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El trabajo tuvo como objetivo el desarrollar una metodologia de deteccion in
vitro de oosporas de P. infestans. En esta investigacion se utilizaron aislados de los dos
grupos de compatibilidad sexual de Phytophthora infestans (grupos Al y A2) los cuales
fueron confrontados en medio de cultivo centeno agar, de esta manera se obtuvo
concentraciones de oospora de 80,000 hasta 160,000 oosporas/ml, posteriormente estas
oosporas fueron perfectamente purificadas con el complejo enzimatico Novozym 'm 234,
ya purificadas, se obtuvo la proteina de oosporas y micelios de diferentes especies de

Phytophthora incluyendo a infestans 'y fueron cuantificadas las proteinas mediante el

método de Bradford, 1976 y Kruger, 1994.

Se realiz6 electroforesis en SDS- Poliacrilamida y se obtuvieron cuatro bandas
proteicas exclusivas en el patron de oosporas, tal es el caso de las bandas con un peso
molecular de aproximadamente 17 kDay 106 kDa en las oosporas y dos bandas de bajo
peso molecular de aproximadamente 8.2 y 8.7 kDa. También se observ6 en el patron
electroforético que existen bandas proteicas conservadas en el micelio de todas las
especies de Phytophthora incluyendo infestans; asi como a las oosporas de P. infestans

la banda presentd un peso de 19.9 kDa. Otra observacion derivada del perfil
electroforético es la presencia de una banda de 14 kDa en el patrén de P. cinnamomi,

que es muy semejante a la que se observa en P. citrophthora, esta misma banda se

presentd también en P. citricola.

Para la inmunodeteccion se eligieron dos anticuerpos desarrollados previamente

los cuales fueron especificos a oosporas de P. infestans; ya que se requeria que la

inmunodeteccién fuera lo mas especifica y evidente posible. La autorradiografia de los
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anticuerpos revelo una fuerte inmunodeteccion de dos bandas proteicas de bajo peso
molecular de aproximadamente 33.2 y 26.9 kDa, respectivamente; dichas bandas no sélo
fueron detectadas en oosporas, sino también en micelio de P. cinnamomi, P. parasitica,

P. citrophthora y P. capsici, pero no se presentaron en P. infestans.

También se pudo observar que en la muestra de oosporas se detectaron por este
mismo suero, otras dos bandas proteicas de un alto peso molecular correspondientes a

106 y 123.6 kDa aproximadamente, mismas que no se presentan en el resto de las

muestras; es decir, fueron especificas para oosporas.
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ABSTRACT

In Vitro Detection of Phytophthora infestans ( Mont.) of Bary Oospores

BY
Yisa Maria Ochoa Fuentes

MASTER IN SCIENCE
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA “ANTONIO NARRO”

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, OCTOBER 2002.

MC Alberto Flores Olivas- Advisor-

Key words: Late Blight, proteins, inmunology.

This investigation was realized in the CINVESTAV-IPN Unit Irapuato, National
School of Biological Sciences of IPN and the UAAAN Saltillo Mexico; during the

period of February, of 2000 to July, of 2002.

The objective was to develop a methodology of detection in vitro P. infestans of
oospores. We used isolated (Al and A2) of Phytophthora infestans of both

compatibility, which were confronted in rye agar culture, of this way, we were obtained
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80,000 up to 160,000 oospores/ml concentrations of oospores , later these oospores
were perfectly purified with the Novozym tm 234 enzymatic complex; proteins purified,
were obtained of oospores and micelia of different species of Phytophthora including

to infestans and the proteins were quantified by means of the Bradford method. (1976

and Kruger, 1994).

SDS- Poliacrilamid electrophoresis was realized and four bands proteins
exclusive were obtained in the oospores pattern, such bands with 17 kDa and 106 kDa
molecular weight of approximately in the oospores and two bands of low molecular
weight of approximately 8.2 y 8.7 kDa. Showed that bands conserved proteins as the
one that was observed in electrophoretic patron of the P. infestans micelia whit a
molecular weight of 19.9 kDa , the which is common in all the species and the
oospores. Another observation, electrophoretic profile presented a 14 kDa band by P.

cinnamomi that was similar to one observes in P. citrophthora, this same band was also

presented in P. citricola.

Two antibodies were chosen for the inmunodetection, which one were developed
previously contra P. infestans oospores; since it was required that the inmunodetection
was the most specific and evident possibly. Autoradiographyc of revealed strong
inmunodetection from two bands of low molecular weight of approximately 33.2 and
26.9 k Da, respectively; non alone these bands were detected in oospores, also of P.

cinnamomi, P. parasitica, P. citrophthora and P. capsici micelia, but they were not

presented in P. infestans.
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Sample of oospores were detected by this same antibody , other two bands
proteics of a high molecular weight correspondents to 106 and 123.6 kDa,
respectively , same that they do not appear in the rest of the samples; that it to say, they

were specific for oospores.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los alimentos mas consumidos por el
hombre, solo superado por el trigo, arroz y maiz. Sin embargo, su valor nutritivo es
mucho mayor (CONPAPA,1999). En Meéxico, el cultivo se establece durante todo el
afio debido a la gran diversidad de condiciones climatolégicas en el territorio nacional,
por lo que su venta en tubérculo fresco para consumo se dé en cualquier época del afio.
En nuestro pais, la superficie sembrada para el 2000 fue de 73,904 hectareas con una
produccion promedio de 1,592,595 toneladas y con un rendimiento promedio de 21.5495

ton/ha. (FAOSTAT 2001).

En nuestro pais los costos de produccién son muy altos, para 1999 oscilaban en
$85,000 por hectarea (CONPAPA 1999), ello se debe fundamentalmente al uso de
agroquimicos, sobre todo utilizados en el combate de enfermedades, que es la principal

limitante Técnica - Ecolédgica de la papa en México (Flores, 1999).

Entre los principales problemas que limitan la produccién de papa estan los
fitosanitarios destacando entre estos las enfermedades, siendo las mas importantes para
este cultivo Phytophthora infestans, Alternaria solani, Rhizoctonia solani , Erwinia

carotovora y Ralstonia solanacerum (Ramos, 1991), asi como enfermedades virosas

como el virus (PVY")(Flores, 1999).



El tizén tardio causado por Phytophthora infestans, es la enfermedad de mayor
importancia en el cultivo de la papa, pues bajo condiciones favorables para el patogeno,
como lo son alta humedad relativa y temperatura oscilando entre 15 y 21°C, es
extremadamente destructivo (Apple y Fry, 1983; Franc et al., 1996) pues con una sola

planta infectada y si no se aplican medidas de combate, puede devastar todo un campo

de cultivo (Draper et al., 1994; Alonso, 1996).

El tizén tardio posee dos grupos de compatibilidad sexual Al que dominé por
mas de 150 afios en el mundo, y el tipo A2 que solo habia sido reportado en el centro de
México hasta inicios de los 80s, actualmente es reportado en Norteamérica, Europa y
Asia. A partir de la diseminacion del grupo A2 se incrementaron los costos de combate
del tizén. Por ejemplo, en Estados Unidos antes de los 90s era de 70 dls/ha , después del

90 incrementé a 1000 dls y en México antes de los 90s era de 350 dls/ha y después del

90 es de 2000-2500 dls/ha.

En México se ha detectado la mayor diversidad genética de Phytophthora
infestans; ya que este patogeno es originario de los Valles Altos de Toluca en el estado
de México. Y es aqui donde ocurre la reproduccion sexual del patégeno en la que
intervienen los dos grupos de compatibilidad Al y A2 produciéndose oosporas de tipo
sexual heterotalicas ( Cohen ef al., 1997). Se sospecha que las oosporas son la fuente de
inéculo inicial importante de las epidemias de tizén tardio (comunicacion personal),
ademas la progenie que de ahi se deriva, posee mayor variabilidad, presentandose clones

mas patogénicos y tolerantes a los fungicidas convencionales (Andrivon, 1995,

Gregory, 1983).



Por lo anterior es importante implementar metodologias para realizar estudios que

permitan detectar las oosporas, debido a que actualmente no existen. Por lo anterior en

este trabajo se planteo el siguiente objetivo.

¢ Desarrollar un método inmunoelectroforético que permita la deteccion de oosporas

de Phytophthora infestans.



REVISION DE LITERATURA

Tizén tardio de la Papa Phytophthora infestans (Mont.) de Bary

Generalidades

El tizon tardio de la papa se presenta en casi todas las regiones donde se
establece el cultivo. Sin embargo; es més virulento donde las condiciones como clima
hiimedo y fresco prevalecen, ya que; favorecen tanto a la produccion de tubérculos como
de la enfermedad, que puede destruir la planta en cualquier momento durante la estacién

de crecimiento . Puede atacar también a los tubérculos cuando se almacena o transporta

(Agrios,1991; Draper et al., 1994).

El nombre del género Phytophthora se deriva del griego phyto que significa
planta y phthora significa destructor (Erwin y Ribeiro, 1996). Phytophthora infestans es
originario de la regién del Valle de Toluca, en el centro de México, en donde se
encontré atacando plantas silvestres del género Solanum (Niederhauser, 1991). El rango
de hospederos de importancia econémica de P. infestans esta limitado a las especies de
tomate (Lycopersicum esculentum L.) y papa (Solanum tuberosum L.) (Spielman ef

al.,1989).



Phytophthora infestans es heterotilico; es decir requiere de dos grupos de
compatibilidad sexual Al y A2 para que se de la reproduccion sexual. EI grupo de
compatibilidad Al apareci6 casi simultineamente en Europa y Estados unidos en la
década de 1830- 1840 (Flores, 1999; Romero, 1988). La primera epidemia de tizon
tardio asolo a Europa desde Francia hasta Rusia y Causé la devastadora hambruna
Irlandesa en 1845-1846 (Bourke,1991; CIP, 1993). Erwin y Ribeiro (1996) mencionan
que ninguna otra fitoenfermedad ha resultado en tan extendido sufrimiento humano e

impacto econémico.

El grupo de compatibilidad A2 se mantuvo confinado en México hasta 1976
cuando se produjo una nueva migracién que incluyo los dos grupos de compatibilidad

sexual A1y A2 (Niederhauser, 1991; Goodwin y Drenth, 1997; Goodwin et al., 1994).

Cuando el micelio de estos dos tipos de compatibilidad sexual interactuan, la
reproduccion sexual resulta con la formacién de oosporas (Hooker, 1990) y la

correspondiente recombinacion genética (Fry et al., 1993).

Ubicacién taxonémica de P. infestans (Mont.) Bary (Beakes ef al., 1995)

Reino Chromista
Clase Oomycetes
Orden Peronosporales
Familia Pythiaceae
Género Phytophthora

Especie infestans



Caracteristicas Morfologicas

Las hifas, son cenociticas de 4.2 a 13.5 pm de didmetro y contiene un esqueleto
de microfibrillas de celulosa y material amorfo de B- 1,3 y B- 1,6 glucanas (Bartnicki-
Garcia y Wang, 1983); este patégeno produce esporangioforos de crecimiento
indeterminado, ramificados, en simpodio compuesto, con hinchamientos en las ramas
donde nacen los esporangios de forma alimonada, con papila incospicua, deciduos de
pared delgada (Alexopoulos et al., 1996; Romero, 1988; Hooker, 1990; Erwin y Ribeiro,

1996), con dimensiones de 29 x 19 um (Tucker, 1931) a 36 x 22 pm (Waterhouse,1963).

Aun cuando los esporangios pueden germinar directamente por medio de un tubo
germinativo, comunmente los esporangios forman de 6 al2 zoosporas (Deahl, 1996;
Hooker, 1990; Fry et al., 1983), las cuales, son reniformes y biflageladas (Barr, 1983) y
les permiten nadar por horas (Bimpong y Clerk, 1970) y en minutos se enquistan y

producen un tubo micelial germinativo (Erwin y Ribeiro, 1996).

El micelio, esporangioforos, esporangios y zoosporas son  estructuras
correspondientes al ciclo asexual de P. infestans (Romero, 1988). No se ha reportado el
desarrollo de clamidosporas, ni de hinchamientos de hifa, para P. infestans (Erwin y

Ribeiro, 1996).

Las estructuras sexuales de P. infestans, estdin compuestas de un anteridio

(componente masculino) y un oogonio (huevo que contiene el componente femenino)



(Erwin y Ribeiro, 1996). El oogonio es liso, globoso y activo de 38 a 50 p de diametro;

el anteridio es anfigino y pasivo ( Romero, 1988; Erwin y Ribeiro, 1996).

Las oosporas que se forman en el oogonio, es globosa o esférica, lisa, aplerética
de 25 a 35 pm de didmetro (Galindo y Gallegly, 1960; Romero, 1988) y esta
caracterizada por tener pared celular de capas multiples, la cual, se cree sirve tanto de
proteccion como de almacenamiento (Hemmes, 1983; Bartnicki- Garcia y Wang, 1983).
Desarrolla una gruesa pared interna de 0.5-0.6 pm (Waterhouse, 1963)compuesta
principalmente por p-1,3 glucanas (Bartnicki- Garcia y Wang, 1983; Hemmes, 1983).
La pared externa de la oospora tiene aproximadamente 20 nm de espesor (Hemmes,
1983). La pared de la endospora, que se forma en la oospora es de aproximadamente

0.7-1.0 pm (Erwin y Ribeiro, 1996).

Los diferentes mecanismos que son operativos para la produccion de oosporas
heterotalicas incluyen la hibridacién directa, la estimulacion por sustancias exogenas y
la estimulacion del grupo de compatibilidad opuesto, presumiblemente por sustancias
tipo hormonas, solubles en agua aal yo2 (Ko, 1978). Siendo este tiltimo mecanismo, el
que reporta la mayor formacion de oosporas (Ko y Kunimoto, 1981). Cabe mencionar
que los aislados del grupo Al, producen mas oosporas que los aislados del grupo A2

(Ko, 1978; Ko y Kunimoto, 1981).



Sintomatologia

Los sintomas del tizon tardio varian dependiendo de la humedad, temperatura,
intensidad de luz, cultivo y edad de las plantas (Weingartner, 1996). Estos sintomas

pueden presentarse en hojas, tallos o tubérculos (Agrios, 1991).

Las primeras lesiones aparecen como manchas en las puntas o bordes de las
hojas inferiores donde el agua o el rocio tiende a acumularse (Franc ef al., 1996). Las
lesiones foliares son visibles como pequefias manchas irregulares de amarillo a verde
claro (Deahl, 1996; Alonso, 1996), durante clima himedo y frio estas lesiones se
expanden répidamente, convirtiéndose en grandes lesiones necrdticas o café oscuras

(Drapper, 1994; Tivoli y Bedin, 1999).

Las infecciones de las hojas pueden ocurrir por €l haz o envés pero, parece ser
que el envés es mas susceptible; debido posiblemente al niimero de estomas (Deahl,
1996). Por el envés de las hojas, las manchas se cubren de un vello blanquecino

provocado por las fructificaciones del hongo, que en conjunto dan a esa tonalidad

(Romero, 1988; Hooker,1990; Apple y Fry, 1983; Drapper, 1994; Franc, 1996).

De las hojas, la infeccién avanza hacia al peciolo y luego al tallo, el cual muestra
manchas purplreas casi negras en principio y posteriormente, en condiciones favorables
para el patogeno aparece crecimiento blanquecino sobre las dreas afectadas, provocado
por el desarrollo de micelio, esporangios y esporangioforos (Agrios, 1991; Romero,

1988); como ya se ha mencionado. Estas lesiones, frecuentemente matan todas las hojas



de la rama afectada (Weingartner, 1996). En el campo, las plantas severamente afectadas
por tizén tardio tienen un olor pungente muy distintivo, resultado de la rapida
descomposicion de las hojas de papa (Drapper, 1994; Hooker, 1990; Erwin y Ribeiro,

1996; Alonso, 1996).

La infeccién de tizon tardio en los tubérculos, estd caracterizada por éreas
ligeramente depresadas, de forma irregular, de color café a purpura y de tamafio variable
sobre la piel de la papa (Drapper, 1994; Alonso, 1996). Cortando justo debajo de la
infeccion, la piel revela una podredumbre oscura café rojiza, seca y corchosa (Apple y
Fry, 1983; Weingartner, 1996), relativamente superficial de 1.5 cm de profundidad
(Romero, 1988); la cual varia dependiendo del tiempo después de la infeccion, del tipo
de cultivo, de la temperatura, asi como de la humedad del suelo (Erwin y Ribeiro, 1996).
Sin embargo la pudricion continiia desarrollandose después de que los tubérculos han
sido cosechados o bien los tubérculos infectados pueden ser invadidos posteriormente
por hongos y bacterias secundarias que producen pudriciones blandas, dandole a las

papas podridas un olor desagradable y putrefacto (Agrios, 1991).

Epidemiologia

El desarrollo epidémico de Phytophthora infestans depende en gran parte del
efecto que tienen las condiciones climatologicas presentes, sobre las diferentes etapas

del ciclo de vida del patégeno (Holliday, 1980; Agrios, 1991).
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El patégeno presenta una mayor esporulacién a una humedad relativa de 100 por
ciento y a temperaturas que oscilan entre 16-22°C (Agrios 1991), por tal motivo, la
infeccion en el campo es mas exitosa en condiciones de humedad y frio (Hooker, 1990).
Se requieren condiciones de humedad por al menos 7-10 horas para la produccion de

esporangios, la cual es optima a 21 °C (Drapper, 1994).

La temperatura 6ptima para la germinacion indirecta de los esporangios via
zoosporas es de 12°C, produciendo cada uno de los esporangios de 3 a 8 zoosporas (en
algunas ocasiones el nimero es mayor de 6 a 12), las cuales son diseminadas cuando se
rompe la pared esporangial a nivel de su papila. mientras que para la directa via tubos
germinales es de 24 °C (Hooker, 1990). Una vez que los esporangios han germinado se
requiere un periodo de 2 a 2.5 horas a una temperatura de 15 a 25°C para que se
produzca la penetracion de los tubos germinales en los tejidos del hospedero (Deahl,
1996; Franc, 1996). Posteriormente a la penetracion del hongo, la temperatura optima
para su desarrollo es de 17 a 21 °C (Holliday, 1980). Las epidemias pueden resultar con

la dispersion del inoculo desde campos distantes o desde piezas de semilla infectada

(Alonso, 1996).

Las temperaturas mayores a los 30°C inhiben el desarrollo del patégeno en el
campo, pero no lo destruyen, de ahi que pueda esporular nuevamente con una
temperatura favorable; siempre y cuando la humedad sea lo suficientemente alta

(Agrios, 1991; Duvauchelle y Andrivon, 1999).
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Los sintomas iniciales en un lote de papa provienen del inéculo primario, es
decir el tubérculo (Holliday, 1980), ya que el hongo inverna en forma de micelio en los
tubérculos de papa infectados (Agrios, 1991; Alonso,1996). Sintomas secundarios,

normalmente los mas desastrosos, se ven en hojas y brotes tiernos (Ames, 1980).

P. infestans inverna no solo en tubérculos que son usados como semillas, sino
también en los que aun no se cosechan, en los apilados en tiraderos de granjas o
almacenes comerciales (Alonso, 1996). Los mecanismos por los cuales P. infestans
persiste en el suelo y llega a ser fuente primaria de inéculo han sido controversiales
(Andrivon, 1995; Gregory, 1983). De acuerdo a muchos reportes, €l indculo sobrevive
en tubérculos infectados y en areas donde ambos tipos de compatibilidad sexual existen

(Erwin y Ribeiro, 1996).

Parte del por que P. infestans s un patogeno de mucho éxito es debido a los dos
ciclos de reproduccion; sexual y asexual, que posee (Deahl, 1996). La espora asexual es
el esporangio con una habilidad unica de fructificar rapidamente en el tejido de las hojas
y tallos (Agrios, 1991). La oospora €s el primer foco del ciclo sexual (Deahl, 1996). A
pesar de que existen pocos estudios, las oosporas son consideradas una fuente tanto de
in6culo como de variabilidad patogénica (Fry et al., 1983; Aragones, 1984; Agrios,
1991; Andrivon 1995; Deahl, 1996). Se sabe que en las hojas se encuentran en contacto
con el suelo frecuentemente son las primeras en infectarse, esto sugiere que las oosporas
probablemente juegan un papel en la supervivencia de P. infestans bajo condiciones
adversas (Hooker, 1990). La informacién sobre el ciclo sexual y la produccion,

supervivencia, germinacién e infectividad de las oosporas es imperativa para el
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desarrollo del futuro control de la enfermedad y las estrategias de manejo del in6culo

que es transportado en el suelo (Deahl, 1996).

Variacién Patogénica en Phytophthora infestans

Importancia

Variacién es la propiedad o capacidad que tienen los organismos para cambiar
sus caracteristicas de generacion en generacion (Agrios, 1991). McDonald (1989) dice
que la cantidad de variacién en las poblaciones afecta su habilidad para adaptarse a
condiciones ambientales fluctuantes, en general, poblaciones altamente variables son

mas habiles para adaptarse a condiciones cambiantes que aquellas con poca variacion.

Tipos y Fuentes de Variacion

Brasier (1992) menciona que muestras de especies de Phytophthora manifiestan
a menudo una amplia variacion en muchos caracteres, dice también que el sistema
genético en este geénero presenta una amplia gama de mecanismos para la expresion de

variacion.

Agrios (1991) sefiala que en la mayoria de los fitopatégenos la variacion en la

progenie es debida a la segregacién y recombinacion de genes ocasionada por la

reproduccion sexual.
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Robertson (1991) puntualiza que se han realizado multiples esfuerzos para
entender las bases de la variabilidad en Phytophthora infestans 'y el respaldo genético de
tal variacion. Sefiala también que, por si sola, la reproduccién sexual normal no explica

la gran variacion de este patogeno.

Se menciona que la abundante variacion en fenotipos encontrados dentro de las
colecciones de Phytophthora infestans del tipo de compatibilidad A1, fuera de México,

sugiere que una forma desconocida de recombinacion sin sexo es responsable (Shaw,

1991).

Son varios los mecanismos diferentes a la reproduccion sexual, que se
mencionan como responsable de la variacion en Phytophthora infestans; asi, se

menciona a la mutacion (Gallegly y Eichenmuller, 1959, Mills y Peterson, 1952, Howatt

y Grainger, 1955, y Van der Plank, 1963), recombinacion somatica (Leach y Richl, 1969

y Malcolmson, 1970).

Dentro de las manifestaciones de variacién en P. infestans, se reportan las
siguientes: en requerimientos nutricionales (Cantino y Turian, 1959 y Holh, 1991),
morfologia colonial (Caten y Jenkins, 1968 y Shattock et al, 1990), en comportamiento
sexual (Galindo y Gallegly, 1960), germinacion de esporangios (Anderson y Barnett,
1957), morfologia del anteridio (Shaw, 1991), en isoenzimas (Mosa et al, 1993 y Tooley
et al, 1985), resistencia a metalaxyl (Staub ef al, 1979) en contenido de DNA del nucleo

(Spielman et al, 1990) y en patogenicidad (Caten, 1960, Giddings y Berg 1919, Galindo,

1958 y Sujkowski, 1991), entre otros.
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Descubrimiento de Grupos de Compatibilidad

En estudios iniciados en 1955 y culminados en 1957, para determinar si existia
heterotalismo en este hongo, se realizaron cruzas entre 105 aislamientos provenientes
de Estados Unidos, Canadé, Europa Oriental, Sudafrica y las Indias Orientales. Estas

cruzas produjeron pocas 00sporas viables (Goaugh et al., 1957 y Smoot ef al., 1957).

Posteriormente se incluyeron cuatro aislamientos mexicanos 26 M, 42 M, 43 My

66 M, los cuales se cruzaron con los 105 aislamientos anteriores. De los resultados de
estas cruzas se encontrd que existen dos grupos de apareamiento sexual compatibles. Al
cruzarse cualquier aislamiento de un grupo con cualquier otro, se formaban oosporas con
anteridios anfigenos en gran abundancia y cuando se realizaron los cruzamientos entre
los aislamientos de un mismo grupo no se formaron oosporas en abundancia. Tres de los

cuatro aislamientos mexicanos el 26 M, 42 M y 43 M formaron un grupo de

apareamiento, mientras que el aislamiento 66 M se comporté como cualquiera de los

105 y conformaron otro grupo. Con lo anterior fue evidente que los dos grupos de

compatibilidad estaban presentes solo en México (Smoot e al., 1958).

A raiz del descubrimiento de Smoot, en México se iniciaron trabajos para
determinar las reacciones de apareamiento de un gran niimero de aislamientos, con el
propésito de determinar si existian otros tipos de apareamiento, en adicion a los dos ya

descritos y también para esclarecer si el estado sexual de Phytophthora infestans ocurria

en la naturaleza en México. Asi tras realizar cruzas entre 95 aislamientos mexicanos, se
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encontré que los tipos de apareamiento se presentaban en Meéxico en una relacion
aproximada de 1:1. Otro hallazgo importante fue realizado en el Valle de Toluca donde
sobre hojas de papa de la variedad Katahdin, infectadas naturalmente, se encontraron

oosporas, las cuales fueron semejantes en todos los aspectos a las formadas en el cultivo

puro (Gallegly y Galindo, 1957y 1958).

El hecho de que para una abundante formacion de oosporas se requiera de dos
cepas, indicaba la existencia de heterotalismo en esta especie, mas no se descartaba la

posibilidad de que la formacién de oosporas tuviera otras causas (Galindo y Romero,

1958).

Aunque estudios anteriores demostraron que Phytophthora infestans es
principalmente heterotalico, de forma ocasional algunos investigadores lo han observado
en este caso estin Graham y Romero (1958) quienes de 88

como homotalico,

aislamientos encontraron 53 del grupo Al, 33 del A2 y 2 se comportaron como

homotalicos.

Reportes del Estado Sexual

A partir del reporte de Smoot, el al en 1958, en el cudl se establece la presencia
del grupo de compatibilidad A2 y de la confirmacioén de esto, por Gallegly y Galindo, en

1958, los trabajos realizados en México solo involucraban capas del centro de la

republica, esto debido a que era la tnica localidad en la cual se sabia que existian ambos

tipos de apareamiento.

w 180189
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Estudios realizados por Goodwin et al (1992), mostraron la presencia de los dos
tipos de apareamiento en diferentes localidades. Este trabajo marcé el antecedente de la

presencia del grupo de apareamiento A2 en esta region y en la zona noreste.

Por mas de un cuarto de siglo fue aceptado que Phyfophthora infestans solo se
reproducia sexualmente en México, debido a que era el unico lugar donde se habia

encontrado el grupo de compatibilidad A2y las oosporas se encontraban sobre el follaje

de cultivos de papa en forma natural. Ademas de acuerdo a Reddick (1943), México es

el centro de origen del hongo.

El primer reporte de la presencia del grupo de compatibilidad A2, fuera de

México, provino de Suiza en 1984 (Hohl, y Iselin, 1984). Después de este reporte,

investigadores de varios paises se dieron a la tarea de revisar los aislamientos de sus

colecciones y los que obtenian en campo, con el propdsito de determinar la presencia o

ausencia del grupo A2 en sus paises.

Otros paises reportan también la presencia del Grupo de compatibilidad A2 , asi

tenemos a Holanda ( Fry et al., 1991y Therrien et al., 1989), Polonia (Ritch, 1990,
Ritch, 1991 y Sujkowsky et al., 1994), Inglaterra y Gales (Shattock ef al., 1990), Japén

(Therrien y Daggett, 1990 y Mosa et al., 1993), Alemania Oriental (Daggerr y Gotz,

1991) ylaU.R.S.S.
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Aun cuando no se tiene una respuesta exacta para explicar la aparicion abrupta
del grupo de apareamiento A2 en diferentes partes del mundo. Se manejan varias

hipétesis, una de ellas es:

Entre 1977-1978, P. infestans “escapd” de nuevo de su hogar México,
probablemente en embarque de papas de México a Europa. Esta vez fue la cepa A2. De
Europa esta nueva cepa se ha diseminado y llegado a establecer en todo el mundo

(Niederhauser, 1993).

Efectos de la reproduccion sexual de Phytophthora infestans

La funcién de oosporas de tipo homotalicos, es como propagulos persistentes en
la planta enferma (Stack y Millar, 1985). El papel en el campo de las oosporas en tipos
heterotalicas no estd bien comprendido, pero fuertes evidencias indican que el
apareamiento de los tipos de compatibilidad sexual Al y A2 pueden ser una fuente de
nuevas razas o biotipos (Romero y Erwin, 1969, Tooley et al., 1986, Spielman et al.,
1989 y 1990; Erwin y Ribeiro, 1996), especialmente, en los lugares en donde ambos
tipos coexisten en la naturaleza por ejemplo, en la regiéon de Toluca, México (Smoot et

al., 1958; Niederhauser y Cobb, 1959; Galindo y Gallegly, 1960).

A pesar de que las oosporas son sensibles a la falta de agua, pueden establecerse
en condiciones de sequia mucho mejor que las esporas asexuales o esporangios, por esta

razon las oosporas son capaces de sobrevivir por meses o afios en el suelo, por lo tanto,

si P. infestans se reproduce sexualmente en el campo, las oosporas deben ser otra muy
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importante fuente de in6culo inicial para tizén tardio, no solo en papa si no, también en
tomate (Fry et al., 1983; Griffith et al., 1995), por lo que la epidemiologia de tizén tardio

debe estar cambiando drasticamente (Fry et al.,, 1983; Franc et al., 1996; Deahl, 1996).

Sin embargo, debido a que las oosporas no son conocidas en la mayoria de las
4reas productoras de papa en el mundo, solamente existen pocos estudios del ciclo
sexual y de las condiciones que favorecen la reproduccion sexual de P. infestans en
ambientes naturales (Deahl, 1996; Franc et al., 1996). Este hecho evidencia la necesidad

de desarrollar metodologias que ayuden a detectar oportunamente a las oosporas.

Diagnostico de Organismos Fitopatogenos

Importancia

El diagnéstico oportuno de los patdgenos, es fundamental para desarrollar
medidas de control efectivas, optimizar los recursos y reducir los efectos negativos en el
medio ambiente. El diagnostico de enfermedades vegetales es una arte con sélidas bases
cientificas; es un arte y una ciencia por que requiere integrar el conocimiento del
patosistema y la funcion de cada factor en el desarrollo de la enfermedad (Flores, 1997).
Un diagnéstico oportuno detecta el agente causal de un evento patoldgico y es
fundamental para el manejo del problema; genera una reduccién en los costos de
produccién, y en el dafio ecolégico e incrementa la eficiencia de las medidas de

control(Barnes, 1994; Grogan, 1981).
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Los métodos de diagnéstico tradicional como aislamiento, microscopia de luz,
uso de plantas diferenciales, y otros, siguen usandose rutinariamente (Barnes, 1994;
Streets, 1969). Sin embargo las técnicas modernas han permitido una detecciéon mas
eficiente. Ademas, la deteccion correcta de un microorganismo, nos permite realizar
estudios cualitativos y cuantitativos de tipo epidemiolégico, permitiéndonos con ello

resolver dudas sobre la biologia y ecologia de estos fitopatogenos

Diagnoéstico de Phytophthora infestans

Se pueden considerar dos fases: .- diagnostico macroscépico, el cual se basa en
la observacion de sintomas y signos en el patosistema en estudio. Son fundamentales la
experiencia del fitopatélogo y su conocimiento de las variables que inciden en la
enfermedad, como el cultivo a investigar, el suelo, clima y patégeno, etc; II.- El
diagnostico microscopico, que consiste en la observacion de las estructuras del
microorganismo fitopatégeno. Esta observacion puede ser directamente al microscopio

de luz (Flores, 1997).

Normalmente es necesario inducir la formacién de estructuras reproductivas,
como esporas del patégeno (Shaad et al., 1995) las cuales las obtendremos mediante los
aislamientos del patégeno en medio selectivo como los son el agar- centeno (Hohl,
1991) y v8-agar siendo este ultimo el que mejores resultados ha presentado. Este
proceso, que es en si tedioso y consumidor de tiempo, debe incluir muestras correctas o
representativas del problema, asi como las observaciones de campo para dirigir

correctamente el examen de laboratorio.
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Las técnicas basadas en el diagndstico tradicional de P. infestans, asi como de
otros microorganismos fitopatégenos, se basan de manera general, en los postulados de
Koch( Erwin y Ribeiro 1996; Flores et al., 1997) y, aunque estos han permitido el
reconocimiento de una gran variedad de especies como generadores de enfermedades en
un amplio rango de plantas (Bauer, 1991), presentan en la actualidad un sin numero de
limitaciones (Miller, 1996); debido a que con estas técnicas no es posible detectar y

cuantificar estructuras como las oosporas de P. infestans en el suelo.

Sin embargo las técnicas modernas han permitido una deteccién mds eficiente de

los patégenos. Ademas, la deteccion correcta de un microorganismo, nos permite
realizar estudios cualitativos y cuantitativos de tipo epidemiolédgico, permitiéndonos con
ello resolver dudas sobre la biologia y ecologia de estos fitopatégenos. Existen técnicas
modernas que han permitido una deteccion de variantes patogénicas un ejemplos es
caso de Serologia (Clark, 1981), como ensayos de inmunosorbencia unidos a enzimas

(ELISA). Por otro lado, la tecnologia de 4cidos nucleicos ha incrementado su empleo
exponencialmente en el diagnostico 'y deteccion de variantes patogénicas,

principalmente mediante el empleo de marcadores genéticos (Landegren et al., 1988;

Lewin, 1994; Michelmore y Hulbert, 1987; Miller y Martin, 1988).
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Métodos de Deteccion de Oosporas de Phytophthora infestans

La deteccién de los sintomas de la enfermedad son facilmente reconocibles, pero
la presencia del patégeno no siempre es tan obvia. La deteccion de oosporas en los
suelos es una muestra de ello; pues para determinar la presencia de estas se requiere
desarrollar métodos sensibles, que nos permita conocer la presencia de oosporas en el
suelo; actualmente existe un método desarrollado para detectar contaminacién en las

semillas y oosporas en el suelo pero este método de PCR fue desarrollado para

Phytophthora fragariae.

Actualmente no existe informacién publicada relacionada a métodos de

deteccion de oosporas de Phytophthora infestans.

Muestra de ellos los trabajos que se han estado realizando hasta la fecha en el
laboratorio de Bioquimica Ecoldégica del CINVESTAV Unidad Irapuato; donde se
evaltian tres técnicas de deteccidon de oosporas como lo son la microbiolégica, seroldgica
y molecular, en esta ultima usaron la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y dos
iniciadores especificos para ampliar una secuencia de 462 pb de P. infestans. Ademas se
esta utilizando la técnica citada por Zhou 1995 y modificada en el mismo laboratorio
para extracciéon de AND a partir de suelo. Ellos reportan que los resultados han sido
satisfactorios ya que se ha logrado amplificar la secuencia especifica de P. infestans.
Actualmente estan tratando de cuantificar las oosporas por esta técnica (Flores y Olalde,

2000).



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Centro de Investigacion y de

Estudios Avanzados (CINVESTAV-IPN) Unidad Irapuato, Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional y la Universidad Auténoma

Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila; en el periodo de Febrero del afio 2000 a

Julio del afio 2001.

Los aislados que se usaron pertenecieron al grupo de compatibilidad sexual Al
con las cepas 64134, 64135 fueron adquiridas en la American Type Culture Collection y
los aislados nativos que fueron donados por el Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados Unidad, Irapuato, Guanajuato, México (CINVESTAV-IPN) previamente

identificados como A2.

Obtencién de Oosporas in Vitro

Se hicieron confrontaciones de los grupos de compatibilidad sexual Al y A2. Se
colocaron discos con micelio en los extremos de las cajas de petri con medio V8-agar y
fueron incubadas a 18°C de 10 a 15 dias en oscuridad. La identificacion se realizé al

microscopio compuesto por medio de montajes con lactofenol azul.
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Purificacion de Oosporas in Vitro

Se us6 la técnica de Spielman modificada (1989), se utiliz6 el complejo
enzimatico Novozym "™ 234, (Calbiochem) para la degradacion de micelio y esporangios
de P. infestans. Para su purificacién se separaron alicuotas de 1ml de la suspension
micelio- oosporas a las que se le adicioné 24 mg/ml de complejo enzimatico Novozym;
el complejo se diluyé previamente en 500 ml de amortiguador SCS pH 5.5 (citrato de
sodio 20 mM y sorbitol 1M), se dejé actuar a una temperatura de 23 °C durante 2 h.
Transcurrido el tiempo de accién de Novozym, las suspensiones fueron cosechados con
una centrifuga a 2,500 rpm durante 5 min, el sobrenadante se desechd; la pastilla con
oosporas se lavé dos veces y el paquete celular se cosechd con una centrifuga a 2,500
rpm durante 5 min con agua desionizada estéril. La pastilla final de oosporas fué
resuspendido en solucion salina 0.85 por ciento y se guard6 a 4°C. La concentracién de

oosporas se determind con un hematocimetro o cdmara de Neubauer.

Obtencién y Cuantificacién de Proteina

Para la purificacion de proteinas se usé 2 ml de una suspensiéon concentrada de
oosporas, se agité con perlas de vidrio de 0.05 mm de didmetro (en una proporcion 1:1)
en un homogenizador vortex mistral mixer modelo 1190 a méxima velocidad por 7
pulsos por min cada uno, dejando reposar el paquete en hielo entre los intervalos de
cada pulso. Se separ6 el sobrenadante de las perlas de vidrio y se separé con una
centrifuga a 2,500 rpm durante 15 min. El sobrenadante se guardé a 4 OC hasta su uso y
la pastilla fue resuspendida en una solucién de SDS al 2 por ciento, esta suspensién se

mantuvo en ebullicién a bafio maria durante 20 min y se separ6 la pastilla con una
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centrifuga a 2,500 rpm por 10 min se desechd la pastilla y el sobrenadante se mezclé con

el sobrenadante anteriormente guardado a 4 °C.

Esta suspension se precipité con acido tricloroacético (TCA) al 12 por ciento a -
20° C durante toda la noche. El precipitado se separ6 con una centrifuga Eppendorf 5415
C a 12,000 rpm en una durante 10 min desechando el sobrenadante, la pastilla se lavd
con acetona anhidra con una centrifuga a 12,000 rpm por 10 min, se dejé secar a 4 e y
se resuspendio en 50 pl de agua desionizada estéril. 5 pl de la proteina resuspendida
fueron utilizados para la cuantificacién de la misma por el método Bradford ( Bradford,
1976; Kruger, 1994). La proteina restante se guardd a -20 %C. Este mismo procedimiento
se realizo para la obtencion de proteina de micelio fresco de P. infestans, y micelio
Tiofilizado de P.cinnamomi, P.citrophtora, P.citricola, P.capsici y P.parasitica; con la

tinica diferencia de que el nimero de pulsos en el homogenizador vértex para este caso

fue de 8.

Electroforesis en Gel de SDS- Poliacrilamida

Las proteinas de las oosporas y micelio de las especies de Phytophthora fueron
separadas. Se utilizé un gel separador al 7.5 por ciento conteniendo regulador para el gel
pH 8.5 (tris 3M, SDS 0.3 por ciento) al 30 por ciento, glicerol al 10 por ciento,
persulfato de amonio al 0.5 por ciento y TEMED al 0.05 por ciento. El gel concentrador
al 4 por ciento estd compuesto por regulador para el gel pH 8.5 al 20 por ciento,

persulfato al 0.3 por ciento y TEMED al 0.03 por ciento.
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La composicion del amortiguador para el catodo pH 8.25 fue de Tris 0.1M,
Tricina 0.1 M,SDS 0.3 por ciento y para el amortiguador del anodo pH 8.9 fue de Tris
0.2M. Se aplicaron 50 volts al comienzo de la corrida y una vez que las proteinas
alcanzan el gel separador se aumentd a 100 volts, voltaje que se mantuvo hasta terminar
la separacién; la fuente de poder que se utilizé fué el modelo OSP-105 de Labsen
Scientific Co y una cimara Hoefer Spacer-Mate.10 pl de la muestra de proteina se
diluyeron en proporcién 1:1 con el regulador de carga 2X(SDS 10 por ciento, Glicerol
30 por ciento, Tris 100mM, azul de bromofenol 0.6 por ciento y 2b-Mercaptoetanol 4

por ciento y se calentaron en bafio maria durante 20 min.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron estdndares pretefiidos de BIO
RAD (fosforilasa B 103,000 Da, albimina sérica bovina 76,000 Da, ovalbimina 49,000

Da, anhidrasa carbénica 33,200 Da inhibidor de tripsina de soya 28,000 Da y lisozima

19,000 Da).

Electrotransferencia de Proteinas

Una vez terminada la electroforesis, se realiz6 la transferencia de las proteinas ya
mencionadas en PVDF (Fluoruro de polivinilideno, Millipore), para la transferencia se
aplicé una corriente de 210 mA en un tiempo aproximado de 2 h 45 min. La
composicion del regulador que se corrio fue tris 0.025M, glicina 0.192M, pH 8.3 y
metanol 20 por ciento. La transferencia se efectué en una camara de Hoefer Scientific

Instruments y una fuente de poder de Labsen Scientific Co.OSP-105.

.« 18019
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Inmunodeteccion

Para esta prueba se utilizaron los anticuerpos adsorbidos a 37°C 1 hy a 4°C toda
la noche y estuvo basada en el método que describen Rosell y White (1978) citado por
Tijssen, (1993), para el cual se utilizé un kit conejo /ratén para Westen Blot con
quimioluminiscencia (Crisp y Dunn, 1994). La membrana PVDF se lavo tres veces con
TBS pH 7.5 (Tris 50 Mm, NaCl 150 mM), se incubé 1 h 45 min en regulador de
bloqueo (svelty 5 por ciento), después se incubé con el anticuerpo contra oosporas de P.
infestans diluido en regulador de bloqueo al 0.5 por ciento en una proporcién 1:500
durante toda la noche. La membrana se lavé dos veces con TBS-T (TBS - Tween 20 0.1
por ciento), se lavd otras dos veces mas con regulador de bloqueo 0.5 por ciento. Se
incubé con el anticuerpo de ratén — anticonejo IgG-POD (acoplado a peroxidasa)
durante 1 h. Se efectuaron 4 lavados con TBS-T de 15 min cada uno y finalmente se

revel6 con luminol sobre una pelicula Kodak X-Omat AR.



RESULTADOS

Obtenciéon de Qosporas in Vitro

Las mejores combinaciones en la obtencion de oosporas de P. infestans fueron
las confrontaciones de los aislados 64134 y 64135 con el grupo de compatibilidad A2;
incubadas por 15 dias a 18°C y 10 dias mds a 4 °C en oscuridad en ambos casos. De esta

manera se logré obtener concentraciones de 80,000 hasta 160,000 oosporas/ml (Figura

4.1).

Figura 4.1. Oosporas obtenidas in vitro por confrontacién de los grupos de
compatibilidad sexual Al y A2 de P. infestans
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Purificacion de Oosporas Obtenidas in Vitro

El complejo enzimatico Novozym '™ 234 result6 ser altamente efectivo para la
purificacion de oosporas, logrando suspensiones, perfectamente purificadas y totalmente

libres de micelio. Con esta metodologia, se lograron concentrar suspensiones hasta de

180,000 oosporas/ml.

Cuantificacion de Proteina

La curva estandar utilizada para la determinacién de la cantidad de proteina se

muestra en la Figura 4.2.

CURVAESTANDAR ALBUMINA SERICA BOVINA

\BSORBANCIA 9+ 4 ;

\ 595 nm o. =
- Y=0.1 g08X+0.0571
R"=0.9974
o.1

c.5 -] 7.5 10 1.5

CONCENTRACION DE PROTEINAEN mg

Figura 4.2. Curva estandar de albiimina sérica bovina, utilizada para la cuantificacion de
proteina.
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Esta curva fue utilizada para interpolar y obtener los valores de proteina
desconocidos, teniendo los valores de absorbancia de las muestra problema tomados a
595 nm y con la ecuacion de la recta, obtenida de la linea estandar para concentraciones
conocida de albimina sérica bovina y se calcularon las cantidades de proteina de las
diferentes especies. En el Cuadro 4.1 se muestran las cantidades proteinicas obtenidas

para oosporas y el micelio de las diferentes especies de Phytophthora, con las que se

trabajo .

Cuadro 4. 1. Cantidad de proteina obtenida de oosporas de P. infestans y micelio
de diferentes especies de Phytophthora.

MUESTRA PROTEINApg/ul
Oosporas de P. infestans 0.31
Micelio de P. infestans 0.86
Micelio de P. capsici 0.25
Micelio de P. cinnamomi 0.18
Micelio de P. citricola 0.44
Micelio de P. citrophthora 0.09
Micelio de P. parasitica 0.33
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Electroforesis en SDS- Poliacrilamida

Se presentaron cuatro bandas proteinicas en el patron de oosporas, que no se
encuentran en los micelios de las diferentes especies de Phytophthora. Tal es el caso de
las bandas con un peso molecular de aproximadamente 17 kDa y 106 kDa en las

oosporas y dos bandas de bajo peso molecular de aproximadamente 8.2y 8.7 kDa.

Existen diferencias en el patron electroforético de proteinas de las oosporas de P.
infestans con respecto al micelio de las diferentes especies de Phytophthora, incluyendo
P. infestans, también existen bandas proteicas conservadas como la que se observo en el
patrén electroforético del micelio de P . infestans con un peso de 19.9 kDa, la cudl es
comun en todas las especies y las oosporas. Otra observacion derivada del perfil
electroforético es la presencia de una banda de 14 kDa en el patrén de P. cinnamomi,
que es muy semejante a la que se observa en P. citrophthora, esta misma banda se

present6 también en P. citricola.

Por lo anterior, se encuentran diferencias inmunogénicas marcadas, de tal
manera, las diferencias inmunogénicas permiten, la deteccion de las oosporas de P.

infestans con los anticuerpos policlonales utilizados.
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Inmunodeteccion

Para esta prueba se eligieron dos anticuerpos desarrollados previamente los
cuales fueron especificos a oosporas de P. infestans; ya que se requeria que la

inmunodeteccién fuera lo mas especifica y evidente posible.

La autorradiografia de los anticuerpos reveld una fuerte inmunodeteccion de dos
bandas proteinicas de bajo peso molecular de aproximadamente 33.2 y 26.9 kDa,
respectivamente; dichas bandas no solo fueron detectadas en oosporas, sino también en
micelio de P. cinnamomi, P. parasitica, P. citrophthora y P. capsici, pero no se
presentaron en P. infestans. Estas bandas no se detectaron con la misma intensidad en
todas las muestras, siendo en las oosporas la deteccién maés clara, seguidas por P.

cinnamomi, P. parasitica, P. citrophthora, P. citricola y P. capsici, respectivamente.

También se pudo observar que en la muestra de oosporas se detectaron por este
mismo anticuerpo, otras dos bandas proteicas de un alto peso molecular
correspondientes a 106 y 123.6 kDa aproximadamente, mismas que no se presentan en

el resto de las muestras; es decir, fueron especificas para oosporas.



DISCUSION

Respecto a los resultados de electroforesis, se esperaba existieran diferencias
inmunogénicas marcadas, no solo con las proteinas que no comparten, sino también con
respecto a las que tienen en comun y cuya cantidad de proteina presente en oosporas s
baja. De tal manera que si esas diferencias inmunogénicas fueran reales, se esperaria que

la deteccion de las oosporas por los anticuerpos utilizados en este trabajo fuera mas

especifica para dichas estructuras.

Los resultados coinciden con aquellos reportados por Erselius y Vallavicille
(1984), quienes realizaron una comparacion de los perfiles proteicos de seis especies de
Phytophthora, en la cual encontraron similitudes entre especies; ellos hicieron una

interpretacion visual de las bandas fuertemente tefiidas, de la misma manera que fue

realizada para este trabajo.

En los perfiles proteicos que obtuvieron Erselius y Vallavicille (1984), sefialan
que existe una banda en comun entre P. capsici y P. citrophthora asi como hasta siete
bandas compartidas entre aislados de P. citrophthora y P. citricola, ellos no reportan el
peso molecular de ningiin banda, por lo tanto la comparacion que aqui se presenta es

solamente subjetiva. Mencionan ademas que los perfiles electroforéticos de las oosporas

obtenidas de P. cactorum y P. citricola; ambas especies homotalicas, fueron idénticos a
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los obtenidos para el micelio de P. cactorum y P. citricola respectivamente, caso que no

sucedié con los perfiles de las oosporas y el micelio de P. infestans que aqui se reportan.

Esto se explica porque P. infestans es una especie heterotalica, en la que ocurre
recombinacion genética entre los dos grupos de compatibilidad durante la formacion de
las oosporas, y no es de sorprenderse que el perfil proteico de la progenie sea poco
similar al de cualquiera de las especies progenitoras; y siendo P. cactorum y P. citricola

especies homotalicas, dicha recombinacion genética no sucede y los perfiles proteicos

no se ven alterados.

En cuanto a la inmunodeteccion es importante resaltar, que los anticuerpos no
detectaron ninguna banda proteica de P. infestans, confirmando de esta manera, que los
anticuerpos utilizados contra el micelio de esta especie realmente fueron eliminados
durante la adsorcién realizada a los anticuerpos, evitando que los anticuerpos presenten

deteccién cruzada con micelio de P. infestans, demostrandose en las autorradiografias.

Podemos ver el caso del reporte de Amouzou — Alladaye et al. (1988), quienes
al realizar pruebas de deteccion de diferentes especies de Phytophthora con suero
policlonal que obtuvieron para detectar P. fragariae en plantas de fresa infectadas,
encontraron reaccidon cruzada con tres aislados de P. cactorum, un aislado de P.
citrophthora, P. palmivora, P. syringae y Phytium middletonii. Sin embargo, estos
autores consideran que estos resultados no constituyen un impedimento para realizar
una confiable deteccion de P. fragariae debido a que son parésitos que generalmente no

se encuentran asociados con plantas de fresa.
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De manera préctica, estos comentarios son aplicables a este trabajo, por que las
especies de Phytophthora que fueron inmunodetectadas, no tienen relacion alguna como
patégenos de la planta de papa, con excepcién de P. parasitica, que es un parésito de
cuatro solanaceas, incluyendo Solanum tuberosum L. (papa), aunque es poco frecuente
su infeccion a esta planta (Erwin y Ribeiro, 1996), por lo que no reviste ninguna

importancia.

Una probable alternativa a este inconveniente es la elucion del par de bandas
proteicas que resultaron ser especificas para oosporas, inocularlas a nuevos conejos y
volver a obtener anticuerpos policlonales, que con mayor seguridad seran especificos de

00Sporas.



CONCLUSIONES

Se desarrollé un método inmunoelectroforetico de deteccion de oosporas de P.
infestans . En la inmunodeteccion, se detectaron en oosporas cuatro bandas proteicas de
106, 123.6 , 33.2 y 26.9 kDa, de las cuales las dos primeras resultaron ser especificas a

oosporas y las otras dos fueron comunes entre oosporas y el resto de las especies de

Phytophthora, excepto para P. infestans.



RESUMEN

Se desarrollo un método de inmunoelectroforesis para la deteccion in vitro de
oosporas de Phytophthora infestans usando anticuerpos policlonales, con el fin de
monitorear la especificidad de los anticuerpos; se realizaron inmunodeteccciones
usando la técnica “Western — blot”, con extractos proteicos totales de oosporas y micelio
P. infestans, asi como de otras cinco especies de Phytophthora; de esta manera fue
posible detectar cuatro bandas proteicas de 106, 123.6, 33.2 y 26.9 kDa, de las cuales las
dos primeras fueron especificas de oosporas y las otras dos las compartian con los

micelios de diferentes especies de Phytophthora a excepcion de P. infestans.
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