mondial
debido a que estos tenian el mismo periodo de almacenamiento

(24 meses).

! 02 meses
| M5 meses
i M 24 meses

1
Peso de los
callos (g)

0.5

pfc. p.s.c. p.f.c.-p.s.c. |

Figura 4.1. Respuesta promedio de los cultivares
| considerando los periodos de almacenamiento ‘
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Por lo que se refiere al Factor B (medios
nutritivos), la prueba de Tukey (P<0.01l) que se presenta en
el Cuadro 4.4. detecta que M1l (Engvild 1973) generd 1los
callos con mayores pesos; tanto fresco como seco, asi como
el que didé la mayor diferencia entre p.f. y p.s. de callo.
El resto de 1los medios fueron similares entre si vy

diferentes estadisticamente al Ml1.

Cuadro 4.4. Prueba de Tukey (P<0.0l1l) para peso fresco de
callo (p.f.c.), peso seco de callo (p.s.c.) VY
diferencia peso fresco menos peso seco de callo
(p.f.c.-p.s.c.) en los medios nutritivos

Medios Peso fresco Peso seco Diferencia
Nutritivos de callo de callo p. fresco-p. seco

M1 2.365 A 0.168 A 2.197 A

M2 1.212 B 0.127 B 1.085 B

M3 0.805 B 0.093 B 0.712 B

M4 1.237 B 0.107 B 1.130 B

Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey
(P>0.01).

De los <cuatro medios nutritivos wutilizados, al
parecer el M1 incluyd la proporcién mas adecuada de auxinas
y citocininas: 8 mg/l de Ac. Naftalenacético y 0.5 mg/l de
kinetina. El1 Ac. Naftalenacético contenido en este medio
nutritivo corresponde a la mas alta concentracidén de
auxinas, ademads de contar con la accidén de la citocinina. Lo
anterior se apega a lo afirmado por Po-je Wang y Ching-yeh
Hu (1985), quienes mencionan que para la induccidén de callo

se requiere de una alta concentracién de auxinas y una
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citocinina, aunque ésta Ultima en Dbaja concentracidén;
también coincide con Devlin (1980), quien seflala que la
induccién y proliferacién de callo requiere la adicidén de
auxinas al medio, teniendo en cuenta que la produccidén de
callo estd intimamente relacionada con la concentracidén vy
tipo de auxina, ya que las auxinas en altas concentraciones
suprimen la morfogénesis y dan por resultado la rapida
proliferacién de células tipo callo en concentraciones que

generalmente oscilan de 0.1 mg/l a 10 mg/1l.

En cuanto a las combinaciones cultivar-medio
nutritivo (Cuadro 4.5.), la prueba de Tukey (P<0.01),
detecta que para las variables peso fresco de callo vy
diferencia entre peso fresco de callo Yy  peso seco de
callo, la combinacién del cultivar AN-1 - M1l es
estadisticamente superior al resto de los tratamientos, le
siguen las combinaciones Nortefia - M1, AN-1 - M2, AN-1 - M4
y Nortefia - M4, las cuales son estadisticamente similares
entre si. Por su parte, el cultivar Alpha respondid
estadisticamente igual en los medios M1, M2, y M4, mientras
que el comportamiento del cultivar Mondial fue semejante
estadisticamente en los cuatro medios nutritivos; aunque el

mayor peso fresco de callo se logrd en Ml.
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También se puede observar en el Cuadro 4.5 que el
comportamiento de los tratamientos superiores mantiene casi
el mismo orden tanto en peso fresco de callo como de peso
seco, lo cual coincide con lo expresado por Dodds y Roberts
(1990), en el sentido de que la relacién de peso fresco y

peso seco es aproximadamente lineal.

De acuerdo con lo anterior, 1los:cuatro cultivares
respondieron mejor en M1, pero fue la combinacidén AN-1 - Ml
donde se logr6é6 el mayor peso fresco de callo, mayor peso
seco y la mayor diferencia entre peso fresco de callo y peso
seco de callo, indicando con ello que con la combinacidén de
reguladores enddgenos (auxinas-citocininas) contenidos en
los tubérculos de este genotipo y los reguladores exdgenos
adicionados al medio nutritivo Ml, se logrd producir 1los
mayores pesos de callo; lo anterior coincide en cierta forma
por lo reportado por Devlin (1980), ya que sefiala que las
auxinas en altas concentraciones suprimen la morfogénesis vy
dan como resultado la répida proliferacidén de células tipo
callo, y que aunque la adicién de auxina es suficiente para
la formacién de callo, debe agregarse kinetina, aunque en
bajas concentraciones para apoyar la proliferacidn de callos

sSanos.
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Cuadro 4.5. Prueba de Tukey (P<0.01) para peso fresco
de callo, peso seco de c allo y diferencia
peso fresco menos peso seco de callo en
las diferentes combinaciones.

Peso fresco Peso seco Diferencia

Tratamientos de callo De callo entre
PR SECE

AN-1 - M1 4,284 A 0.230 A 4.053 A
Nortefia — Ml 2.461 B 0.169 ABC 2.292 B
AN-1 - M2 2.223 BC 0.182 AB 2.041 B
AN-1 - M4 2.052 BCD 0.144 BCDE 1.908 BC
Nortefia — M4 1.585 BCDE 0.106 CDE 1.480 BCD
Alpha - M1 1.485 CDEF 0.153 BCD 1.131 CDE
Alpha - M2 1.255 DEFG 0.126 BCDE 1.129 CDE
Mondial - M1 1.229 DEFG 0.118 BCDE 1.111 CDE
AN-1 - M3 1.092 EFG 0.125 BCDE 0.967 DE
Nortefia - M3 1.069 EFG 0.101 CDE 0.969 DE
Nortefila - M2 0.824 EFG 0.103 CDE 0.722 DE
Alpha - M4 0.769 EFG 0.096 DE 0.673 DE
Mondial - M2 0.545 EFG 0.097 DE 0.448 E
Alpha - M3 0.540 EFG 0.075 E 0.465 E
Mondial - M4 0.539 G 0.081 DE 0.458 E
Mondial - M3 0.519 G 0.072 E 0.447 E

Cifras con al misma letra son estadisticamente iguales Tukey
(P<0.01)

En las Figuras 4.2. 4.3. y 4.4. se pueden apreciar
algunas interacciones entre los factores en estudio, aundgque
para el caso de la variable peso seco de callo el analisis
de varianza no reporta significancia. En estas tres figuras
se observa que los cuatro cultivares respondieron mejor en
Ml en el siguiente orden: AN-1, Nortefia, Alpha y Mondial,
pero en M2 este orden es alterado ya que la respuesta del
cultivar Alpha es superior a la de Nortefla. En M3, sobre
todo en las variables peso fresco de callo y diferencia

p.-f.c. menos p.s.c los cultivares AN-1 vy Nortefla se



112
comportaron en forma semejante pero superiores al cultivar
Alpha y Mondial, que fueron a su vez también semejantes
entre si. En cuanto a la respuesta de los cultivares en M4,
el comportamiento de 1los <cultivares vuelve de nuevo a

mostrar en forma clara el orden inicial observado en Ml.

Finalmente en el cuadro 4.5. se muestra el total de las
variables evaluadas y se puede apreciar que el tratamiento
AN-1 - M1 reune las caracteristicas de un buen callo friable
ya que su coloracién es cristalina, consistencia suave y
buen tamario, lo cual se refleja en el peso fresco del callo
Y peso seco. Los cuatro cultivares respondieron mejor al
medio M1, ya que en este medio los callos presentaron el
mayor tamafio con caracteristicas de friabilidad. Excepto el
cultivar Nortefia, el resto de los cultivares presentd una
consistencia dura en M3. En la mayoria de los casos esta
caracteristica se observa asociada con tamafio chico y color
café, excepto en la combinaciédn Mondial - M2 cuya coloracidn

es gris.

En el Cuadro 4.5. se observa ademds que los cuatro
tratamientos que dieron lugar a consistencia dura (Alpha -
M3, AN-1 - M3, Mondial - M2 y Mondial - M3), se encuentran

entre los siete tratamientos con las menores diferencias



(p.f.c -

p.s.c),

pudiéndose

inferir

que los

callos

acumularon menor cantidad de agua fueron poco friables.
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que

Cuadro 4.6. Variables de tipo cuantitativo y cualitativo evaluadas
en los diferentes tratamientos.
P.freso P.seco Color Tamario Consi-
Tratamientos de de Diferencia callo Callo tencia
) callo callo p-f.-p.s. callo
AN-1 - M1 4.284 0.230 4.053 Cristalino M.grane Suave
Norteria - Ml 2.461 0.169 2.292 Cristalino Grande Suave
AN-1 - M2 2.2:3 0.182 2.041 Cristalino Grande Suave
AN-1 - M4 2.052 0.144 1.908 Cristalino Mediano Suave
Nortefia - M4 1.585 0.106 1.480 Cristalino Mediano Suave
Alpha - M1 1.485 0.153 1.131 Blanco Grande Suave
Alpha - M2 1.234 0.126 1.129 Cristalino Grande Suave
Mondial - Ml 1.229 0.118 AP 1 Blanco Grande Suave
AN-1 - M3 1.092 0.125 0.967 Café Chico Duro
Nortefia - M3 1.069 0.101 0.969 Cristalino Chico Suave
Norteria - M2 0.824 0.103 0.722 Cristalino Mediano Suave
Alpha - M4 0.769 0.096 0.673 Cristalino Chico Suave
Mondial - M2 0.545 0.097 0.448 Gris Chico Duro
Alpha - M3 0.540 0.075 0.465 Café Chico Duro
Mondial - M4 0.539 0.081 0.458 Cristalino Chico Suave
Mondial - M3 0.519 0.072 0.447 café Chico Duro

De acuerdo con la descripcidén que hacen Linsey y

Jones

(1990)

para un callo friable,

en la mayoria de 1los

tratamientos se obtuvieron callos con las caracteristicas

de

cristalina),

friabilidad

(consistencia

suave Y

coloracidédn

crecieron en M3 y Mondial cuando crecidé en M2 y M3.

excepto en los cultivares AN-1 y Alpha cuando

La diferente respuesta de 1los cultivares en los

diferentes medios nutritivos se atribuye principalmente,

(como ya se menciond),

uno de ellos,

a la constitucién genética de cada

asi como a la concentracidén de reguladores de
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crecimiento adicionados a los medios nutritivos utilizados;
aunque debe considerarse también el periodo de
almacenamiento de los tubérculos utilizados en ésta prueba
yva que de alguna manera influyen en la concentracidén de

reguladores de crecimiento enddgenos.

Respuesta de Callos de Papa in vitro a Diferentes

Concentraciones del Filtrado Téxico de P. infestans

En el Cuadro 4.7. se presenta la respuesta dque
tuvieron los callos a los 27 dias de su primera
transferencia al medio tdéxico. La respuesta se expresa en
didmetro promedio y color de los callos en las diferentes
concentraciones en las que fueron probados. En esta primera
transferencia el diédmetro inicial promedio de las porciones
de callo transferidas fue de 1.0 cm aproximadamente y se
transfirieron 16 porciones de callo en cada concentracidn
con medio téxico. En ésta primera transferencia se aprecia
que los callos respondieron de acuerdo a lo esperado, ya
que su crecimiento fue menor conforme aumentd la
concentracién del filtrado, a excepcidén de los callos que
crecieron en la concentracién del 10 por ciento, ya que su

respuesta fue muy similar a la del testigo (0 por ciento),
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nto en crecimiento expresado en didmetro promedio del
llo como en la coloraciétn del mismo. Se observa ademéas
e el crecimiento que tuvieron en la concentracién 10 por
ento fue notoriamente mayor que el crecimiento que estos
vieron en las concentraciones 20, 30 y 40 por ciento.
emas de la diferencia en crecimiento, también fue notorio

cambio en la coloracidén que adquirieron los callos en la
ncentracién del 20 por ciento y concentraciones
periores al 20 por ciento ya que en estas concentraciones
s callo adquirieron una coloracién un pocCcoO oOscura pero

n llegar a morir.

idro 4.7. Primera transferencia. Didmetro promedio (cm) y color
de callos del cultivar AN-1 como respuesta a
la aplicacién del filtrado téxico de P. infestans.
Concentracidén del filtrado tdéxico

acteristicas 0% 10% 20% 30% 40%

callo

m. Del callo 2.33 2.31 1.26 1.20 1.18

or del callo Blano Blano Ligeramente Ligeramene Ligerera-
Café Café mente Café

Debido a que los callos tuvieron crecimiento aun en
S concentraciones mas altas y con objeto de continuar
aluando su respuesta, se realizd una segunda
ansferencia (Cuadro 4.8.) en los medios nutritivos con la
ncentracidén correspondiente. Para evaluar su respuesta en

ta segunda transferencia se tomdé en cuenta el diadmetro
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inicial promedio y se determindé su crecimiento a los 23 y

34 dias de la transferencia.

Cuadro 4.8. Segunda transferencia. Didmetro promedio (cm) de
callos del cultivar AN-1 como respuesta a la
aplicacidén del filtrado téxico de P. infestans.

Didmetro Diferencia

Concentracién Inicial 23 Dias 34 Dias 23 Dias 34 Dias

0% 1.24 (b) 2.33 b 2.67 b 1.09 1.43

10% 1.23(b.c) 1.92 b.c 2.35b.c 0.69 1.12

20% 1.06(1.c) 1.12 1.c 1.391.c 0.06 0.33

30% 1.01 1.c 1.07 l.c 1.131.c 0.06 0.12

40% 0.92 1l.c 0.98 l.c 15015 e 0.06 0.09
b. Color: blanco, b.c. Color: blanco-crema, l.c. Color: ligeramente
café

En la segunda transferencia y en el caso de callos

provenientes de medios con filtrados téxico en

concentraciones superiores al 10 por ciento, se sembraron
porciones de callo con un didmetro promedio ligeramente
inferior al utilizado en la concentracién del 10 por ciento y
el testigo. Esto se debidé a que se disponia de poca cantidad
de callo de la primera transferencia en las concentraciones
20 por ciento, 30 por ciento y 40 por ciento. Al igual que en
la primera transferencia, los callos del testigo (0 por
ciento) vy la concentracién 10 por ciento tuvieron un
comportamiento muy semejante tanto en tamafio como en
coloracibén; ademds su crecimiento fue notablemente mayor al
del resto de los callos que crecieron en concentraciones
superiores al 10 por ciento. En ésta segunda transferencia se
observd ademds, que los callos crecieron aun después de haber

realizado la primera lectura a los 23 dias, razdn por la cual
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se realizd una segunda lectura a los 34 dias. En ésta segunda
lectura se detectdé que los <callos <colocados en la
concentracién del 10 por ciento tuvieron un crecimiento mayor
que el testigo, en el periodo comprendido de una lectura a
otra (11 dias), ya que en la concentracién del 10 por ciento
crecieron 0.43 cm por 0.34 cm del testigo. Por lo que se
refiere a la concentracidén del 20 por ciento se observd que
crecieron mads en esos 11 dias (0.27 cm) que en los 23 dias
iniciales (0.06 cm). El1 didmetro del callo en los otros dos
medios restantes (30 por ciento y 40 por ciento) también se
incrementd en ese mismo periodo, aunque en menor proporcién
que en las concentraciones 10 por ciento y 20 por ciento. La
informacidén descrita anteriormente se representa graficamente

en la Figura 4.5.

En el Cuadro 4.9. se muestra la tasa de crecimiento
(obtenida al dividir el diémetro alcanzado por los callos
entre el numero de dias transcurridos al momento de hacer las
lecturas) que tuvieron 1los callos en la primera lectura
(primeros 23 dias) y segunda lectura (11 dias después de la
primera). En dicho «cuadro se aprecia que la tasa de
crecimiento a los 23 dias iniciales fue mayor en el testigo,
seguido por la concentracidén del 10 por ciento. En el resto

de las concentraciones la tasa de crecimiento fue la misma.
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Por lo que respecta a la segunda lectura realizada 11 dias
después de la primera (34 dias de iniciada la transferencia),
la mayor tasa de crecimiento se obtuvo en la concentracidn
del 10 por ciento, seguida por el testigo. En el caso del
testigo, la tasa de crecimiento en la segunda lectura fue
ligeramente menor gque en la primera y en el caso de la
concentracidén del 10 por ciento sucedid lo contrario. Por 1lo
que respecta a la concentracién del 20 por ciento, la tasa de
crecimiento fue menor que la del testigo y que la
concentracién del 10 por ciento, pero notablemente mayor que
la concentracién del 30 y 40 por ciento. También fue
notablemente mayor que la tasa de crecimiento que se tuvo en

ésta misma concentracién en la primera lectura.

O Diametro inicial

O Diametro 23 dias

B Diametro 34 dias

M Diferencia 23 dias

M Diferencia 34 dias

20
Concentraciones

Figura 4.5. Segunda transferencia. Diametro promedio (cm) de los
callos en la primera lectura (23 dias) y segunda lectura (34 dias)
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En el Cuadro 4.9. también se puede apreciar dque

después de 1los 23 dias iniciales los callos crecieron en
forma un poco mas acelerada, principalmente en la
concentracién del 20 por ciento y en menor proporcidédn en la
concentracién del 10 y 30 por ciento. Por lo que respecta a
la concentracién del 40 por ciento, la tasa de crecimiento
permanecid® casi constante tanto a los 23 dias iniciales como

a los 11 dias posteriores a la primera lectura.

En ninguna de las concentraciones probadas se observd
muerte de callos, esto puede ser debido a que el tamafio de
los callos utilizados fue muy grande (1.0 cm
aproximadamente), ya que de acuerdo con Behnke (1979) el
crecimiento de los callos en el medio téxico depende del
tamafio del callo, debido probablemente a que las toxinas
son transportadas pobremente en los callos. Esto puede ser
debido también a que entre mayor sea el tamafio del callo, las
toxinas incluidas en el medio llegan disminuidas en su

concentracién a las células del callo.

Cuadro 4.9. Diametro de callos a los 23 y 34 dias y tasa
de crecimiento de los <callos a los 23 dias iniciales
y en 11 dias posteriores a la primera lectura.

Didmetro Tasa de crecimiento
Concentracién Inicial 23 dias 34 dias 23 dias inic. 11 dias post.
0% 1.24 2.33 2.67 0.0474 0.0310
10% 1.23 1.92 2.35 0.0300 0.0400
20% 1.06 1.12 1239 0.0026 0.0240
30% 1.01 1.07 1.13 0.0026 0.0054
40% 0.92 0.98 1.01 0.0026 0.0027



121

La tasa de crecimiento mayor que tuvieron los callos

en la segunda lectura en los medios que incluian los
filtrados téxicos, indica que los callos tuvieron un periodo
de habituacién en el medio que les permitid sobrevivir a los
filtrados. Lo anterior coincide en cierta forma por 1lo
mencionado por Meins (1983), quien sefiala que la habituacidn
es un proceso gradual y progresivo diferente a la mutacién, y
que estd fuertemente influenciado por la fisiologia y estado
de desarrollo de las células. Cabe considerar también la
posibilidad de que las células que conforman los callos
metabolizaron las toxinas contenidas en el filtrado téxico o
las combinaron con otras substancias para formar compuestos
no toéxicos como lo sefiala Agrios (1989), ya que en algunas
enfermedades en las que el patdgeno produce toxinas, la
resistencia a la enfermedad es la misma que la resistencia a
las toxinas; aunque aun no se ha dado una explicacidn
satisfactoria acerca de la resistencia a las toxinas. Otra
posible explicacidn seria la que sefiala Behnke (1980), en el
sentido de que las células sobreviven gracias a las posibles
mutaciones inducidas por el filtrado téxico del medio, sin
embargo ésta posibilidad es poco probable debido a que Behnke
(1980a) utilizd porciones de callo de 1 mm, siendo estos muy
pequefios y por lo tanto mas expuestos al efecto del filtrado

que los callos utilizados en este trabajo.
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Lo anterior se relaciona también de alguna manera con

lo reportado por Behnke (1979), en el sentido de que cuando
ellos utilizaron porciones de callos con un diadmetro inferior
a 1l mm los callos no obtuvieron crecimiento, aun en medio sin
filtrados toéxicos. Esto puede ser debido a lo que menciona
Pierik (1990), en el sentido de que existe un contacto
limitado con el medio sélido y por lo tanto se dificulta la

absorcién de compuestos del medio.

En cuanto a la herencia de la resistencia de 1los
callos a Phytophthora infestans, Behnke (1980a) menciona que
ésta se preserva aln después de la regeneracidédn y segunda
induccidén de callos, indicando con ello que la resistencia en
el cultivo de callo no es causada por una seleccidn de
células con actividad cambiada de los genes. Ademas sefiala
que debido a que la papa es propagada vegetativamente, las
mutaciones espontaneas se acumulardn durante el tiempo de

cultivo.

Estas ventajas combinadas aceleran la produccidén de
nuevas variedades. Sin embargo, las técnicas no
convencionales nunca pueden remplazar totalmente o ser

usadas independientemente del mejoramiento clasico, pero



123

pueden ser usadas en forma complementeria en los procesos de

mejoramiento (Wenzel et al. 1985).

En el ultimo caso, las variedades resistentes
metabolizan con gran rapidez las toxinas de los hongos o
las combinan con otras substancias para formar compuestos
no téxicos. Se sabe que la destoxificacidén de algunas
toxinas, como es el caso del acido fuséarico, la
piricularina, etc., es un fenbdmeno bastante comin en las
plantas y que tiene una importante funcidén en la
resistencia a las enfermedades. Con frecuencia la cantidad
de estos compuestos es proporcional a la resistencia de la
variedad vegetal a la enfermedad. Se puede citar como
ejemplo de ello a las plantas resistentes y las no
hospederas que no se ven afectadas por las toxinas
especificas que producen Helminthosporium, Periconia y
Alternaria, pero aln no se sabe si la accidn selectiva de
esas toxinas depende de la presencia de sitios receptores
en las variedades susceptibles (pero no en las
resistentes), o de la destoxificacibtn de esas toxinas en

las plantas resistentes (Agrios, 1989).
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espuesta de Cultivares de Papa a Diferentes

oncentraciones de Filtrados Tbéxicos de P. infestans

El andlisis de varianza para la variable grado de
narchitez que se presenta en el Cuadro 4.10. detecta
liferencia altamente significativa para 1las fuentes de
7ariacioén: cultivares (Factor A), concentraciones de
Ziltrado téxico (Factor B) y para la interaccidn:
rultivares x concentraciones (AXB); lo cual muestra que los
sultivares difieren en su respuesta promedio a los niveles
le concentracién probados, que las concentraciones
>2valuadas tuvieron diferente efecto entre si y que en
ilgunas combinaciones hubo cultivares que sobresalieron

>or su alto grado de tolerancia al filtrado.

uadro 4.10. Analisis de varianza para la variable grado de darfio

causado por el filtrado téxico de P. infestans
(Factor A cultivares, Factor B = concentraciones)
Fuentes Grados Suma Cuadrados F.Calculada Probabilidad
De de de medios
rariacidén libertad cuadrados
factor A 6 22459.914 3743.319 42.2014 ** 0.00
factor B 4 70757.834 17689.458 199.4271 ** 0.00
A\ X B 24 7293.576 303.899 3.4261 ** 0.00
irror 70 6209.096 88.701
Total 104 106720.422

.V, 20.40%

Por lo que respecta al comportamiento promedio de
los cultivares en 1las diferentes concentraciones de
filtrado toéxico, en el Cuadro 4.11. se observa que el

cultivar Gigant fue estadisticamente superior al resto de
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los genotipos y que estos a su vez fueron estadisticamente
iguales untre si.

Cuadro 4.11. Respuesta promedio de los cultivares a

Distintas concentraciones del filtrado toxico
de P.infestans

Cultivar Grado de dafio
Promedio (%)
Gigant 11.3 A
Alpha 46.5 B
Atlantic 48.8 B
AN-1 51.0 B
Excel 52.8 B
Nortefia 55.5 B
Mondial 57.0 B

Cultivares con la misma letra son iguales estadisticamente,
Tukey (P<0.01).

Cuadro 4.12. Efecto promedio de las concentraciones del
filtrado téxicoen los cultivares

Concentracidn % de dafio
100 % 77.84 A
75 % 60.67 AB
50 % 49.60 B
25 % 42.68 B
0% 0.00 C
Con relaciodén al efecto promedio de las

concentraciones del filtrado toéxico en los distintos
cultivares, en el Cuadro 4.12. se aprecia que los mayores
dafios en los cultivares fueron causados por los niveles de
concentracién 100 y 75 por ciento, siendo iguales entre
siestadisticamente, pero a su vez la concentracidén del 100

por ciento es diferente al resto de las concentraciones. En
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la Figura 4.6 se observa en forma mas clara el efecto de

los niveles de concentracién del filtrado.

Grado de dafio (%)

Concentraciones

Figura 4.6. Efecto promedio de las concentraciones
del filtrado té6xico en los cultivares

Por lo que respecta al comportamiento de cada uno
de 1los cultivares en las diferentes concentraciones del
filtrado téxico, en el Cuadro 4.13. se observa que todos los
cultivares tuvieron el méximo grado de dafio en la
concentracién del 100 por ciento. De todos los cultivares
evaluados, el cultivar Gigant fue el menos afectado, seguido
por Alpha y Atlantic. Los cultivares mas daflados en esta

concentracién fueron Mondial, AN-1 y Nortefia; el cultivar
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Excel tuvo un comportamiento intermedio. En la concentracidn
del 75 por ciento, de nueva cuenta el cultivar Gigant se
muestra como el menos dafiado, seguido nuevamente por Alpha y
Atlantic. Los cultivares con mayor grado de dafio fueron
los cuatro restantes. En la concentracién del 50 por
ciento el cultivar Gigant no mostrd dafio alguno, a
diferencia del resto de los cultivares donde el grado de
dafio fue ligeramente superior al 50 por ciento. En ésta
concentracién el cultivar Mondial y el cultivar AN-1 fueron
los més afectados. En la concentracidén del 25 por ciento el
cultivar Gigant tampoco muestra dafio, y en el resto de los
cultivares el grado de dafio varidé de casi 34 por ciento a 59
por ciento, resultando de entre ellos con un grado menor de
dafio el cultivar AN-1 sequido de Alpha, Atlantic, Excel,
Mondial, y finalmente Nortefia con un grado de dafio
ligeramente mayor al de la variedad Mondial.

Cuadro 4.13. Grado de dafio del filtrado téxico en hojas
de siete cultivares de papa.

Cultivares Concentracidén de filtrados téxicos

0% 25% 50% 75% 100%
Alpha 0.000 46.977 51.147 59.677 75.000
Mondial 0.000 56.970 66.607 71.560 90.000
Excel 0.000 5310123 55.830 71.560 83.853
Nortefia 0.000 58.947 56.970 71.560 90.000
Atlantic 0.000 48.900 56.970 63.440 75.000
AN-1 0.000 33.847 59.677 71.560 90.000
Gigant 0.000 0.000 0.000 15.377 41.070
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De acuerdo con 1los resultados anteriores, el
cultivar Gigant se comportdé como un genotipo tolerante al
filtrado téoxico del aislado 97104 utilizado en ésta prueba,
ya que aun en la concentracién del 100 por ciento su grado
de marchitez fue inferior, inclusive al grado de marchitez
mostrado por el resto de los cultivares en la concentracién
del 25 por ciento (a excepcidén de AN-1). Por otra parte, 1los
demas cultivares tuvieron una respuesta estadisticamente
igual, aunque Alpha y Atlantic fueron ligeramente menos
susceptibles que Excel, Mondial Nortefia y AN-1. En primera
instancia, la resistencia del cultivar Gigant puede
atribuirse a su habilidad para destoxificar las toxinas del
patégeno, metabolizarlas o combinarlas con otras substancias

para formar compuestos no téxicos (Agrios, 1989).

Con objeto de confirmar el comportamiento que tuvieron
los cultivares en el filtrado téxico, los resultados fueron
comparados con el comportamiento que estos han tenido en

pruebas de campo en la regidén y en su pais de origen.

Al hacer la comparacidén de los resultados obtenidos
con los filtrados téxicos, con el comportamiento de 1los
cultivares en condiciones de campo en la region; se detecta

que no hay coincidencia en la respuesta, sobre todo en los
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casos de los cultivares Gigant, Alpha, Nortefia y AN-1, va
que en condiciones naturales el cultivar Gigant (tolerante
al filtrado téxico), se comporta como un material
susceptible al ataque de tizdén tardio, Jjunto con Alpha,
Atlantic y Mondial; por otra parte, los cultivares Nortefia
y AN-1 (susceptibles al filtrado téxico), se reportan en la
regién como cultivares con mayor grado de resistencia al
dafio del hongo que los cultivares mencionados anteriormente

(Parga, 1994).

Sin embargo, al hacer la comparacidén de 1la
respuesta de los cultivares al filtrado téxico con su
respuesta en condiciones de campo en Holanda, se observa
que el comportamiento de los cultivares en los filtrados
(sobre todo Gigant), coincide con el comportamiento que
estos han tenido en condiciones de campo en Europa ya que
los cultivares Gigant y Alpha se reportan como tolerantes
al dafio de P.infestans. y Mondial se reporta como
susceptible. Del resto de los cultivares no se tienen

reportes.

Con relacidén a lo anterior; cuando se hace la
comparacién del <comportamiento de los cultivares en

condiciones de <campo en Europa Vv del comportamiento que
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:ienen en la regién de Arteaga, tampoco hay coincidencia en
21 caso de los cultivares Gigant y Alpha (reportados en
uropa como tolerantes a P. infestans) ya que en condiciones
le campo en nuestro pais son reportados como susceptibles a
licho patdégeno. Solo hay coincidencia en la respuesta del
;ultivar Mondial y Atlantic ya que en ambas condiciones se
eportan como susceptibles. De los otros cultivares no se
:ienen reportes de su comportamiento en Europa. La
susceptibilidad de los cultivares que en Europa se reportan
:omo resistentes (Gigant y Alpha) se atribuye a que en
westro pais se tienen dias més cortos y temperaturas
nayores que en Europa, lo cual acelera la madurez de los
jenotipos mencionados, haciéndolos mas vulnerables al ataque
lel hongo en cuestidén. A esto se agrega la mayor diversidad
7 agresividad de las cepas que estan presentes en México (A;
/ Ag). Estas situaciones favorecen dque los dafios causados
>or este patdgeno sean mas severos en los cultivares

suropeos introducidos (Hoogan, 1989).

Sin embargo se puede observar dque los cultivares
ceportados en Europa con resistencia horizontal \Y%
:olerantes a P.infestans (Gigant y Alpha), resultaron ser
los cultivares con mayor grado de tolerancia al filtrado

6xico.
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En este mismo aspecto, los resultados obtenidos en

la presente prueba, coinciden de alguna manera con lo
sefialado por Bermudez (1998), ya que en su trabajo con
filtrados téxicos donde incluydé a los cultivares Alpha y
Nortefia, reporta a Alpha como tolerante al filtrado téxico,
y a Nortefia como susceptible. Sefiala ademds que al inocular
con zoosporas, la velocidad de crecimiento del hongo y por
lo tanto el grado de resistencia del genotipo al paréasito,
parece depender de la capacidad de la planta de resistir a
la accién de 1la toxina y que tal vez la reaccidn de
genotipos de papa a los filtrados téxicos del hongo
equivaldria a medir la resistencia a la colonizacidén de los
tejidos de la planta por el hongo, es decir se mediria el

grado de resistencia horizontal.

En la comparacién que se hace de los resultados
obtenidos con los filtrados téxicos con las pruebas de campo
en la regibén, también es importante considerar que 1los
mecanismos de defensa que muestran las plantas para
contrarrestar el dafio de 1los patdgenos bajo condiciones
controladas difiere a los que estas presentan en
condiciones naturales, ya que bajo condiciones de campo las
plantas activan otros mecanismos de defensa tales como la

produccidén de fitoalexinas, substancias que son producidas
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por la planta cuando es estimulada por un patdgeno y que son
téxicas para este Ultimo. Desde 1luego debe considerarse
también el efecto del medio ambiente tanto en la planta
como en el patdgeno; ademds de la constitucidén genética de

estos, asi como la amplia variacién patogénica del hongo.

En esta discrepancia en resultados también se debe
considerar que tal vez las toxinas producidas in vitro por
el aislado 97104 no corresponden a las toxinas producidas
bajo condiciones naturales por las cepas del hongo P.
infestans dque prevalecen en la regidn., y que la
resistencia a P. infestans puede estar dada por diferentes
mecanismos que actuan en forma independiente y por 1lo
tanto la prueba con filtrado téxico por si sola no es
suficiente para seleccionar genotipos tolerantes al hongo
mencionado pues no son el uUnico factor determinante de la
enfermedad. De acuerdo con estos resultados la prueba con
filtrados téxicos puede ser 1Util en la seleccidén de

genotipos con resistencia horizontal.

Los sefialamientos anteriores, indican que la amplia
variacién de P. infestans, conjuntamente con las condiciones
ambientales, influyen en forma determinante en la

inestabilidad del comportamiento de los cultivares bajo



133
condiciones de campo en cuanto a su respuesta a la
infeccién del patdégeno y se coincide con Wenzel et al.
(1984) en el sentido de que las técnicas no convencionales
deben ser usadas en forma complementaria en los procesos de

mejoramiento genético para resistencia a P. infestans.



CONCLUSIONES

Aunque se logrd inducir la formacidén de callo en
los cuatro cultivares utilizados, el cultivar AN-1 produjo
los callos de mayor peso Yy con 1las caracteristicas de
friabilidad, consideradndose por 1lo tanto un cultivar con

buena capacidad para formar callo en papa.

Se determindé ademds que el medio Engvild (1973) N&N
es el méas adecuado para la produccidédn de callos con las
caracteristicas ya seflaladas, y que la combinacidén del
cultivar AN-1 con el medio nutritivo Engvild (1973) N&N,
fue notoriamente superior al resto de las combinaciones

para la produccién de callos friables y de mayor peso.

En la prueba con filtrado téxico se determind que
el mayor crecimiento de los callos del cultivar AN-1 se
obtuvo en el testigo (0 por ciento) y en el medio con la
concentracién del 10 por ciento de filtrado, y que el
didmetro de 1los callos en estas concentracines fue muy
semejante entre si tanto en la primera como en la segunda

transferencia.
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Se observd ademés, que en la concentracidédn del 20

por ciento de la segunda transferencia, los callos
crecieron en forma més acelerada (10 veces mas) en 1los

Ultimos 11 dias que en los 23 dias iniciales.

En la prueba con filtrado téxico, se identificd a
Gigant como un cultivar con un alto grado de tolerancia al
filtrado, pues aln en la concentracidn del 100 por ciento
su dafio fue notoriamente inferior inclusive al grado de
dafio mostrado por el resto de los cultivares en la

concentracién del 25 por ciento (a excepcidn de AN-1).

Al comparar la respuesta de algunos cultivares al
filtrado con la que estos han tenido en condiciones de
campo tanto en la regidén como en su pals de origen (en el
caso de los cultivares europeos), se concluye que la prueba
con filtrado téxico puede ser util en 1la seleccidén de
genotipos con resistencia horizontal al hongo P. infestans,
pero es claro que de ningin modo es suficiente por si sola
para seleccionar genotipos resistentes al hongo mencionado,
pues la resistencia a las toxinas no es el uUnico factor

determinante de la incidencia de la enfermedad.
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Finalmente se concluye que las pruebas con filtrado

téxico deben considerarse como una forma complementaria en
los procesos de mejoramiento genético, pues tanto 1la
variacién del hongo <como las condiciones ambientales,
influyen de manera determinante en la inestabilidad de 1la
respuesta de los cultivares a la infeccidén del hongo bajo

condiciones de campo.



RESUMEN

El mejoramiento genético que tradicionalmente se
aplica en la generacién de variedades de mayor
productividad, generalmente requiere de elevadas cantidades
de insumos, principalmente pesticidas vy fertilizantes
quimicos. En este aspecto el empleo de técnicas
biotecnoldgicas pueden ser de gran utilidad para obtener
germoplasma disefiado para producir bajo ciertas condiciones
adversas tales como sequia, salinidad, bajas temperaturas,
enfermedades y otras. Esto indudablemente seria de gran
beneficio en la producciédn agricola ya que puede ampliarse
la superficie de siembra y se puede reducir
significativamente la aplicacidén de agroquimicos gque en
muchos casos representan una participacidén importante en el
problema de la contaminacién ambiental, ademés de elevar

los costos de produccién en forma considerable.

En la produccién de papa la principal limitante es

atribuida a la enfermedad conocida como tizdén tardio,
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causada por el hongo Phytophthora infestans, ya dque en
algunos casos se realizan hasta 30 aplicaciones
de fungicidas para su control. El dafilo que ocasiona este
pardsito puede ser mayor al 80 por cilento cuando no se
toman las medidas adecuadas. Segun la FAO, en 1994 se
gastaron alrededor de 4,000 millones de ddlares para su

control.

En los programas de mejoramiento genético es
importante considerar el uso de metodologias
complementarias que puedan ser aplicadas en condiciones de
laboratorio vy que contribuyan a que la seleccidén de
genotipos tolerantes se realice en forma més eficiente y
econdmica. Un método relativamente reciente que se aplica
en la seleccién de germoplasma resistente a enfermedades in
vitro e 1in vivo a nivel laboratorio es el uso de las
toxinas o filtrado téxico del patdgeno como agente
selectivo. Esta técnica proporciona condiciones ideales
para controlar las condiciones ambientales y de manejo,
ademas de ahorro de tiempo y espacio. La seleccidédn se puede
realizar en planta, callos, células en suspensidn y

protoplastos.
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El presente estudio se realizd con los objetivos
siguientes: 1)determinar el medio nutritivo en el cual los
cultivares de papa: Alpha, AN-1, Nortefia Y
produzcan callos de mayor peso y con caracteristicas de
friabilidad, 2)evaluar la respuesta de callos derivados del
clon AN-1 a diferentes concentraciones del filtrado téxico
procedente de la linea clonal 97104 del hongo Phytophthora
infestans, vy 3)determinar la respuesta de siete cultivares
de papa a la aplicacién de diferentes concentraciones de la

linea clonal mencionada.

En la evaluacién de los diferentes medios
nutritivos para la formacién de callo en los cuatro
cultivares de papa (Alpha, Nortefia, AN-1 y Mondial), se
logré producir callo con los cuatro medios utilizados
(Engvild 1973 N & N, Murashige & Skoog 1962, Stantz &
Steward 1959 B y Lam 1975) aunque los callos variaron en
cuanto a sus caracteristicas cuantitativas y cualitativas.
El anédlisis de 1la varianza detectd diferencia altamente
significativa en las fuentes de variacidén: cultivares,
medios nutritivos y en la interaccién cultivares/medios
nutritivos para las variables peso fresco y diferencia peso
fresco menos peso seco, pero no para la variable peso seco

en la interaccidén cultivares/medios nutritivos. La prueba
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de Tukey, reporta que el cultivar AN-1 fue estadisticamente
superior al resto de los cultivares en las variables peso
fresco y diferencia peso fresco menos peso seco. Por 1lo
que repecta a los medios nutritivos para las variables de
tipo cuantitativo evaluadas, sobresaliendo el medio Engvild
1973 N&N, el cual fue estadisticamente superior al resto de
los medios evaluados. En cuanto a la interaccidn:
cultivar/medio nutritivo, la prueba de Tukey detecta que la
combinacidén AN-1-Engvild 1973 N&N fue superior
estadisticamente al resto de los tratamientos evaluados en
las tres variables cuantitativas. Los callos producidos con
este tratamiento también reunieron las caracteristicas de

friabilidad.

Para evaluar el comportamiento de los callos en el
filtrado toéxico se realizaron dos transferencias. En esta
evaluacién se considerdé el crecimiento de diédmetro vy
coloracién de callo en las diferentes concentraciones del
filtrado. En la primera transferencia se hizo solo una
lectura a los 27 dias y se detectd que el crecimiento de
los callos fue muy similar en el testigo y en el medio con
el 10 por ciento del filtrado, pero en ambos medios el
didmetro de los callos fue notoriamente superior al crecido

en el resto de las concentraciones, y a su vez, el diametro
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de los callos desarrollados en el medio con el 20 por

ciento de filtrado fue ligeramente superior a los
medios con el 30 y 40 por ciento de filtrado. Para
evaluar la respuesta de los <callos en la segunda
transferencia se realizaron dos lecturas. La primera

lectura se realizé a los 23 dias y la segunda a los 34
dias. También se determindé la tasa de crecimiento de los
callos en los primeros 23 dias y a los 11 dias posteriores.
En general el comportamiento que tuvieron los callos tanto
en la primera como en la segunda transferencia fue muy
semejante, aunque considerando la tasa de crecimiento que
tuvieron en los primeros 23 dias y en los 11 ultimos dias;
se observa que los callos tuvieron un crecimiento mayor en
los Ultimos 11 dias ya que a excepcidén del testigo (0 por
ciento), la tasa de crecimiento del resto de las
concentraciones fue superior en la segunda lectura que en
la primera, sobre todo en 1la concentraciédn del 20 por
ciento ya que los callos crecieron casi 10 veces mads en un
lapso de 11 dias que lo gque crecieron en 1los 23 dias

iniciales en esa misma concentracién

Por lo que respecta a la respuesta de 1los
cultivares de papa a los diferentes niveles de

concentracién del filtrado téxico, el andlisis de varianza
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detecta diferencia altamente significativa en las fuentes
de wvariacidén cultivares, concentraciones de filtrado
téxico, y para la interaccién cultivares/concentraciones de
filtrado. De acuerdo con la prueba de Tukey el cultivar
Gigant es estadisticamente superior al resto de 1los
genotipos y estos a su vez son 1iguales entre si. Con
relacién al comportamiento promedio de 1los niveles de
filtrado en los distintos cultivares, se determind que los
mayores dafios en los cultivares fueron causados por el
nivel mas alto del filtrado (100 por ciento) y que el dafo
se incremento conforme se aumento el nivel de
concentracién. E1 cultivar Gigant se comporté como un
genotipo tolerante al filtrado del aislado 97104, ya que
aun en la concentracién del 100 por ciento su grado de
marchitez fue notoriamente inferior, inclusive al grado de
marchitez mostrado por el resto de 1los cultivares (a

excepcidén AN-1) en la concentracidédn del 25 por ciento.

El comportamiento que tuvieron los cultivares en el
filtrado téxico se compard con el que han tenido en pruebas
de campo en la regidén y en su pals de origen (en el caso de
los cultivares europeos). En el primer caso se observa dque

no hay coincidencia la respuesta ya que en condiciones
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naturales el cultivar Gigant (tolerante al filtrado
téxico), se comporta como un material susceptible al ataque
del tizén tardio, junto con Alpha, Atlantic y Mondial. Por
otra parte, los cultivares Nortefia y AN-1 (susceptibles al
filtrado tbéxico), se reportan en la regidn como cultivares
con mayor grado de resistencia que los mencionado
anteriormente. Sin embargo, si hay coincidencia cuando se
hace la comparacidén con la respuesta que tuvieron 1los
cultivares en su pals de origen ya que Gigant y Alpha se
reportan como tolerantes al dafio de P. infestans y son
considerados como cultivares que poseen resistencia
horizontal; Mondial por su parte se reporta Ccomo

susceptible.

De acuerdo con estos sefialamientos y otros
resultados donde se indica que tal vez la reaccidén de 1los
genotipos de papa a los filtrados téxicos del hongo
equivale a medir la resistencia a la colonizacidén de 1los
tejidos de la planta por el hongo, se puede interpretar que
con los filtrados téxicos es posible identificar cultivares

que poseen resistencia a P. infestans

De cualquier modo, es importante sefialar que 1los

mecanismos de defensa que presentan las plantas para

AANCO DFE TES
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contrarrestar el dafio de los patdgenos bajo condiciones
controladas difiere a los que estas presentan en
condiciones naturales, ya que bajo condiciones de campo las
plantas activan otros mecanismos de defensa tales como la
produccién de fitoalexinas, substancias que son producidas
por la planta cuando es estimulada por un patdgeno y que
son toéxicas para este ultimo y que 1la -discrepancia en
resultados tal vez se deba a que las toxinas producidas in
vitro del aislado wutilizado no correspondan a las
producidas bajo condiciones naturales por las cepas que
prevalecen en la regidén o que la resistencia a P. infestans
puede ser conferida por diferentes mecanismos que actdan en
forma independiente y que la prueba por si sola no es
suficiente para seleccionar genotipos tolerantes al hongo
mencionado. De acuerdo a estos resultados y a lo mencionado
por Wenzel et al. (1984), las técnicas no convencionales
deben ser usadas en forma complementaria en los programas
de mejoramiento y nunca deben reemplazar totalmente o ser

usadas independientemente del mejoramiento cléasico.
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