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La seleccion de plantas resistentes a enfermedades, en base a su reaccién a
las toxinas producidas por fitopatégenos es un método que se ha utilizado con éxito en
algunos patosistemas. En el caso de la seleccion de genotipos de papa (Solanum
tuberosum) resistentes a tizén tardio (Phytophthora infestans), este método de
seleccion ha sido poco estudiado y por lo tanto se desconoce el potencial que puede

tener en los programas de mejoramiento de la resistencia a la enfermedad.

En el presente estudio se evalud la reaccion de nueve genotipos de papa a la
inoculacién con zoosporas de dos cepas de Phytophthora infestans y al filtrado de
cultivos liquidos de estas cepas. Seis de los genotipos (676087, 750935, Tolloca\.n,
751259, 720088 y 573272) reaccionaron de manera similar al filtrado toxico y a la
inoculacién con zoosporas. Dos genotipos (Norteiia y Atzimba) fueron susceptibles al
filtrado toxico del hongo, pero resistentes a la inoculacién con zoosporas; el caso
contrario, es decir, resistentes al filtrado y susceptibles a zoosporas ocurrio en la
variedad Alpha. La discrepancia entre la reaccioén al filtrado y zoosporas sélo puede
explicarse si consideramos que existe mas de un mecanismo de resistencia y que
estos actuan de manera independiente. Por ejemplo la respuesta de resistencia de
Nortefia y Atzimba a la inoculacién con zoosporas parece ser el resultado de genes
mayores ( R ) que inducen la reacciéon de hipersensibilidad, evitando que el hongo
colonice el tejido de la planta. En estos casos la reaccién a la toxina no juega un papel
importante en la resistencia a la enfermedad, a menos que la raza del hongo posea el
gen de virulencia ( v ) que se acople al gen R para evitar la reaccion de

hipersensibilidad.

Los genotipos 676087, 750936, Tollocan, 751259. 720088 y 573272, no
reaccionaron de manera hipersensible a la inoculacion con zoosporas y el patégeno
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colonizé en mayor a menor grado el tejido de la planta. En estos casos, la velocidad de
crecimiento del hongo y por lo tanto el grado de resistencia del genotipo parece
depender de la capacidad de la planta de resistir a la accion de la toxina; si esta
interpretacion de los resultados es correcta, evaluar la reaccion de genotipos de papa a
los filtrados toxicos del hongo equivaldria a medir la resistencia a la colonizacién de los
tejidos de la planta por el hongo, es decir mediriamos el grado de resistencia

horizontal.

El dnico genotipo que no se ajusta a la hipétesis mencionada anteriormente, es
la variedad Alpha que resulto resistente al filtrado pero susceptible a la inoculacién con
zoosporas. Casos como este podria ocurrir cuando la toxina producida in vitro no sea
equivalente a la produccion en vivo, o bien cuando la resistencia de la planta a la toxina

sea inhibida por productos del metabolismo resultantes de la colonizacién del tejido.

Los resultados de este estudio indican que los filtrados de cultivos liquidos de
Phytophthora infestans podrian utilizarse para seleccionar in vitro 0 en vivo genotipos
de resistencia horizontal al tizén tardio de la papa, aunque se deben tomar las
precauciones necesarias para reconocer los casos en los que existe una relacion
directa entre la reaccion al filtrado téxico y a la inoculacion con zoosporas, como
sucedid en esta investigacion con la variedad Alpha. Es recomendable evaluar mas
extensivamente la relacién entre la respuesta al filtrado toxico y a la inoculacion con

zoosporas, para estimar la frecuencia en que ocurren discrepancias.
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The selection of resistant plants to diseases based n their reaction to toxins

produced by plant pathogens has been succesfull, in some pathosystems.



In the selection of resistant genotypes in potatoes (Solanum tuberosum) to late
blight (Phytophthora infestans), a few studies with this selection method have been
undertaken, by the way something is unknown about the potential use in the disease

resistance programs.

In this study we evaluated the reaction of nine genotypes of potatoes to either,
the inoculation with zoospores of two P. infestans strains, or filtrateds of liquid cultures
of this strains. Both, toxic filtrated and zoospores inoculation induced similar reaction in
six genotypes (676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088, and 573272). Two
genotypes (Nortefia and Atzimba) were susceptible to the toxic filtrated but they were
resistant to zoospore inoculation. The alpha variety was resistant to the toxic filtrated

but it was susceptible to zoospore inoculation.

The discrepancy between reaction to toxic filtrated or zoospores only can be
explained due there are several resistance mechanisms and each one acts of
independent way. For example, the resistant reaction in Nortefia and Atzinba to
zoospores inoculation could be the result of main genes (R) which induce
hypersensibility reaction and avoid fungus colonization in the plant. In this examples,
the reaction to the toxin does not play an important rol in the resistance to disease
unless the race of the fungus posses the virulence gen (v), wich can join to R gen and

avoid the hypersensibility reaction.

The genotypes 676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088, and 573272 didn't
show hypersensitive reaction with zoospores inoculation and in consequence the
pathogen colonized tissues in the plant. In this examples the fungus velocity growth and

the level of resistance of the genotype seems to depend of the resistance to the toxin
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by the plant. If this interpretation of results is correct, the evaluation of the reaction in
potato genotypes to the toxic filtrated of the fungus would be equal to measure the
resistance to the tissue colonization in the plants by the fungus or measure the level of

the horizontal resistance.

The hypothesis mentioned above is not true for the Alpha genotype, which was
resistant to the filtrated but it was susceptible to zoospores inoculation. This case would
have ocurrence when the toxin produced in vitro it is not be equal to the toxin produced
in vivo, or when the resistance of the plant to the toxin it is inhibited by metabolic

products resultants of the tissue colonization.

The results of this study indicate that the filtrated of the liquids cultures of P.
infestans could be utilized for in vitro or in vivo genotype selection with horizontal
resistance to late blight in potatoés. although neccesary wamings must to be taken for
recognizing the examples in which there is not a direct relation between the reaction to
the toxic filtrated and the zoospore inoculation like to the Alpha results. It is
commendable to evaluate more extensively the relation between the response of the

toxic filtrated and the zoospore inoculation for estimating frequency of discrepancy.
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.), se ubica dentro de los primeros
cultivos en produccién mundial, es una importante fuente de alimentacion de alto valor
nutritivo por unidad de superficie cosechada, superado Unicamente por el trigo, arroz y
maiz; destinandose a su cultivo 22 millones de hectareas con una produccién total de
293 millones de toneladas; siendo los principales paises productores: URRS, POLONIA,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA y REPUBLICA POPULAR DE CHINA, en tanto que
para INGLATERRA, HOLANDA, ALEMANIA y SUECIA la papa constituye un alimento

basico (SARH, INIFAP, CIFAP, 1989; Valadez, 1992).

El cultivo de papa en México crecié en los ultimos 50 afios por su alto rendimiento
unitario y su gran demanda en el mercado. Se reporta para 1994 una superficie total
cultivada de 61,167,186 toneladas, con un rendimiento promedio de 19.084 ton/ha

(INEGI, 1995).

El abastecimiento nacional se origina principalmente en 15 estados, Puebla, Edo.
de México, Veracruz, Chihuahua, Sinaloa, Tlaxcala, Michoacan, Baja California Norte,
Sonora, Guanajuato, Nuevo Leén, Hidalgo, Aguascalientes, Durango y Jalisco;
destacando en los ultimos afios Coahuila y Nayarit por sus altos rendimientos por

hectarea (DEGEA, 1981; Valadez, 1992).
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En la region de Navidad, Nuevo Ledn y Coahuila, se destina gran parte de su

superficie (5,221 ha) a la explotacion de este cultivo y se produce un rendimiento medio
comercial de 37 ton/ha; ademas se genera una gran cantidad de mano de obra, por lo

que adquiere mayor importancia regional (INEGI, 1995).

La produccién de papa en algunas partes del mundo, esta en funcién de la
tecnologia apropiada al cultivo y principalmente del control que se tenga de la
enfermedad llamada tizén tardio causado por Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, ya
que por ser muy devastadora, puede provocar de un 80 hasta un 100 por ciento de
pérdidas en caso de variedades susceptibles, cuando no se logra un control adecuado

de la enfermedad.

Tal es el caso de la regién papera del Sur de Nuevo Ledn y Coahuila, donde se
destina hasta el 15 por ciento del costo del cultivo al control del tizén tardio, llegando a
realizar de 21 a 40 aplicaciones de fungicidas por ciclo, incrementando costos de
produccion y contaminacién ambiental, aun asi el 20 por ciento de pérdidas en el

rendimiento total regional se le atribuye a dicho hongo (Parga, 1989).

Dada la magnitud de los dafios ocasionados por Phytophthora infestans, el
abuso en las aplicaciones de fungicidas, como unica alternativa de lucha contra esta
enfermedad y el avance desproporcionado de la epidemia; resulta indispensable la
obtencién de variedades resistentes, requiriéndose para ello materiales que puedan
servir como fuente de resistencia a dicha enfermedad. El esfuerzo de fitomejoradores de
plantas en encontrar y desarrollar métodos eficientes, rapidos y econdémicos para

encontrar especies de plantas cultivadas resistentes a las enfermedades, ha sido un
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proceso largo y continuo, ya que la capacidad de los organismos fitopatégenos de mutar

hacia razas fisiolégicas virulentas, capaces de competir con los genes que contienen la
resistencia, hace que en pocos afios ésta se pierda, reapareciendo la susceptibilidad
(Allar, 1980). El combate de la enfermedad mediante resistencia genética es mas
ventajosa para el agricultor. Se han determinado amplias diferencias de susceptibilidad a
Phytophthora infestans en condiciones de infecciéon natural, asi como bajo diversos

métodos de inoculacion artificial (Guzman et al., 1966).

Al respecto diversas investigaciones indican que con las exposiciones de plantas
de papa al filtrado téxico del hongo Phytophthora infestans bajo condiciones de
laboratorio, es factible evaluar la resistencia de un mayor numero de plantas en un

tiempo relativamente corto.

En base a los conceptos anteriores, se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia de diversos genotipos de papa Solanum tuberosum al

hongo Phytophthora infestans.
OBJETIVOS PARTICULARES

a) Comparar dos métodos para evaluar la resistencia al tizon tardio en papa.

Aplicacion de filtrado toxico y suspensiéon de zoosporas.



aq
b) Evaluar la resistencia de genotipos de papa a dos cepas de Phytophthora

infestans.
HIPOTESIS
c) El uso del filtrado téxico y suspension de zoosporas procedentes de
Phytophthora infestans en plantas de papa nos permite seleccionar genotipos resistentes

a tizén tardio.

d) Las cepas de Phytophthora infestans se comportan ‘de manera diferente en

cuanto a su patogenecidad.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del Cultivo de la Papa

Origen y Distribucién del Cultivo

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de la region fria y montafosa de
los Andes de América del Sur, donde ha servido como parte principal de la dieta del
habitante nativo por siglos o milenios, no obstante resulta dificil determinar el lugar exacto
de su procedencia. Su existencia data desde los afios 2500 a 500 A.C., probablemente

en el Altiplano cerca del lago Titicaca (Hawkes, 1944).

Vavilov (1951) y Yamaguchi (1983) consideran a la papa, originaria de la parte
alta de los Andes en América del Sur, Peru, Ecuador, Bolivia y Colombia. Mientras que
Ross (1986) menciona que la papa tiene dos centros de diversidad, los Andes de Bolivia,

Peru y la regién montafosa de México.

Posteriormente la papa fue introducida a Europa a fines del siglo XVI,
inicialmente en Espafia, extendiéndose después a Portugal, italia, Alemania y Francia; no
encontrando aceptacion general como cultivo, hasta mediados del siglo XVl (Moreno
1970). Aunque Hawkes (1978) indica una segunda introducciéon a Europa en 1587 a

Irlanda donde fue bien recibida desplazando otros cultivos.
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La papa cultivada, género Solanum contiene cerca de 2,000 especies distribuidas

por todo el mundo. Solanum tuberosum tiene siete especies cultivadas y ciento cincuenta

y cuatro especies silvestres oficialmente reconocidas (Harris, 1978).

Casseres (1966) menciona a Solanum tuberosum L. y Solanum andigenum,
como especies tetraploides cultivables a nivel mundial cuyo namero cromosémico basico

es N=12.

Niederhauser (1986) reporta numerosos tipos de Solanum tuberiferos en
Ameérica del Sur, Central y en México. Se encuentran en estas zonas diversos grados de
poliploidia, lo mismo que especies silvestres al lado de las cultivadas. Los diploides (2n=
24) se cultivan en Colombia, entre los 1000 y 2000 m, de los que destaca el Solanum
phureja. El Solanum commersonii cultivado en Uruguay es triploide, Solanum tuberosum
y el Solanum andigenum son tetraploides (4n= 48), y el Solanum demissum (espontaneo

en México) es hexaploide (6n= 72).

En México, las especies silvestres de este cultivo fueron reconocidas en la
segunda década del siglo pasado, la primera fue Solanum bulbo castanum, siguiéndole

Solanum estolonifera y Solanum berucosum, posteriormente se identificaron Solanum

demissum y Solanum cariophillurm en 1948.

Estudios citolégicos mas recientes, indican que en nuestro pais existen los
representantes de la serie poliploide (24, 36, 48, 60 y 72 cromosomas); sin embargo, solo
Solanum demissum, Solanum antiporieccti y Solanum ajuscoense son susceptibles de

cruzamientos con las papas cultivadas actualmente.
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Segun Hawkes (1958) el género Solanum, contiene el mayor numero de

especies en el reino vegetal y su distribucion es mundial. Encontrandose la mayor
concentracién de especies en el continente Americano como ocurre en general con la
familia Solanacea (Montaldo, 1984).
/
En México, la papa se cultiva desde 15 msnm, como algunas zonas de Baja
California Norte, Sonora y Sinaloa; hasta los 3000 msnm en sierras y valles altos del
estado de Meéxico, Tlaxcala y Puebla; sin embargo es mas frecuente encontrarla a

altitudes de 1300 a 2200 msnm (Valadez, 1992).

Caracteristicas Botanicas

La papa es una planta anual y perenne de tipo herbaceo arbustiva, alcanza una

altura entre 40 y 80 cm y un ciclo vegetativo de tres a cinco meses (Tamaro, 1980;

Valadez, 1992; SEP,1984). La raiz es gruesa y pivotante en un principio y después forma
un sistema radical fibroso y muy ramificado, alcanzando a desarrollar de 90 a 120 cm
tanto vertical como lateralmente encontrandose la mayoria de las raices en los primeros
40 cm del suelo. Las raices no tienen la posibilidad de producir tubérculos (Tamaro,

1980; Montaldo, 1984; Edmodn et al., 1967).

La papa produce 2 tipos de tallos, uno aéreo y otro subterraneo. El tallo aéreo es
normal de tipo herbaceo, erecto, poco velloso y con ramificaciones no muy desarrolladas.
Los subterraneos son tallos modificados, que se llaman tubérculos, que empiezan como
un estolén que se engruesa por la planta y que luego forma el tubérculo. Los tubérculos

son esféricos, subglobosos o elipsoidales y constituyen la parte comestible de la planta,
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pesando de 50 a 500 gr, son de color blanco o amarillo en la parte interna y con la

cascara delgada, papiracea y morena con tonalidades amarilla, roja, rosada, violeta o
blanco segun la variedad. Cada tubérculo posee un cieto numero de yemas u 0jos,
situados en pequefias depresiones y mas cercanos al vértice o corona que a la base del

tubérculo (Edmon et al., 1967; Tamaro, 1980; Messian, 1979 y Valadez, 1992).

Las hojas son de tipo compuesto, con varios foliolos opuestos y uno grande
como terminal, son un poco vellosas, en las axilas que forman las hojas con el tallo salen

las yemas vegetativas (Garcia, 1959; SEP, 1984).

Las flores, blancas, rosadas o violetas estan dispuestas en cimas corimbiformes,
provistas de largos pedunculos. Las flores individuales son perfectas, hermafroditas (de

simetria radial) de 2.5 a 3 cm de diametro; el caliz es gamosépalo, pentadentados (de

cinco sépalos). La corola es rotacea con cinco I6bulos agudos (pétalos) dispuestos

horizontalmente, a manera de rueda, proyectados como los rayos de una estrella; el
andréceo con cinco estambres con filamentos cortos y blancos, cada estambre posee
dos anteras de color amarillo palido, amarillo fuerte o anaranjado. Las anteras forman un

cono alrededor del estilo; el gineceo tiene ovario supero, bicarpelar, bilocular y

multiovulado (Edmond et al., 1967; Montaldo, 1984).

Los frutos son bayas globosas, primero de color verde y mas tarde violaceas,
tienen un didmetro aproximado de dos cm, cada fruto contiene numerosas semillas
blancas y aplastadas. Conservan su poder germinativo durante 9 a 28 anos (Montaldo,

1984; Casseres, 1981).




Necesidades Climaticas

Es una planta semirresistente al frio, pero que no tolera heladas. Las
temperaturas 6ptimas ambientales para obtener los maximos rendimientos son de 15.5 a
18.5 °C. La temperatura 6ptima del suélo para la emergencia es de 22 °C; temperaturas
altas retardan su emergencia. Se reporta que temperaturas de 16 °C por la noche y
mayores de 18 °C por el dia arrojan los rendimientos mas altos y la cantidad de almidén
mas elevada; cabe mencionar que esta relacién de temperaturas también depende del

cultivar.

Se ha comprobado que el fotoperiodo y la temperatura afectan la formacién del
tubérculo; en dias largos la formacion de tubérculos ocurre si la temperatura nocturna es
inferior a 20 °C, siendo la éptima de 12 °C (Yamaguchi, 1983). Asimismo, se menciona
que para obtener una buena calidad de papa (relacion almidén/azucares) en el dia deben
presentarse temperaturas altas (26 °C) con buena luminosidad y temperaturas nocturnas
de 12 a 16 °C durante el crecimiento vegetativo. La meta que se persigue es que debe
existir mayor concentraciéon de almidén que de azucar en el tubérculo (Valadez y De

Alba, 1985).

Requerimientos de Suelo y Fertilizacion

La papa se desarrolla bien en suelos francos y arenosos, con buen contenido de
materia organica y éptimo drenaje. En lo referente al pH, la papa esta clasificada como
altamente tolerante a la acidez, teniendo valores de pH= 6.5-5.0. Es una hortaliza

tolerante a la salinidad, con valores de 64 000 a 2560 ppm (10 a 4 mmho) (Richards,
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1954; Maas, 1984). En lo que respecta a la fertilizacion la papa extrae del suelo

principalmente los elementos N, P, K, Ca, Mg (Valadez, 1992).

Antecedentes y Distribucién del Tizén Tardio

El tizén tardio de la papa Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, puede
considerarse universal, se localiza en todas las regiones donde se cultiva la papa,

haciendo acto de presencia cuando las condiciones ambientales son propicias (Walker,

1965).

El hongo Phytophthora infestans, es el organismo causal de la enfermedad mas
devastadora del cultivo de papa conocida comunmente como tizén tardio, "chahuixtle" o

"quema"” (Parga, 1989).

Reddick (1932), Niederhauser (1986) y Fernandez (1985) iindican que
Phytophthora infestans es originario de México, ya que en este pais se encuentra una
poblacion de razas altamente especializadas. A su vez Montaldo (1984) menciona que
el hongo se encuentra en forma permanente en el valle de Toluca y es probable que
halla existido ahi por cientos de afios; ademas Mendoza y Pinto (1985) y Agrios (1985)
indican que 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 se le conoce no solo como la fuente principal de germoplasma para la
resistencia al tizén tardio, sino que también es reconocido como la fuente uUnica de
material genético del mismo Phytophthora infestans para el estudio de su genética y de

los mecanismos, tanto sexuales como asexuales, responsables de su variabilidad.
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Heald (1933) y Walker (1957) concuerdan en que el tizon tardio de la papa fue

introducido a Europa y Estados Unidos entre 1830 y 1840. Después de 1940, el

microorganismo sali®6 de alguna manera de su enclave biolégica y se diseminé por

todo el mundo con una velocidad alarmante (CIP, 1993).

De los agentes patdégenos, ninguno ha tenido un impacto social tan fuerte como
el del tizén tardio, durante 1845 y 1846 ocasiond la muerte por hambre vy
emigracion de millones de Irlandeses a Ameérica, al ser devastados los cultivos de
papa (Montaldo, 1984), ademas ha ocasionado dafios de considerable importancia en

muchos paises de Europa, Asia, Africa y América (CIP, 1993).

Ubicaciéon Taxonémica y Caracteristicas del Patégeno

Alexopoulos y Mims (1985) mencionan que de la clase Oomycetes los hongos
mas complejos son los parasitos de plantas terrestres, siendo el orden peronosporales el

mas especializado de esta clase y en donde se encuentra clasificada la familia

Pythiaceae.

Mendoza y Pinto (1985) y Romero (1988), describen el micelio del hongo como

X
liso, poco ramificado con un promedio de 9.2 micras de didametro, con hifas cenociticas y
robustas; esporangiéforos abundantes, en simpodio compuesto, con hinchamientos en
las ramas donde nacen los esporangios, de crecimiento indeterminado; esporangios
ovales a elipticos, alimonados, con papila inconspicua, deciduos. El esporangio germina,
ya sea directamente, mediante un tubo de germinacion o por medio de zoosporas, el

tamario del esporangio es extremadamente variable de 29x19 micras en promedio.
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Es una especie con oogonios esféricos lisos, globosos, terminales y activos, de
38 a 50 micras; el anteridio es anfigeno y pasivo; oosporas lisas, de paredes gruesas

esféricas, apleréticos de 25 a 35 micras de diametro; especie heterotalica.

Alexopoulos y Mims (1985) describen a Martius 1842, como el primer

investigador en ocuparse de la taxonomia de Phytophthora infestans y le dio el nombre

de Gangrena tuberum solani: en 1845, Montagne lo clasific6 como Botrytis infestans;,

Unger, en 1847, lo cambié al género Peronospera, hasta que finalmente, Anton De Bary,

en 1875 propuso el nuevo género Phytophthora (del griego phyton-planta,

phteiros-destructor).

De acuerdo con Aleuxopoulos y Mims (1985), la ubicaciéon taxondémica de

Phytophthora infestans es la siguiente:

Reino Mycetae
Division  Mastigomycota
Subdivisién Diplomastigomicota
Clase Oomycetes
Orden Peronosporales
Familia Pythiaceae
Género Phytophthora

Especie [Infestans
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Sintomas de la Enfermedad

La enfermedad puede presentarse en cualquier estado de crecimiento de la
papa y cualquier parte de la planta puede ser afectada. La marchitez general es lo mas
comun, caracterizada por una banda café obscuro del tallo la cual se extiende del suelo

hacia arriba.

Agrios (1985) cita que los sintomas de la enfermedad en un principio toman la
apariencia de manchas aguanosas circulares o irregulares y por lo comun aparecen en
las puntas o bordes de las hojas inferiores. En tiempo humedo, las manchas se
extienden con rapidez y forman zonas pardas y atizonadas que presentan bordes
irregulares. Al nivel del borde de las lesiones en el envés de las hojas, se forma una
zona blanca constituida por hifas del hongo. Poco después los foliolos son infectados
mueren y se hacen flacidos. En condiciones prolongadas de humedad, todos los 6rganos
tiernos y aéreos de las plantas se marchitan y se pudren con gran rapidez. El
marchitamiento se debe a una secrecién de toxinas del hongo y al taponamiento de los

vasos conductores (Mendoza y Pinto, 1985).

En climas secos, las funciones del hongo se inhiben, las lesiones existentes
dejan de extenderse, se ennegrecen, enrrollan y marchitan, de ahi que el hongo ya no se
desarrolle mas en el envés de las hojas. Cuando retornan las condiciones favorables de
clima, el hongo se reactiva, volviendo a reaparecer los sintomas y el progreso de la
enfermedad. Cuando en un campo los sintomas de marchitez foliar avanzan con rapidez,
llega a percibirse un olor caracteristico, ligeramente acre, lo que constituye un aviso de

que la enfermedad entré en una fase peligrosa (Walker, 1965).
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Los tubérculos que han sido infectados muestran en un principio manchas mas o

menos irregulares y de un color parduzco o entre negro y purpura. Cuando se cortan, el
tejido afectado tiene apariencia aguanosa, presenta un color obscuro o un tanto pardo
rojizo y se extiende de cinco a quince mm en la pulpa del tubérculo; mas tarde, las zonas
afectadas adquieren una cierta firmeza, se secan y reabsorben en un cierto grado.
Dichas lesiones pueden ser pequefias o bien pueden comprender casi toda la superficie
del tubérculo sin que se extienda mas adentro de este ultimo. Sin embargo, la pudricién
continua desarrollandose después de que los tubérculos han sido cosechados y algunas

veces durante el almacenamiento.

Posteriormente los tubérculos infectados pueden ser invadidos por hongos y

bacterias secundarios que producen pudriciones blandas, dandole a las papas podridas

un olor desagradable y putrefacto.

Epidemiologia

El desarrollo epidémico del tizon tardio depende en gran parte del efecto que
tiene la humedad y la temperatura sobre los distintas etapas del ciclo de vida del hongo.
Reddick y Mills (1938) reportarén que la infeccién en el campo es mas efectiva en
presencia de bajas temperaturas y alta humedad, sin embargo puede realizarse bajo un

amplio rango de condiciones ambientales.

Los esporangios de esta especie son extremadamente sensibles a la desecacion.
Cuando la humedad relativa cae muy por debajo del 100 por ciento, los esporangios

mueren en unas pocas horas (Walker, 1965). En presencia de agua, el esporangio
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germina, ya sea directamente, mediante un tubo de germinacion que penetra por el

estoma e infecta la hoja, o por medio de zoosporas. Los esporangios son capaces de
germinar dentro de un amplio rango de temperatura, desde 1.5 hasta 24°C. No obstante,
por encima de los 20°, los esporangios pierden su viabilidad de una a tres horas en aire
seco, y de cinco a 15 horas en aire himedo. La germinacion de los esporangios sélo se
produce cuando hay rocio o un cierto volumen de agua sobre las hojas de las plantas y
dentro del rango de temperatura comprendido entre 10 y 15 °C, puede concluir al cabo

de media hora o dos como maximo.

Una vez que los esporangios han germinado, se requiere de un periodo de dos a
dos horas imedia a una temperatura que va de 15 a 25 °C para que se produzca la
penetracién de los tubos germinales en los tejidos del hospedero. Después de haber
penetrado en los tejidos, el micelio del hongo se desarrolla con mayor rapidez dentro del
rango de temperaturas de 17 a 21 °C, el cual es también optimo para que pueda
esporular (Agrios, 1985). Favorece la germinacién abundante de esporangios una

humedad del 100 por ciento y temperatura de 16 a 22 °C (Alexopoulos et al., 1985).

Wallin (1962) en Estados Unidos de Norteamérica, sugiere que existen
condiciones para la infeccién cuando se 'registra 90 por ciento o mas de humedad
relativa, en 10 horas con temperaturas entre 15 y 25 °C, 6 12 horas con temperaturas
entre 12.5 y 15 °C, 6 14 horas con temperaturas entre 7.2 y 11 °C. Todo esto siempre y
cuando la temperatura maxima durante las siguientes 24 horas no exceda de 35 °C. El
desarrollo del hongo en diferentes medios de cultivo artificiales, segun Crosier (1934), es
éptimo con temperaturas de 21 °C, pero admite que entre 18 y 24 °C tambien es

favorable. Las temperaturas criticas son de tres 6 30 °C.
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Ciclo Bioldgico

Agrios (1985) y Villarreal (1972) mencionan que el hongo pasa el invierno en
forma dev micelio en tubérculos infectados. El micelio se dispersa en el tejido del tubérculo
hasta llegar a las yemas o brotes y cuando estos tubérculos son plantados en
condiciones favorables, al emerger la planta el micelio se propaga hacia el tallo a nivel
de la region cortical, dando como resultado el colapso de las células de esa zona. Mas
tarde el micelio se desarrolla entre las células medulares del tallo, ‘produciendo
esporangiéforos que emergen a través de los estomas de las hojas y del tallo y se

proyectan fuera de ellos.

Los esporangios que se forman sobre los esporangioforos se desprenden y son
diseminados por la lluvia y viento cuando han llegado a la madurez (Hirst y Stedman,
1965). Al depositarse sobre las hojas o tallos humedos, los esporangios germinan y
producen nuevas infecciones. El tubo germinal penetra la cuticula de la hoja o entra a
través del estoma y forma un micelio que crece profusamente entre las células, el cual
envia largos haustorios enrollados hacia el interior de ellas. Las células en las que el
micelio se nutre tarde o temprano mueren y conforme empiezan a degradarse, el micelio

del hongo se propaga periféricamente en los tejidos carnosos de las hojas.

Al cabo de unos cuantos dias después emergen nuevos esporangioforos a través
de los estomas de las hojas, produciendo numerosos esporangios. En condiciones de
humedad, los esporangios son arrastrados de las hojas y transportados hacia el suelo,
infectando a los tubérculos por medio de las zoosporas que han sido liberadas y que

germinan, y penetran en ellos a través de heridas o lenticelas.
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En clima favorable, el periodo comprendido entre la aparicion de la infeccién y

formacién de los esporangios puede durar tan soélo cuatro dias y como consecuencia,

pueden producirse en una sola estacién de crecimiento nuevas infecciones y numerosas

generaciones sexuales del hongo (Barr y Désaulniers, 1990).

Reproduccion

El hongo Phytophthora infestans puede presentar el tipo de reproduccion tanto
asexual como sexual. Se reproduce asexualmente, en forma indirecta por zoosporas, 0O
directamente por los esporangios. Los esporangios pueden germinar directamente
mediante la produccion de un tubo germinativo, o indirectamente produciendo un namero
variable de esporas, llamadas zoosporas cuando son flageladas y esporangiosporas
cuando no lo son. EIl tipo de germinacion esta considerablemente regulado por la
temperatura, las temperaturas bajas favorecen la produccién de zoosporas; las

temperaturas mas altas, la produccion de un tubo de germinacion.

La temperatura optima para la germinacién directa (mediante tubo de
germinacion) es de 24 °C; en tanto que para la germinacion indirecta es de 12 °C. Las
zoosporas nadan en la pelicula de agua durante 15 minutos a alta temperatura (24°) y
hasta 24 horas cuando la temperatura es mas baja (12°). Una vez que las zoosporas

entran en reposo, se enquistan y germinan, cada una mediante un tubo germinal.

El tubo germinal produce un apresorio, érgano hifal aplanado, adherido a la
superficie, a partir del cual se forma una diminuta cufia de infeccion que se clava y

penetra en la célula epidérmica del huésped (Pristou y Gallegly, 1954).
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El estado sexual es citado por primer vez por Clinton (1911), reportando la

obtencién de oosporas en medio de cultivo puro. En 1959 Graham et al., reunieron 104
aislamientos o cepas de Phytophthora 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 lo que concluyeron que Phytophthora infestans es una especie heterotalica.
A su vez Gallegly y Galindo (1958-1960), reafirman tal sugerencia mencionando que el
hongo requiere lineas sexuales diferentes, y puesto que cada nucleo de Phytophthora
infestans ha heredado potencialidad para la formacion de los dos sexos (oogonio y
anteridio), es evidente que ésta es controlada por factores de compatibilidad,
denominandose A-1 al cosmopolita y A-2 al que sélo ha sido hallado en México. La
reproduccion sexual tiene lugar por conjugacién de anteridios y oogonios de tipos de
apareamiento opuestos, el anteridio en desarrollo es atravesado por el oogonio, que
crece a través de él, llegando a formar una oospora (Pethybridge y Murphy, 1913), en
caso contrario puede continuar su ciclo asexual formando esporangios en los tejidos
infectados para luego 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 (Gallegly y Galindo, 1958; Ramirez y

Romero, 1980; Alexopoulos et al., 1985).

CIP (1993) menciona que lo que mas preocupa a los cientificos agricolas es que

la nueva variante (A-2), representa un problema de mayor grado e intensidad:

Primero, es mas agresiva porque causa epidemias mas severas de la

enfermedad y en etapas mas tempranas del cultivo.



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 afos e incrementan los
niveles de indculo. Esta caracteristica significa una adaptacion mas rapida al ambiente y
a las medidas de control. Las oosporas pueden infestar al suelo y prolongar por arios la
permanencia del tizén tardio, considerando que “La persistencia de las oosporas puede
ser desastrosa".

ar papa y tomate al

En cuarto lugar, algunas variantes del hongo pueden atac

mismo tiempo, y esto dificulta ain mas el control.

Razas Fisioldgicas

Las razas de Phytophthora infestans han sido una de las barreras sobre las que
se han concentrado los esfuerzos de los genetistas para lograr variedades mejoradas de
papa, con alto nivel de resistencia al hongo. Segun Salaman (1949), los primeros
intentos para resistencia se iniciaron en 1851 entre variedades de Solanum tuberosum,

pero la resistencia obtenida no duré mucho tiempo. En 1930 se habian logrado clones

con un nivel de resistencia aceptable.

Al intervenir Solanum demissum como portador de genes de resistencia, se
pensé resuelto el problema, pero los clones obtenidos fueron atacados por nuevos
biotipos. Esta habilidad patogénica, puso de manifiesto la existencia de razas

fisiolégicas.
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Variedades logradas por Reddick et al. (1938) en Estados Unidos que se

comportaban como resistentes en ese pais, fueron susceptibles en el valle de Toluca. Al
trascurso del tiempo a las nuevas variedades les sucedid el mismo fendmeno,
llegandose a la conclusiéon de que Phytophthora infestans, como ya desde 1919 se habia
sospechado, es capaz de cambiar su poder patégenico, formando por mutacion u otros

mecanismos nuevas razas fisioldgicas (Graham et al., 1959).

La prueba final de esta hipétesis fue lograda por Black (1954), Mills et al. (1952),
quienes mediante cruzas con Solanum demissum sintetizaron una serie de diferenciales
en base a cuatro genes mayores de resistencia (R1, R2, R3, R4). La incorporacién de
estos genes en todas las combinaciones posibles dio como resultado una serie
compuesta de 16 clones, los cuales constituyen la serie de diferenciales que se utilizan
para separar a 16 razas fisiolégicas de Phytophthora infestans. La designacion de las
razas se adapté a la nomenclatura internacional propuesta por Madison en 1953; la cual
corresponde al genotipo que es capaz de atacar. Asi, si una cepa pura ataca al

diferencial R4 solamente, esta raza se designa como raza cuatro.

Mills y Niederhauser (1953), De la Fuente (1955), mencionan que en México se

encuentran todas las razas del hongo conocidas.

Mecanismos de Resistencia

En general, las plantas contrarrestan el ataque de los patogenos ya sea mediante
caracteristicas estructurales que actuan como barreras fisicas e impiden que el patégeno

penetre y se propague en ellas, o por medio de reacciones bioquimicas que tienen lugar
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en sus células y tejidos, las cuales producen sustancias téxicas para el patégeno o crean

condiciones que inhiben su desarrollo (Gaiiman, 1954 y Akai, 1959; Nelson 1973).

Las plantas de papa presentan dos tipos de resistencia al tizén tardio: resistencia
vertical o monogénica que esta dirigida contra razas especificas del patégeno y se debe
a la condiciéon hipersensitiva del protoplasma, originada por la presencia de genes
mayores y el otro tipo es llamado resistencia poligénica, horizontal o de campo; en este
caso cualquier raza del hongo puede infectar al hospedante, pero el periodo de
incubacién se alarga, la esporulacién es escasa y las hojas mas viejas y cercanas al
suelo son las que se ven afectadas. En esta forma las plahtés no son seriamente

danadas (Niederhauser et al., 1956).

La reaccién de las plantas de papa 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
patégeno. En variedades resistentes el patégeno puede penetrar la pared celular, pero
tan pronto como el haustorio hace contacto con el protoplasma de la célula huésped, el
nucleo de ésta se desplaza hacia el sitio de penetracién y en poco tiempo se desintegra y
aparecen en el citoplasma granulos pardos, primero en torno al patégeno, 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 nucleos se desintegran y forman una masa
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homogénea. En la mayoria de los casos las hifas no sobrepasan esta fase y se detiene la

infeccion.

El tipo de defensa necrética 6 hipersensitiva es bastante comun en hongos. Al
parecer, los tejidos necréticos aislan al‘ parasito obligado de las sustancias vivas (de las
cuales depende por completo para nutrirse, crecer y propagarse), lo cual conduce a su
inanicion y muerte. La hipersensibilidad, en el caso del tizén, ha sido atribuida a la

infiltracién de las células susceptibles por compuestos fendlicos o fitoalexinas.

Las fitoalexinas son sustancias fungitoxicas que las Aplantas producen en
cantidades apreciables sélo después de haber sido estimulados por ciertos
microorganismos, o bien después de haber sufrido dafios causados por agentes
quimicos o mecanicos que inhiben el desarrollo de la planta misma. Las fitoalexinas
incluyen varios compuestos tales como la ipomeamarona, el orquinol, la pisatina, la

faseoalexina vy la risitina (Agrios, 1985).

Muller y Bérger (1940), demostraron por primera vez la existencia de estas
sustancias en experimentos sobre relaciones parasito-hospedero entre algunas
variedades de papa y razas del hongo del tizon Phytophthora infestans. Inocularon
plantas resistentes de papa con zoosporas del hongo y obtuvieron una respuesta rapida,
la cual consistia en la muerte de las células hospedantes antes del establecimiento del
hongo, es decir, hubo una reaccién de hipersensibilidad. De éstas y otras observaciones,
Muller y Borger postularon que dicha respuesta es debida a la formacion de substancias
fungitoxicas a las que llamaron fitoalexinas. Las fitoalexinas producidas por la planta de

papa son: acido clorogénico, risitina, faseolina, fituberina.
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Es probable que cuando mas rapido mueran las células del hospedero después

de haber sido infectadas, se haga mas resistente a esa infeccion (Agrios, 1985).

Niederhauser et al. (1954) concluyeron que la resistencia especifica al tizon
tardio no provee suficiente proteccién en ambientes mexicanos. Es notorio que la
resistencia, determinada por genes R en las variedades de papa, es vencida por nuevas
razas del hongo, por lo que en la actualidad casi todo el mejoramiento genético esta
basado sobre la resistencia general, que dependiendo de un mayor nimero de factores

ofrece mas estabilidad de las variedades y menos peligro de pérdidas sorpresa.

Se ha sabido que esta resistencia existe en las ESS 'y ha sido usada en
mejoramiento genético por mucho tiempo, sin embargo, es dificil lograr a la vez transferir
suficiente grado de resistencia general a variedades y que también sean aceptables en

otros aspectos.

Segun Niederhauser y Mills (1953), Black y Gallegly (1957), investigando la
resistencia de un ntimero elevado de formas de Solanum demissum y otras especies de
este género, encontraron altos niveles de resistencia mostrando que su composicion

heterocigota permitia controlar la enfermedad.

Asi, todas las formas de resistencia en las que se excluye la reaccién de
hipersensibilidad, puede considerarse como resistencia a campo o poligénica. Esto
puede explicarse como un complejo, debido a caracteristicas morfolégicas y/o fisioloégicas
de la planta que permiten mayor tolerancia a la invasién, y que confieren resistencia a

todas la razas (Hodgson, 1962).
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Segun Schaper (1951) la resistencia parcial es debida a un mayor periodo de

incubacién del patégeno. Black et al. (1957), Heidrick (1960), Jeffrey et al. (1962),
Knutson (1962), Thurston et al. (1962), Van Der Zaag (1959), encontraron que la
resistencia parcial se caracteriza por el mayor tiempo que toma el patégeno para
penetrar y producir la infeccion. Esta resistencia esta fuertemente influenciada por las
condiciones ambientales, variacion de la virulencia del patégeno, concentracién del

indculo, temperatura, humedad relativa, fertilidad del suelo y edad de la planta.

Lapwood (1961) cita que variedades tardias son mas resistentes que las
tempranas, mencionando que el hongo avanza muy lentamente en ellas y la produccion
de esporas es menor. Destaca que la infeccion en los cultivos no depende solamente de
la susceptibilidad de huésped, si no también de los factores que controlan la persistencia
de las gotas de agua, asi, entre otros, la naturaleza de la superficie de la hoja, el tipo de
crecimiento de la planta y el tipo de follaje de las plantas (compacto o abierto). La
resistencia poligénica resulta mas dificil de estudiar, puede variar cuantitativamente en
diferentes selecciones y no permite facilmente un analisis genético. Mas sin embargo,
Guzman (1964), Guzman, Thurston y Heidrick (1966) indican que puede conocerse el
tipo de resistencia de una variedad determinando el tiempo que toma el patégeno en
producir micelio y en esporular. Otra manera de conocer la resistencia es por el tamafio y

calidad de la lesién.

Genética de la Resistencia

A menudo es dificil determinar de la literatura si los investigadores trabajaron con

resistencia general o especifica. El modo de herencia de tal resistencia tiende a ser de
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primera consideracién, una segunda es si la reaccién al tizén fue una reaccion

hipersensitiva. Esto generalmente es considerado como una evidencia o simple

resistencia heredada.

En los ultimos anos ha cobrado mucho interés el estudio de la resistencia a
campo. Se basa en la estabilidad de los genotipos para oponerse al ataque de diferentes
razas del patégeno. En experimentos sobre mejoramiento de las variedades de papa, la
resistencia de campo al tizén esta caracterizada por una variaciéon continua, de modo

que su herencia se atribuye a un sistema poligénico,

Black et al. (1953) y Malcolmson (1969) desarrollaron una prueba en hojas
aisladas apropiada para asegurar la resistencia de campo al tizon de la papa y mas tarde
Muller y Haigh (1953), demostraron que los genes que daban esta propiedad eran

aritméticamente aditivos en algunos casos.

Las conclusiones de los autores anteriores establecen que la resistencia al tizén
en las variedades cultivadas es heredado como un caracter recesivo, probablemente

controlado por genes multiples, esto es, herencia cuantitativa.

Black (1954) declaré genéticamente hablando, la resistencia en el campo es
presumible que es controlada por una serie de genes menores, los cuales determinan el
grado de susceptibilidad en las variedades y la extension de la necrosis en forma inmune
de campo. En contraste con la inmunidad de campo, la resistencia de campo da

proteccion parcial contra todas las razas especializadas del parasito.
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Black y Gallegly (1957) definieron resistencia de campo (general) como todas las

formas de resistencia heredada que poseen las plantas con excepcion de

hipersensibilidad que es controlada por genes R. También declararon "en casos

extremos, la resistencia poligénica sola, puede ser suficientemente grande para producir

resistencia a sus descendientes . bajo pruebas en condiciones nor males”.
Subsiguientemente, Black (1960) definié resistencia de campo (general) como el grado
de resistencia exhibido por una planta hacia todas las razas de parasitos capaces de
causar mas que una reaccién hipersensitiva.

Graham (1962) estudi6 la heredabilidad de la resistencié general en Solanum

verrucosum y concluyé que la resistencia fue heredada en una base cuantitativa.
Toxopeus (1959, 1961) también encontré que el grado de resistencia de campo (general)
parece ser gobernado por una serie de genes menores.
Simmonds y Malcolmson (1967) probaron cerca de 100 clones de S.andigena,
los cuales fueron sometidos a infestacién del hongo en campo durante tres generaciones
de seleccién natural usando las razas 1, 2, 3,4, 5y 7; los resultados demostraron que
los clones presentaron altos niveles de resistencia general, concluyendo que no hay

genes de R (resistencia especifica) en S. andigena. A su vez Estrada (1954) reporté que

Algodona y cultivares de S. andigena tuvieron buen grado de resistencia general.

Hawkes (1958) afirma, la resistencia a campo se presenta en variedades
comerciales de S. tuberosum, incluyendo subespecies de S. andigena pero la mayoria es

encontrada en las especies silvestres mexicanas.
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Niederhauser (1986), Coffey et al. (1983) y Sarasola et al. (1975), citan que la

resistencia horizontal es estable a largo plazo, algunos cultivares comerciales europeos,
como Alpha, Varan, Ackersegen, Epoca y americanas como Arenaca, Emmot, Kennebec,
Merrimac, Saco, Sebago, etc. han mostrado cierto nivel de resistencia que ha persistido

mas o menos constante por un periodo de casi 60 afos.

Este tipo de resistencia parcial o de campo se ha observado durante mas de 10
afos en Tibaitata Colombia, en la Coleccién Central Colombiana (CCC), principalmente
sobre las especies de Solanum tuberosum L. y Solanum phureja Juz. et Buk (Thurston et
al., 1962). Large (1940) menciona resistencia general en Champion, cultivado en Irlanda
por mas de 10 afios. Muller y Haigh (1953) y Muller (1953) encontraron que Champion
tuvo un alto nivel de resistencia general en campo y laboratorio. Bonde et al. (1940) citan
que President y Sebago han sido desarrolladas por un periodo de 10 afios en el condado

Aroostook, sin evidencia de pérdida de resistencia general.

La poblacién de especies silvestres en México (Mesa Central) tiene un nivel alto
de resistencia horizontal, la cual les ha permitido sobrevivir por miles de afos a pesar de
estar anualmente expuestas al ataque de un gran complejo de razas de Phytophthora
infestans., razén por la que todas las partes del mundo donde se llevan programas de
mejoramiento en papa estan interesados en germoplasma mexicano como fuente de

resistencia (Niederhauser y Cervantes 1956; Niederhauser 1962: Cervantes 1965).

Por la busqueda de una resistencia mas estable y mas util, Fitopatélogos y
genetistas de todo el mundo han regresado al lugar de origen de las especies de papa

resistentes al tizén tardio, esto es México (Niederhauser, 1986).
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Hospederos del Hongo

Hirst y Stedman (1965) mencionan que Phytophthora infestans fue encontrada en
Nueva Zelanda en especies silvestres de Solanum y que en Inglaterra se le aislé de
Petunia hybrida y de Datura stramoneum, también de hojas de Solanum nigrum que se

hallaban a la sombra, y de hojas seniles de Solanurn dulumara.

Crosier (1934) hace mencién de algunas especies de papa que son hospederas

de Phytophthora infestans:

Solanum ajuscoense
Solanum anditenum
Solanum antipovicsii
Solanum bulbo castanum
Solanum cardifillum
Solanum demissum

Solanum tuberosum

Fisiologia del Patégeno y Produccién de Inoculo

Goth (1981) y Miller (1955) mencionan que los aislamientos de P. infestans
pueden ser mantenidos en medios de semilla de maiz y en jugo V8 Agar, los cuales
estan considerados como los medios que mas se adaptan a los requerimientos

nutricionales del hongo para mantener su virulencia.
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Masago et al. (1977) mencionan que el medio para separar especies de

Phytophthora spp es papa dextrosa agar agregando Benomil, Nystatin, PCNB,
Rifampicim, y Ampicillin dando buenos resultados al aislar especies del género

Phytopthora spp y Pythium spp.

Para la produccién de esporangios se colocan discos de micelio en cajas
petri con una dilucién de agua destilada estéril y colesterol. Las cajas se incuban a una
temperatura de 18 + 2 °C por 6 dias con luz 'y obscuridad alternada. La liberacién de las
zoosporas se estimula incubando las cajas a 10 C°por 45 a 60 minutos, y posteriormente
son liberadas al someterlas a una temperatura de 25 + 2 C° por 30 minutos (Conn et al.,

1991; Bolkan, 1985).

Las oosporas son producidas por apareamientos de cepas compatibles (A1 y
A2), en medio de CV-8A enriquecido con R-sitosterol (.3 mg/15mm de medio),
exponiéndolo a luz fluorescente por 1.5 h diarias por 8 dias e incubandolo a 4 °C por 45

dias, con lo cual se obtiene un 64 por ciento de germinacion (Romero y Erwin, 1967).

Kroll et al. (1981) reportan que las inoculaciones con suspension de zoosporas

siempre causan mas enfermedad que las suspensiones de esporangios.

Hodgson (1962) recomienda para evaluar resistencia en laboratorio, se controle
la concentracion de indculo y se usen hojas del mismo nivel de la planta y plantas de la
misma edad. También Hodgson (1962) encontré correlacion entre el porcentaje de
infeccion en hojas inoculadas en laboratorio y el grado de resistencia de la planta en

campo usando nueve variedades de papa.
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Generalidades de Toxinas

Se definen como toxinas las sustancias elaboradas por organismos,

especialmente microorganismos y que son nocivos o letales a macroorganismos

(hombre, animales o plantas) @ MY bajas concentraciones.

Graniti (1972) divide a las toxinas en 3 grupos:

- Toxinas microbiales: Toxinas producidas por microorganismos tales como hongos

y pacterias.

- Toxinas vegetales o Fitotoxinas: Son producidas por hongos o plantas superiores.

- Toxinas animales o zootoxinas: Son los productos toxicos de serpientes, peces y

artropodos.

En Fitopatologia el concepto dé toxina fue introducido por los trabajos de los
botanicos, hermanos Tulasnes (1815-1885) ¥ De Bary (1831-1888) quienes informan que
la produccién de substancias toxicas por algunos patégenos son las causantes de
enfermedad; se incluyen las enzimas, toxinas, reguladores de crecimiento y polisacaridos
(Graniti, 1972); con esta misma idea otros investigadores como Dimond y Waggoner
(1953), consideran que una toxina es cualquier compuesto producido por un
microorganismo que es téxico a las plantas. El investigador que precis6 el concepto de
"toxina" dandole una mejor dimension fue Gaumann (1954), quien confirmo la relacién de
la toxina con la enfermedad y sefialé que a un microorganismo se le considera
patogénico si produce sustancias capaces de penetrar al tejido del hospedero

interrumpiendo su metabolismo.
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Dickinson (1987) menciona que en teoria el término toxina puede referirse a

cualquier producto del patégeno que es nocivo para el hospedero. En la practica, se
restringe por lo general a compuestos de bajo peso molecular que no atacan la integridad
estructural de los tejidos de la planta pero afectan el metabolismo de ésta en alguna otra
forma mas sutil. Una definicion util es "un metabolito originado en el patdogeno que

participa en la enfermedad de la planta".

Dickinson (1987) Hace mencion de dos propiedades de las toxinas:

a).- Que son activas a concentraciones muy bajas
b).- Que son mdviles dentro de la planta y pueden, por lo tanto, actuar a distancia

del sitio de infeccion.

Graniti (1972) considera algunas condiciones que debe de reunir una toxina para

establecer que sea la causante de una enfermedad especifica:

- Cuando se aplica a una planta susceptible a bajas concentraciones, producira
todos o casi todos los sintomas caracteristicos de la enfermedad. Pero también
puede ser que varias toxinas, cada una cause diferentes sintomas en una
misma enfermedad.

- Toxina y patégeno tendran similares efectos en el hospedero y las plantas
inmunes o altamente resistentes serian poco afectadas por la toxina.

- La patogenecidad del organismo estaria correlacionada con su capacidad para

producir la toxina (razas debilmente patogénicas produciran menos toxina).
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Mecanismos de Accion de las Toxinas

La caracteristica esencial de una toxina es que actua 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
protoplasmicos generales que afectan a muchas especies de plantas representativas de
distintas familias; otras son toxicas solo para algunas especies. Sin embargo las toxinas
son substancias extremadamente venenosas aun cuando se encuentran a

concentraciones muy bajas (Graniti, 1972).

Las toxinas dafian a las células hospederas al afectar la permeabilidad de su
membrana celular o al inactivar o inhibir a las enzimas e interrumpir posteriormente sus
reacciones enzimaticas correspondientes, propiciando algunas veces la deficiencia de un

factor esencial para el desarrollo normal (Agrios, 1985).

Kuo et al. (1972) al estudiar la produccién de toxinas en H. carbonum, H.
victoriae, Rhizopuss spp. observé que existe interferencia en la fijacion de CO? y altera el

ciclo del acido tricarboxilico se alteraba.

En su investigacion con Rhizopus spp. encontrd que éste sintetiza acido fumarico
en el mesocarpio de ciertos frutos, el cual se transporta en forma de fumarato a los sitios
de accién. Asi es como el fumarato se convierte en acido tartarico, el cual interfiere el
ciclo de Krebs. En conclusién parece que el efecto primario de la toxina es en la
membrana plasmatica y los otros efectos observados son secundarios al dano de la

membrana (Strobel, 1974).



33
Pringle y Scheffer (1967), mencionan que entre los efectos secundarios se

encuentran:

- Incremento en la respiracion, el cual es interpretado como intervencion a través

del sistema de oxidasas del acido ascérbico y como posible desacople de

procesos de oxidacion y fosforilacion.

- Inhibicién de sintesis de proteinas, de materiales organicos y pérdida de

electrolitros.

El hongo Pericornia circinata produce una sustancia toxica especifica, en medio
de cultivo que se le conoce como toxina PC, que causa en las plantas susceptibles de
sorgo una reduccién en la sintesis de aminoacidos y uridina y un aumento marcado en la
respiracién, resultando que la toxina reduce el crecimiento del sistema radicular en
diluciones de 1:50 por tiempos cortos hasta de 48 horas (Pringle et al. 1967). Tambien
para el caso de sorgo, Tripathi (1974) observdé que al estar presente la toxina de
Collectotrichum graminicola, Fusarium moniliforme y Aspergillus flavus en las semillas,

ocurre una inhibicion en la germinacion.

Alternaria Kikuchiana, hongo que causa la mancha negra del peral japonés
(Pyrus serotina), por acciéon de la toxina llamada AK realiza cambios en la membrana
plasmatica en células de peral susceptible. La respuesta inmediata de la toxina AK es el
incremento en la pérdida de electrolitros, pérdida de la habilidad en la apertura de
estomas y de la habilidad plasmolitica de la célula, inhibicion de la germinacion del polen

y necrosis visible de muchos tejidos (Kasai, Otani, Kohmoto y Nishimura, 1975).
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En cambio Pringle y Scheffer (1967), obtuvieron del mismo patégeno 3 toxinas

similares llamadas fitoalternaria A, B, y C selectivas para variedades resistentes que

ocasionan danos a los perales atacados por el hongo.

Efecto de la Resistencia a Toxina

Graniti (1972), en sus trabajos sobre resistencia a toxinas indican que ésta se
basa en la habilidad de los tejidos resistentes en desactivar los compuestos toxicos; otros
autores como Wood et al. (1972) y Scheffer et al. (1961), dicen que la resistencia de las
plantas a los compuestos toxicos depende de la carencia de una unidad receptora o la

falta de un sitio sensible a las toxinas en los tejidos resistentes.

Por lo menos en algunas de las enfermedades en las que el patégeno produce
toxinas, la resistencia a la enfermedad es la misma que la resistencia a las toxinas. Sin

embargo, aun no se ha dado una explicacion satisfactoria acerca de esto.

Se sabe que la destoxificacién de algunas toxinas, como es el caso del acido
fusarico, la piricularina etc. es un fenémeno bastante comun en las plantas y que tiene

una importante funcién en la resistencia a la enfermedad.

Las variedades resistentes metabolizan con gran rapidez esas toxinas o las
combinan con otras sustancias para formar compuestos no téxicos, con frecuencia la

cantidad de estos compuestos es proporcional a la resistencia de la variedad vegetal a la

enfermedad (Agrios, 1985).
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Diferentes Condiciones Nutricionales para Producir Toxinas

Un factor importante en el medio de cultivo es el nivel nutritivo para la produccién
de toxinas, Graniti (1972), comprobé que la fuente de carbono influye mucho en la
sintesis de toxina para Fusicoccum émygdali, asi la produccion de toxina es mayor
cuando el medio contiene arabinosa, glucosa o sacarosa pero con medios que lleven
maltosa, fructosa o xilosa, la produccién del metabolito es muy baja, pero si al medio

nutritivo de cultivo se le agregan trazas de cobre y manganeso su toxicidad aumenta.

Naef-Roth (1972), encontré que al aumentar la proporcion de nitrégeno con

relacion al fésforo, las plantas de tomate exhiben mayor susceptibilidad a la accién del

Acido fusarico.

Un estudio fisiolégico de 25 especies de Phytophthora revelaron mucha
uniformidad en sus caracteristicas nutricionales, denotando 6ptimos crecimientos en

medios que contenian NH4 nitrogenado complementado con acido fumarico (Leonian y

Lilly, 1940).

Robbins. (1937), Rosenbaum (1917) y Roncadori (1964) reportaron que P.
cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P.
drechsleri y P. infestans requirieron la molécula intacta de tiamina, mientras que Schwinn

(1959) cita que existe una preferencia general para glucosa, fructuosa manosa y xilosa.

La variacion en la utilizaciéon de azucares por algunos aislamientos esta asociada

parcialmente con el método de esterilizacion del medio.
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Mckeen (1956) mostrd que una sustancia toxica para P. fragariae y P. infestans

es formada en el medio al ser autoclaveado debido a la interaccién de glucosa y algunos
aminoacidos incluyendo a la asparagina, dando como resultado de la reaccion un efecto

muy marcado en la produccion de toxina.

Términos Relacionados con Enfermedades de Toxinas

Existen muchos trabajos sobre toxinas producidas por microorganismos y la
terminologia se ha ampliado en funcion de la actividad biolégica que produce el

metabolito toxico en su hospedera.

Es de observar que algunas toxinas pueden reproducir todos los sintomas de
una enfermedad pero ésto no es fundamento valido para que todas puedan hacerlo

(Bollard y Matthews 1966). Los términos mas comunes se presentan a continuacion:

Vivotoxina.- Toxina producida por un hospedero infectado por un patégeno, la
cual no es por si misma el agente inicial de la enfermedad (Graniti, 1972; Ludwing, 1960
y Tarr, 1972).

Endotoxinas.- Compuestos téxicos intracelulares formadas en las células
bacterianas y que se libera hasta que la célula muere (Tarr, 1972).

Exotoxinas.-Toxinas extracelulares, las cuales se difunden de células bacterianas
vivas (Tarr, 1972).

Patotoxinas.- De acuerdo con Wheeler y Luke (1963), son los compuestos que

produce un patégeno y que son responsables de todos los sintomas de la enfermedad,;
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otros autores como Dickinson (1987), agrega que los sintomas de la enfermedad se

manifiestan, esté o no presente el patégeno.

Actualmente se conocen dos categorias importantes de estas toxinas del

hospedero, especificas (selectivas) y no especificas (no selectivas).

Principales Toxinas Hospedero-Especificas

Con este tipo de metabolitos toxicos se ha ampliado mucho el campo del
mejoramiento como una herramienta para la evaluacién del material germoplasmico. Son
llamados hospedero-especificas porque es toxico solamente al hospedero del patégeno
gue lo ataca, no afecta a las plantas resistentes a bajas concentraciones, ni a las plantas
no hospederas (Cuadro 2.1). Produce todos los sintomas de la enfermedad al igual que

el patégeno (Pound et al., 1951; Toussoun et al., 1963).

Cuadro 2.1 Principales Toxinas Especificas del hospedero que causan enfermedad en

las plantas (Dickinson, 1987).

TOXINA PATOGENO HOSPEDERO
Victorina H. victoriae Avena
Toxina T H. maydis Raza T Maiz
Helminthosporésido H. sacchari Cafa de Azucar
Toxina PC P. circinata Sorgo
Fitoalternarina A. kikuchiana Peral Japonés
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Principales Toxinas no Hospedero-Especificas

Dickinson (1987), son las que tienen efectos sobre las especies vegetales
distintas a las observadas en el hospedero natural (Cuadro 2.2). A éstas se .Ies ha
clasificado también como fitotoxinas, 6 productos de parasitos que inducen pocos ©O
ninguno de los sintomas causados por el patégeno vivo (Strobel et al., 1970 y Bollard et

al., 1966).

Dentro del grupo de toxinas no hospedero-especificas estan varias producidas
por las diferentes especies del género Fusarium spp. muy relacionadas con las
enfermedades vasculares de las plantas, siendo ellas: Fusarium solani, F. moniliforme, F.
lateritum, F. niveum, F. vasifectum, F. nicotianae, Giberella fugikuroii, Alternaria solani,

(Menlikiev et al., 1975; Pound y Stahmann, 1951).

Cuadro 2.2. Principales Toxinas no Especificas del hospedero que causan enfermedades

en las plantas (Dickinson, 1987).

TOXINA PATOGENO HOSPEDERO
Fusicoccina Fusicoccum amygdali Almendro
Tentoxina , Alternaria alternata Algodon
Otiobolina Helminthosporium oryzae Arroz
Tabtoxina Pseudomonas tabaci Tabasco
Faseolotoxina Pseudomonas phaseolicola Frijol
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Gaumann (1954) informa que las toxinas de Fusarium sp. no atacan solamente

al huésped especifico, sino a una serie de especies de plantas mayor a las que ataca el

patégeno vivo.

Ludwing (1960) en sus estudio‘s sobre Fusarium spp. observé enzimas como la
pectin-metil-esterasa asociada con el hongo causando enfermedades vasculares, por el
taponamiento de los vasos al degradar los pectatos de las paredes celulares. Otro
sintoma es la produccién de etileno, provocando epinastia al follaje. Fulton et al. (1965),
observo que el metabolito toxico de Alternaria tenuis inhibe la produccién de clorofila,
ocasionando clorosis en plantulas de algodén, frijol, pepino, sandia y okra; no ocasion6

los mismos sintomas en maiz y en tomate. Pero en todo caso, demostré que esta

toxina es no hospedera-especifica.

Produccién de Toxina por Phytophthora spp.

Las lesiones que causan estos patdgenos en las plantas después de penetrar el
tejido es una necrosis y marchitamiento, la cual se atribuye al efecto de un metabolito

toxico producido por el hongo (Breiman y Baras, 1981; Stolle et al., 1985).

Phytophthora citrophthora (Sm et Sm) Leonian causante de gomosis en el tronco,
collar y pudricion de la raiz, damping-off y raiz café de Citruss spp. se reporto con filtrado
de alto y bajo peso molecular, componente fitotéxico no especifico, caracterizado como
compuesto acido capaz de inhibir la elongacién radical de las semillas del liméon
germinado, inhibiendo el desarrollo de la radicula y causando sintomas de

marchitamiento en plantulas de limén (Breiman et al., 1981).
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Phytophthora megasperma Dreschsl. var. sojae Hild. agente causal de pudricion

del tallo de la soya, caracterizada por un rapido marchitamiento de plantas infectadas, la

cual produce una toxina bastante toxica causante del taponamiento de los vasos Yy

colapso total (Paxton, 1972).

Phytophthora nicotianae, B. de Haan var. parasitica (Dast.) Waterch. secreta un
metabolito toxico diluible y faciimente absorbible, causa manchas necréticas marginales e
intervenales sobre las hojas, consideradas como sustancias macromoleculares

responsables de la toxicidad (Ballio y Gianani, 1972).

Estudios en progreso ponen en claro la naturaleza quimica de los componentes
activos, existiendo evidencia de que mas de una toxina esta presente en los filtrados del

cultivo de Phytophthora parasitica y de que por lo menos una de ellas es un polisacarido.

Toxina de Phytophthora infestans

La posibilidad de obtener plantas resistentes a enfermedades con residuos de
fitotoxinas hospedero-especificas fueron demostradas por aplicaciones de filtrados de

Phytophthora infestans a tejidos de papa (Behnke, 1979).

Behnke y Lénnendonker (1977) encontraron que las suspensiones de células de
papa fueron muertas cuando se depositaron en presencia de la dilucién 50 partes del
fitrado de Phytophthora infestans, como comparado con la dilucién de 2.5 partes del

filtrado requerido para matar tejido de callos o para causar sintomas fitotoxicas sobre las

hojas de las plantas.
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Stolle et al. (1982) citan que en pruebas de resistencia, la toxina de Phytophthora

infestans dafé GUnicamente las hojas de Solanum tuberosum y no de otras Solanaceas o

plantas representativas de otras familias. El efecto del dafio de la toxina esta, por lo tanto,

restringido a las especies de Solanum tuberosum.

Behnke (1979) menciona que Phytophthora infestans produce un metabolito
toxico, el cual se caracteriza por ser termoestable e insoluble en solventes organicos, de

peso molecular alrededor de 20,000.

Stolle et al. (1984) probé la toxina en discos de tubérculo de papa, reportando la
respuesta como un cafesamiento de las células, granulacion del contenido citoplasmico y
engrosamiento aspero autofluorescente dentro del area de la pared de la célula, atribuible

a la descomposicion, lignificacién y la acumulacién de fitoalexinas.

Una toxina secretada por Phytophthora infestans en cultivo liquido fue purificada
por ultrafiltracion y su efecto fue examinado en pruebas con hojas, resultando necrosis y
marchitamiento dentro de tres dias, asi como también una drastica reduccion de peso de

hojas nuevas, contenido de clorofila y muerte de la hoja completa después de cinco dias

(Stolle y Schéber, 1985)

Stolle et al. (1985) detect6 una toxina en el tejido del tubérculo de papa después
de la inoculacion con Phytophthora infestans, reportando el mismo efecto que una toxina
excretada en cultivo liquido, produjo una reaccion necrotica y la acumulaciéon de

fitoalexinas en el tejido del tubérculo.

9 4
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Otras investigaciones

A partir de la exposicion de celulas de Citrus al fitrado y su posterior
regeneracion de protoplastos es posible el desarrollo de plantas resistentes a fitotoxinas

de P. citrophthora (Vardi et al., 1975; Vardi et al., 1976).

Wheeler y Pirone (1975), han empleado la toxina de Helmintosporium victoriae
en la seleccion de variedades de avena (Avena sativa) resistentes al hongo, con igual
propésito, Tripathi (1974), utilizé la toxina Pericornia circinata para obtener variedades de

sorgo (Sorgum vulgare) resistentes a dicho hongo.

Sanabria (1977) realizd estudios en donde usé el filtrado téxico del cultivo de
Alternaria carthami, conteniendo el metabolito toxico especifico y el propio patogeno en
plantas de cartamo en laboratorio e invernadero, para evaluar la resistencia de las
variedades a la mancha de la hoja, reportando que la substancia toxica afecta la

respiracion y disminuye la sobrevivencia en las plantas, por lo que se ha considerado el

meétodo mas eficiente.

Salinas (1979) evalué la resistencia de variedades de tomate (Lycopersicum
esculentum) a Altemnaria solani, empleando el filtrado téxico de este hongo, encontrando

que es factible el uso de metabolitos téxicos para seleccion de variedades resistentes.

Trapaga (1980) evalud la resistencia de 12 materiales de trigo (Triticum aestium
L.) a Fusarium culmorum empleando el filtrado téxico del hongo, reportando que es

factible el uso del filtrado para evaluar resistencia en materiales genéticos.



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevé acabo en el Campo Experimental INIFAP

Emiliano Zapata e Instalaciones de la Universidad Auténoma Agraria "Antonio Narro".

Aislamiento, Purificacién y Conservacion del Hongo

Phytophthora infestans

Se colectaron plantas con sintomas tipicos del hongo Phytophthora infestans
causante del tizén tardio de la papa, en diferentes lotes del Campo Experimental INIFAP
Emiliano Zapata, posteriormente se aislaron siete cepas en el Laboratorio de

Parasitologia de ia UAAAN.

Los tallos y hojas infectadas se lavaron con agua corriente, se cortaron en
pequefios trozos, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1 por ciento por espacio de
tres minutos, se lavaron tres veces con agua destilada estéril para eliminar el exceso de
cloro; se pusieron a secar en papel destrasa estéril, se sembraron en medio V-8 Agar
con antibidticos (Colimicin 200 ppm, Penicilina 400 ppm, Micostatin 600 ppm 6 bien 150
ppm de Pimaricina/500 mi y 100 ppm de Polimixina), para evitar el crecimiento de
contaminantes como hongos y bacterias (Miller, 1955). En cada caja de medio V-8 se
colocaron de cuatro a cinco piezas de tejido y se dejaron en incubacién por diez dias a

una temperatura controlada de 18-22°C.
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La purificacién del hongo se verificé mediante transferencias de micelio a cajas

petri con V-8 Agar libre de antibiéticos. Una vez purificado se procedi6 a identificar al
hongo en base a sus caracteristicas taxondmicas (Ho, 1981). Posteriormente el hongo se

guardé en frascos Gerber con agua estéril y granos de maiz para conservar viabilidad y

virulencia (Goth, 1981).

Preparacion del Inéculo de Phytophthora infestans

El patégeno se propagd en jugo V-8 Agar; se incub6 por espacio de dies dias a
22 °C. Se transfirieron siete discos de micelio de 0.5 cm de didmetro a cajas petri con
una solucién de 0.001 por ciento de colesterol soluble en agua. Las cajas se colocaron a
una temperatura de 18 °C por seis dias, éstas se dejaron sin sellar para permitif una
buena aereacién y estimular asi la produccion de esporangios. La liberacion de las
zoosporas se estimuld incubando las cajas a 5 °C por espacio de 60 minutos y enseguida
exponiéndolas a temperatura ambiente (25 °C). Una vez liberadas las zoosporas, la
suspension se transfiri6 de las cajas a tubos de ensaye, donde se estimo6 la

concentracion de zoosporas con un hematocimetro y se ajusté a 25,000 zoosporas/ml

(Bhatia y Young, 1985).

Pruebas de Agresividad de los Aislamientos

de Phytophthora infestans

Se realizaron pruebas de agresividad de los siete aislamientos. Tres hojas de la
variedad Alpha se colocaron en cada caja petri, provistas de papel filtro hiumedo, cada

hoja se inoculd con cuatro gotas de una suspension de 25,000 zoosporas/mil.
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Subsiguientemente las cajas se cubrieron y se incubaron a 18 °C bajo luz directa

de barras. Cinco dias después se seleccionaron las cepas (EZ1 y EZ4) que presentaron el
mayor porcentaje de dafio para las pruebas siguientes. El experimento se establecié bajo
un disefio completamente al azar con tres repeticiones, transformando cada uno de los

datos tomados, por medio de la férmula Arco seno = \ proporcion.

Preparacion de Filtrado Téxico

Para la preparacién de filtrado toxico de Phytophthora infestans se utilizé el medio
liquido Xuang, Xu & Wang (Strange et al. 1982) adecuado para la estimulacion del

metabolito téxico. El medio se ajusto a pH 5.5, y se esterilizo por filtracion con filtros Milipor

de 0.22 micras.

Se transfirieron cinco discos de micelio (.5 cm de didmetro) del cultivo en V-8 Agar
de cada cepa seleccionada de Phytophthora infestans (EZ1y EZ4), a cada matraz de 500
mi conteniendo el medio antes mencionado. Posteriormente los matraces se incubaron por
15 dias a una temperatura de 18-22 °C bajo condiciones de baja iluminacion y agitacion
constante para estimular el desarrollo del hongo. Enseguida se dejé en reposo para

permitir la produccion del metabolito toxico por 21 dias.

Pasado este periodo, se procedio a filtrar el medio nutritivo, utilizando para esto
un embudo Buchner, acoplado a un matraz Kitasato, el cual va conectado a una bomba
de vacio; se filtrd de tres a cuatro veces a través de dos espesores de tela manta de cielo
y papel filtro Whatman No.1; ya obtenido el filtrado téxico libre de residuos, se procedio

a esterilizar por medio de filtros Milipore de 0.45 micras y 0.22 micras.
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El medio se almacend en refrigeracion a 5 °C para su posterior utilizacion

(Strange et al., 1982).
Evaluacién de la Toxicidad del Filtrado

Se sembraron tubérculos de la variedad Alpha en macetas de diez kg de
capacidad (dos por maceta). 30 dias después de la siembra se desprendieron hojas de
las plantas (foliolos) y se sumergio la base de éstas (peciolo) en 15 ml dé fitrado téxico,
contenido en un tubo de ensaye. El efecto de la toxina se evalud preparando
concentraciones de fittrado, de 0 agua destilada (testigo), 25, 50, 75y 100 por ciento. Las
hojas se mantuvieron en estas condiciones y a temperatura de laboratorio (20-25 °C) por
tres dias. Transcurrido este tiempo se evalud el porcentaje de marchitez de las hojas, en
cada una de las concentraciones del filtrado. El establecimiento de este experimento se
realizé bajo en un disefio completamente al azar con tres repeticiones y arreglo factorial,
en donde el factor A corespondio a las concentraciones de filtrado toxico y el B a las
cepas (EZ1 y EZ4). Los resultados fueron analizados estadisticamente transformando los

datos, por medio de la formula Arco seno = V proporcion.
Establecimiento de Genotipos en Invemadero

Semiilla tubérculo de los genotipos Atzimba, 676087, Nortefia, 751259, 573272,
720088, Tollocan, 750936 y Alpha (coleccion UAAAN) fueron tratados con una solucién

compuesta (1 gr de Tecto, 3 ml de Furadan 350 L, 2 gr de Monseren diluidos en 1 It de

agua).
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Los materiales a evaluar se sembraron en macetas de polietileno, de 10 kg de

capacidad que contenian una mezcla de arena, materia organica y perlita. Por cada

maceta se sembraron tres tubérculos para dejar posteriormente dos plantas por maceta.

Se aplico un riegdé después de la siembra y posteriormente, cada tercer dia o

segun los requerimientos del cultivo.

Para el control de plagas que se presentaron como la Mosquita blanca

(Thrialeurodes vaporamoium), se hicieron aplicaciones de Endosulfan y Lazer a dosis

comercial.

Evaluacién de Resistencia de Genotipos de Papa

Inoculacién con Suspension de Zoosporas

Cuatro semanas después de la siembra se desprendieron Tres foliolos de cada
uno de los genotipos de papa, se colocaron en camaras himedas (charolas de plastico
con papel himedo sobre el que se colocé una malla plastica). Cada una de las hojas se
inocularon con cuatro gotas de una suspension de 25,000 zoosporas/m| preparadas
como se describid anteriormente. Las charolas con las hojas inoculadas se cubrieron con

una bolsa de plastico, se incubaron a 18 °C bajo luz directa de barras.

Cinco dias después de la inoculacién, se evalué el numero de lesiones Yy
porcentaje de area foliar enferma en cada una de las hojas cuando el testigo, variedad

Alpha, presenté un 25, 50 y 100 por ciento de dafio.
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Exposicién a Filtrado Téxico

Se desprendieron tres hojas por genotipo de papa, se depositaron en camaras
humedas, cada hoja se inoculo con cuatro gotas de filtrafo toxico con la concentracion

optima. Cinco dias después se evalio el numero de lesiones y porcentaje de area foliar

enferma.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

El disefio utilizado fue un completamente al azar con amreglo combinatorio de
tres factores. Genotipos como factor A, Métodos de evaluacion de resistencia como factor

B, Cepas como factor C; contando con tres repeticiones.

Para determinar la severidad de la enfermedad, cada genotipo se clasificé dentro

de la escala propuesta por Guzman (1964).

AR= Altamente resistente (0-20 % de daiio)

R = Resistente (20-40 % de dafio)

| = Moderadamente resistente (40-60 % de dafio)
S = Susceptible (60-80 % de daiio)

AS= Altamente susceptible (80-100 % de dafio)
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RESULTADOS

Aislamientos de Phytophthora infestans

Se aislaron siete cepas de Phytophthora infestans, provenientes de plantas de
papa con sintomas tipicos de tizén tardio. Encontrando gran diversidad en forma de la
colonia en V-8 Agar y crecimiento del micelio. Los aislamientos se identificaron con las

claves EZ1, EZ2, EZ3 al EZ7.

Agresividad de los Aislamientos de Phytophthora infestans

Se observaron diferencias significativas en severidad de la enfermedad causada
por las cepas evaluadas (Cuadro 4.1). Al efectuar la prueba de comparacion de medias
DMS (a= 0.05), se encontré que las cepas EZ1 y EZ4 produjeron el mayor nimero de
lesiones y porcentaje de area foliar enferma, los demas aislamientos se presentaron con
diferencia minimas en cuanto al porcentaje de dafio causado en hojas de la variedad

Alpha (Cuadro 4.2).

Evaluacion de la Toxicidad del Filtrado

El analisis de varianza para severidad, muestra diferencias significativas en

porcentaje de marchitez, causado por las diferentes concentraciones de filtrado téxico
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(Cuadro 4.3). Al realizar la comparacion de medias por la prueba de DMS, se deduce
que al incrementarse la concentracion de inéculo se aumentaba el porcentaje de

marchitamiento (Cuadro 4.4).

La concentracion que produjo en promedio resultados mas altos de dafno fue el
100 por ciento, obteniendose con ello severidades superiores al 87 por ciento. Con el
objeto de facilitar la mediciéon del grado de marchitez, se selecciono finaimente una

concentracion de 75 por ciento.

Cuadro 4.1. Analisis de varianza para severidad del dafio de siete cepas de Tizén Tardio

(Phytophthora infestans) sobre el cultivar Alpha.

CIM! E

6 102.878906 3.1203 x
14 32.965401

20

CV.=782%

Cuadro 4.2. Comparacion de medias por DMS para severidad de tizéon tardio causado

por siete cepas (Phytophthora infestans) sobre el cultivar Alpha.

MEDIAS
81.3867
81.3867
73.4000
71.9500
70.1100
67.900
67.4033

> >
ulisRviPAPeh 2B 5<

DMS % = 10.0557
X. Los tratamientos que poseen la misma letra, son estadisticamente
iguales.
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Cuadro 4.3. Analisis de varianza para cinco concentraciones de Filtrado Toxico de las

cepas EZ1Y EZ4 de Phytophthora infestans sobre el cultivar Alpha.

C.M. ' F
4 7099.384766 623.1374 x
1 6.105469 0.5359 NS
4 7.489258 0.6574 NS
20 11.392969

C.V.=8.93%

Factor A: Concentraciones (0, 25, 50, 75, 100%)
Factor B: Cepas (E.Z.1y E.Z4)

Cuadro 4.4. Comparacion de medias por DMS de la variedad Alpha de papa (Solanum

tuberosum) tratada con cinco concentraciones de Filtrado Téxico de las

cepas EZ1 y EZ4 del hongo (Phytophthora infestans).

RN 0 BT
90.0000 A 85.6933 A
54,7500 B 53.8967 B
32.2067 C 31.0700 C
14.7600 D 16.6000 D
0.0000 E 0.0000 E

DMS % =4.0725

X. Los tratamientos que poseen la misma letra, son estadisticamente
iguales.

Evaluacion de Resistencia de Genotipos de Papa

a Phytophthora infestans

El analisis de varianza mostro diferencias altamente significativas en cuanto a

genotipos, los cuales presentaron diferentes grados de tolerancia y susceptibilidad segun

el método de evaluacion.
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Con respecto a las dos cepas no se detectaron diferencias significativas en

incidencia y severidad de la enfermedad (cuadro 4.5).

Cuadro 4.5. Analisis de varianza para severidad ocasionado por Phytophthora infestans
sobre foliolos y peciolos de papa.

G.L C_.M_. - F .
8 4050.99218 74.2167 xx
1 3781.46875 69.2788 xx
| 1 1.765625 0.0323 NS
8 3208.76172 58.7865 xx
8 122.14062 2.2377 x
1 31.609375 0.5791 NS
: 8 56.701172 1.0388 NS
| 72 54.583332

CV.=17.213917 %
Factor A: Genotipos (9)

Factor B: Métodos de Inoculacién (Filtrado y Zoosporas)
Factor C: Cepas (E.Z.1y E.Z4)

Se procedib a realizar una comparacion de medias por DMS con los promedios

de por centaje de severidad de los genotipos de papa sometidos al filtrado toxico y

suspension de zoosporas por cada una de las cepas.

Como respuesta al filtrado y suspension de zoosporas procedentes de la cepa
EZ1, los porcentajes de severidad de los genotipos (Figura 4.1 y Cuadro 4.6) demuestran
que los clones 676087 y 720088 resultaron sin diferencia significativa entre ellos tanto
para filtrado como para zoosporas, resultando el clon 676087 altamente resistente y el
clén 720088 resistente, la variedad Alpha se comportd altamente resistente al filtrado vy
susceptible para zoosporas, la variedad Tollocan y el clon 751259 resultaron

moderadamente resistentes o intermedia al filtrado y resistente para zoosporas, la
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variedad Nortefa susceptible para filtrado y altamente resistente para zoosporas, la

variedad Atzimba altamente susceptible para filtrado y altamente resistente para

zoosporas. Los clones 573272 y 750936 presentaron mayor grado de susceptibilidad al

filtrado que del resto de los materiales, y susceptibles para zoosporas.

Cuadro 4.6. Evaluacion de resistencia de genotipos de papa a la exposicion al

filtrado toxico y suspensién de zoosporas con la cepa E.Z.1 de

Phytophthora infestans.

" GENOTTIPOS| | FILTRADO = ZOOSPORAS

‘676087 AR AR
S AR

AS S

I R

3 R

R R
AS AR

AR S

AS S

AR = Altamente resistente
R = Resistente

| = Intermedia o moderadamente resistente
S = Susceptible

AS = Altamente susceptible

El clon 720088 se presento resistente de la cepa EZ4, tanto para filtrado como
zooporas (Figura 4.2 y Cuadro 4.7), el clon 573272 resulto susceptible para ambas
técnicas de inoculacion, el clon 676087 y la variedad Alpha presentaron el mayor grado
de tolerancia a la toxina. Por otra parte el clon 676087 resulto resistente a la inoculacion
con zoosporas y la variedad Alpha fue susceptible. La  variedad ~Nortefia  respondio
susceptible al filtrado y altamente resistente a las zoosporas, el clon 750936 altamente

susceptible para filtrado e intermedia para zoosporas, |a variedad Tollocan susceptible
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para filtrado y resistente para zoosporas, el clon 751259 intermedio para filtrado y

resistente para zoosporas, la variedad Atzimba altamente susceptible para filtrado y

resistente para zoosporas.

Cuadro 4.7. Evaluaciéon de resistencia de genotipos de papa a la exposicion al
filtrado toxico y suspension de zoosporas con la cepa E.Z.4 de

Phytophthora infestans.

AR = Altamente resistente

R = Resistente
I = Intermedia o moderadamente resistente
S = Susceptible
AS = Altamente susceptible
Dada la variabilidad entre resultados del porcentaje de dafio a la exposicion de
filtrado téxico e inoculacién con suspension de zoosporas, se efectud un analisis de

correlacion. No se encontré relacidn entre la respuesta de resistencia a la toxina y a la

inoculacion con zoosporas.
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DISCUSION

El cultivo de filtrado de Phytophthora infestans causa necrosis, marchitamiento,
granulacion del contenido citoplasmico y un engrosamiento aspero de la pared celular;
segun Stoller y Schofer (1985), esto es atribuible a la descomposicién de lignina y
suberina de la pared celular, trayendo consigo una drastica reduccion de peso de hojas
nuevas, contenido de clorofila y por consiguiente una desorganizacién de la integridad

de la membrana.

La seleccion de plantas resistentes a enfermedades, en base a su reaccién a
las toxinas producidas por fitopatdgenos es un método que se ha utilizado con éxito en
algunos patosistemas, tal como Ballio y Gianani (1972) emplearon la toxina de
Phytophthora nicotianae en la seleccion de variedades de tabaco resistentes al hongo,
con el mismo propésito, Breiman et al (1981) utilizo la toxina de Phytophthora
citrophthora para obtener plantulas de limén resistentes a dicho hongo; Salinas (1979)
evalud la resistencia de variedades de tomate a Alternaria solani, empleando el filtrado

toxico del mismo hongo.

En el caso de la seleccién de genotipos de papa (Solanum tuberosum)
resistentes a tizon tardio (Phytophthora infestans), este método de seleccién ha sido
poco estudiado y por lo tanto se desconoce el potencial que puede tener en los

programas de mejoramiento de la resistencia a la enfermedad.
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En el presente estudio se evalud la reaccidén de nueve genotipos de papa a la

inoculacion con zoosporas de dos cepas de Phytophthora infestans y al filtrado de
cultivos liquidos de estas cepas. Seis de los genotipos (676087, 750935, Tollocan,
751259, 720088 y 573272) reaccionaron de manera similar al filtrado téxico y a la
inoculacion con zoosporas. Dos genotipos (Nortefia y Atzimba) fueron susceptibles al
filtrado téxico del hongo, pero resistentes a la inoculacién con zoosporas; el caso
contrario, es decir, resistentes al filtrado y susceptibles a zoosporas ocurrié en la
variedad Alpha. Resultados similares fueron obtenidos por Stolle (1985) quien hace
mencion que la respuesta de los genotipos al filtrado toxico en algunos casos no

coincide con la respuesta de los genotipos a la infeccién natural.

La discrepancia entre la reaccion al filtrado y zoosporas sélo puede explicarse si
consideramos que existe mas de un mecanismo de resistencia y que estos actuan de
manera independiente. Por ejemblo Seguin Pérez (1991) la respuesta de resistencia de
Nortefia y Atzimba a la inoculacién con zoosporas parece ser el resultado de genes
mayores ( R ) que inducen la reaccién de hipersensibilidad, evitando que el hongo
colonice el tejido de la planta. En estos casos la reaccion a la toxina no juega un papel
importante en la resistencia a la enfermedad, a menos que la raza del hongo posea el
gen de virulencia ( v ) que se acople al gen R para evitar la reaccion de

hipersensibilidad.

Los genotipos 676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088 y 573272, no
reaccionaron de manera hipersensible a la inoculacién con zoosporas y el patégeno
colonizé en mayor a menor grado el tejido de la planta. En estos casos, la velocidad de
crecimiento del hongo y por lo tanto el grado de resistencia del genotipo parece

depender de la capacidad de la planta de resistir a la accion de la toxina; si esta
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interpretacion de los resultados es correcta, evaluar la reaccion de genotipos de papa a

los filtrados toxicos del hongo equivaldria a medir la resistencia a la colonizacién de los
tejidos de la planta por el hongo, es decir mediriamos el grado de resistencia horizontal
la cual se debe a la presencia de genes muiltiples, los cuales dan resistencia a las

diferentes razas fisiologicas del hongo.

El unico genotipo que no se ajusta a la hipétesis mencionada anteriormente, es
la variedad Alpha que resulto resistente al filtrado pero susceptible a la inoculacién con
zoosporas. Casos como este podria ocurrir cuando la toxina producida in vitro no sea
equivalente a la produccion en vivo, o bien cuando la resistencia de la planta a la toxina

sea inhibida por productos del metabolismo resultantes de la colonizacion del tejido.

A su vez Dickinson (1987) menciona que un compuesto producido in vitro
puede causar sintomas de enférmedad, no es, por si sola determinante, ya que no
garantiza que el mismo compuesto sea producido en vivo toda esta evidencia indica
que la toxina no es el dnico factor determinante de la enfermedad. Corroborando
Moreau et al (1984) quien reporta en medio de cultvo la presencia de 2

polygalacturonasas, 4 galactonasas y 2 pectinerasas asi como toxinas activas.

Los resultados de este estudio indican que los filtrados de cultivos liquidos de
Phytophthora infestans podrian utilizarse para seleccionar in vitro o en vivo genotipos
de resistencia horizontal al tizén tardio de la papa, aunque se deben tomar las
precauciones necesarias para reconocer los casos en los que existe una relaciéon
directa entre la reaccion al filtrado téxico y a la inoculacidn con zoosporas, como

sucedid en esta investigacion con la variedad Alpha.
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Es recomendable evaluar mas extensivamente la relacion entre la respuesta al
filtrado téxico y a la inoculaciéon con zoosporas, para estimar la frecuencia en que

ocurren discrepancias.



CONCLUSIONES

Las cepas Emiliano Zapata 1 y Emiliano Zapata 4 no se diferenciaron

significativamente cuanto-a porcentaje de dafio.

Los genotipos 676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088 y &73272
reaccionaron de manera similar al filtrado toxico y a la inoculacién con zoosporas.
Norteia y Atzimba fueron susceptibles al filtrado toxico pero resistentes a la

inoculacién con zoosporas y caso contrario Alpha resulto resistente al filtrado y

susceptible a zoosporas.

La reaccién de resistencia muestra que existen mas de un mecanismo de
resistencia y que actGan de manera independiente por ejemplo; Nortefia y atzimba
inducen reaccién de hipersensibilidad manifestada por genes mayores y los genotipos
676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088 y 573272 manifiestan presencia de genes
multiples y Alpha es resultado de una variedad expuesta por muchos afios y en
grandes extensiones al ataque de una gran poblacién de razas del patégeno en
constante evolucion, o la toxina que se produce in vitro no es equivalente a la
producida en vivo. La toxina puede utilizarse para seleccionar in vitro genotipos de
papa con resistencia horizontal al tizén tardio, siendo recomendable evaluar mas

extensivamente la relacién entre la respuesta al filtrado toéxico y a la inoculacion con

zoosporas, para estimar las frecuencias en que ocurren las discrepancias.




RESUMEN

La seleccion de plantas resistentes a enfermedades, en base a su reaccion a
las toxinas producidas por fitopatogenos es un método que se ha' utilizado con éxito en
algunos patosistemas. En el caso de la seleccién de genotipos de papa (Solanum
tuberosum) resistentes a tizon tardio (Phytophthora infestans), este método de
seleccion ha sido poco sstudiado y por lo tanto se desconoce el potencial que puede

tener en los programas de mejoramiento de la resistencia a la enfermedad.

En el presente estudio se evalué la reaccic;")n de nueve genotipos de papa a la
inoculacion con zoosporas de dos cepas de Phytophthora infestans y al filtrado de
cultivos liquidos de estas cepas. Seis de los genotipos (676087, 750935, Tollocan,
751259, 720088 y 573272) reaccionaron qe manera similar al filtrado toxico y a la
inoculacién con zoosporas. Dos genotipos (Nortefia y Atzimba) fueron susceptibles al
filtrado téxico del hongo, pero resistentes a la inoculacién con zoosporas; €l caso
contrario, es decir, resistentes al filtrado y susceptibles a zoosporas ocurrié en la
variedad Alpha. La discrepancia entre la reaccion al filtrado y zoosporas sélo puede
explicarse si consideramos que existe mas de un mecanismo de resistencia y que
estos actian de manera independiente. Por ejemplo la respuesta de resistencia de
Nortefia y Atzimba a la inoculacién con zoosporas parece ser el resultado de genes
mayores ( R ) que inducen la reaccién de hipersensibilidad, evitando que el hongo
colonice el tejido de la planta. En estos casos la reaccion a la toxina no juega un papel

importante en la resistencia a la enfermedad, a menos que la raza del hongo posea el
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gen de virulencia ( v ) que se acople al gen R para evitar la reaccién de

hipersensibilidad. Los genotipos 676087, 750936, Tollocan, 751259, 720088 y 573272,
no reaccionaron de manera hipersensible a la inoculacién con zoosporas y el patégeno
colonizé en mayor a menor grado el tejido de la planta. En estos casos, la velocidad de
crecimiento del hongo y por lo tanto el grado de resistencia del genotipo parece
depender de la capacidad de la planta de resistir a la accién de la toxina; si esta
interpretacion de los resultados es correcta, evaluar la reaccion de genotipos de papa a
los filtrados toxicos del hongo equivaldria a medir la resistencia a la colonizacién de los
tejidos de la planta por el hongo, es decir mediriamos el grado de resistencia

horizontal.

El unico genotipo que no se ajusta a la hipdtesis mencionada anteriormente, es
la variedad Alpha que resulto resistente al filtrado pero susceptible a la inoculacion con
zoosporas. Casos como este poldria ocurrir cuando la toxina producida in vitro no sea
equivalente a la produccion en vivo, o bien cuando la resistencia de la planta a la toxina

sea inhibida por productos del metabolismo resultantes de la colonizacion del tejido.

Los resultados de este estudio indican que los filtrados de cultivos liquidos de
Phytophthora infestans podrian utilizarse para seleccionar in vitro o en vivo genotipos
de resistencia horizonta! al tizén tardio de la papa, aunque se deben tomar las
precauciones necesarias para reconocer los casos en los que existe una relacion
directa entre la reaccion al filtrado toxico y a la inoculacion con zoosporas, como
sucedi6é en esta investigacion con la variedad Alpha. Es recomendable evaluar mas
extensivamente la relacién entre la respuesta al filtrado toxico y a la inoculacion con

zoosporas, para estimar la frecuencia en que ocurren discrepancias.
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