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ABSTRACT. False Orobanche affects tobacco production
in Cuba. Diseased plants development abundant shoot
proliferation and tumour in the root, and they’re showing
dwarfism and rickets. Cuban Black tobacco cultivars are
susceptible to Nocardia sp., causal agent of this disease. The
incorporation of resistance genes into Cuban cultivars through
genetic improvement will be an important element in the
strategy for integrated management of this disease. However,
there were not known sources of resistance to the disease
and there isn’t an available procedure for the assessment of
potential resistance sources present in the tobacco germplasm
of Cuba. The objective of this research is to develop a
method of assessing the level of resistance to the causal
agent of false Orobanche of tobacco germplasm accessions.
Fourteen accessions of different species and types of tobacco
were inoculated with T42 strain of Nocardia sp. From the
showing of symptoms was developed an empiric visual scale
for calculating the plant’s damage degree. Accessions were
located into four levels of reaction (resistant, moderately
resistant, moderately susceptible and susceptible) according
to plant’s damage degree. Resistant genotypes were identified
within the tobacco germplasm bank of Cuba. Also within
susceptible evaluated cultivars , plants carrying resistance
genes were found with which they could immediately begin
a genetic improvement program by selection of pure lines.

Key words: bacteria, tumour, shoot proliferation,
germplasm, resistance

RESUMEN. El falso Orobanche afecta a la produccion
tabacalera de Cuba. Las plantas afectadas desarrollan abundante
proliferacion de brotes y tumores en las raices, muestran
enanismo y raquitismo. Los cultivares de tabaco Negro
cubano son susceptibles a Nocardia sp., agente causal de esta
enfermedad. La incorporacion de genes de resistencia a este
agente fitopatdgeno en los cultivares cubanos, mediante el
mejoramiento genético tradicional, constituira un elemento de
peso en la estrategia de manejo integrado de esta enfermedad. Sin
embargo, no se conocen fuentes de resistencia a la enfermedad
dentro de Nicotiana spp., ni se dispone de un procedimiento
para la busqueda de estas fuentes en la amplia diversidad de
accesiones presentes en el banco de germoplasma de tabaco
de Cuba. El objetivo de esta investigacion es desarrollar un
procedimiento de evaluacion del nivel de resistencia frente al
agente causal del falso Orobanche de las accesiones del banco
de germoplasma de tabaco de Cuba. Catorce accesiones de
diferentes especies y tipos de tabaco fueron inoculadas con la cepa
T42 de Nocardia sp. A partir de 1a manifestacion de los sintomas se
elaboro una escala visual empirica que permite calcular el grado
de afectacion de las plantas. En correspondencia con el grado
de afectacion se ubicaron las accesiones en cuatro niveles de
reaccion (resistente, moderadamente resistente, moderadamente
susceptible y susceptible). Se identificaron accesiones resistentes
a la enfermedad dentro del banco de germoplasma de tabaco de
Cuba. También dentro de cultivares evaluados de susceptibles se
encontraron plantas portadoras de genes de resistencia con las que
se pudiera comenzar de inmediato un programa de mejoramiento
genético por seleccion de lineas puras.

Palabras clave: bacteria, tumor, proliferacion de brotes,
germoplasma, resistencia
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INTRODUCCION

La enfermedad denominada “falso Orobanche”
es uno de los factores que afectan la produccion
tabacalera de Cuba. En los primeros estadios, las
plantas de tabaco afectadas desarrollan pequefios
sobrecrecimientos blancos en cualquier posicion de
la raiz principal o en las raices laterales secundarias
o terciarias”.

Con el desarrollo de los sintomas, de las
excrecencias de masas blanquecinas jugosas e
irregulares, comienzan a diferenciarse pequefios
brotes con hojas abortadas sin clorofila. En esta etapa,
también se pueden observar tumores en las raices que
pueden alcanzar hasta ocho centimetros de diametro.
Durante estas etapas que ocurren bajo tierra, las
estructuras que se desarrollan se asemejan a una
planta de Orobanche ramosa L. que se encuenta entre
las fases fenomenoldégicas de “nddulos” y “emergencia’;
en las cuales la planta parasita se observa con un
bulbo carnoso del cual emerge un tallo con una o dos
ramas con varias inflorescencias sin abrir; todas estas
estructuras son de color amarillo palido”*.

Alrededor de los 45 dias después del trasplante
de las plantulas de tabaco a la vega, esta enfermedad
induce la produccion de estructuras que muestran una
clara diferencia con O. ramosa, de ahi que el trastorno
se denomine “falso Orobanche”. En este periodo, los
sobrecrecimientos que despuntan sobre la superficie
del suelo, con la exposicion a la luz solar comienzan
a tomar una coloracién verdosa y la apariencia de los
brotes normales de la planta de tabaco. Estos brotes
diferenciados a partir de las masas blanquecinas
pueden llegar a producir érganos vegetales, como
si se tratara de una planta de tabaco independiente
y es en este momento que los sintomas pueden ser
facilmente observados en el campo”.

El primer informe de esta enfermedad en el
cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum L.) en el pais
fue realizado en la segunda mitad del siglo pasado®
y desde entonces ha tenido un notable incremento
en su distribucién y en la intensidad de los dafos
causados(1).

En la zona central del pais, en el cultivar de
tabaco negro ‘Pelo de Oro’, se determinaron pérdidas
econdémicas que en promedio ascendian hasta los
$ 2 511,73 pesos por hectarea, derivadas en lo
fundamental al enanismo, raquitismo y clorosis en las
plantas afectadas, lo que influye negativamente en el
rendimiento y la calidad del cultivo®.

Recientemente se demostré que el agente causal
de esta enfermedad es un actinomiceto perteneciente al
género Nocardia (2). La identificacion del agente causal

AMeéndez, R. Caracteristica, distribucion y darios del falso orobanche en
el cultivo del tabaco [Tesis de Maestria], Universidad Central de Las
Villas, Las Villas, Cuba, 1998, 66 p.

del falso Orobanche abre nuevos espacios de accion
para realizar el manejo integrado de esta enfermedad
del tabaco. En este sentido la incorporacion de la
resistencia al agente a los cultivares comerciales de
tabaco, mediante el mejoramiento genético, constituira
un elemento de peso en su futuro manejo, como lo ha
sido para otros cultivos afectados por diversos agentes
fitopatdgenos (3, 4). La determinacion de fuentes
de resistencia en los materiales presentes en los
bancos de germoplasma es de gran importancia, pues
permitiria la incorporacion de genes de resistencia a
los cultivares de interés (5).

Sin embargo, poco se ha avanzado en la
busqueda de materiales del género Nicotiana que
muestren resistencia frente al falso Orobanche. En la
década de los 90 del siglo pasado se determiné que
los cultivares comerciales de tabaco Negro cubano
(N. tabacum) ‘C-30’, ‘Cabaiguan-72’, ‘Habana-92’,
‘Burley-37’ y ‘Corojo’, aunque resultaron afectados
por la enfermedad, presentaron en ese orden menos
afectaciones que el cultivar ‘Pelo de Oro’». Este
resultado indica la posibilidad de encontrar fuentes
de resistencia a esta enfermedad.

Actualmente no se conocen fuentes de resistencia
a la enfermedad dentro de Nicotiana spp., ni se dispone
de un procedimiento para la busqueda de estas fuentes
en la amplia diversidad de accesiones presentes en
el banco de germoplasma de tabaco de Cuba. Para
lograr esto es necesario disponer de una escala para
la evaluacion del grado de resistencia de las plantas,
frente al agente etioldgico de la enfermedad.

En concordancia con lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue desarrollar un procedimiento de
evaluacion del grado de resistencia frente al agente causal
del falso Orobanche en las accesiones pertenecientes al
banco de germoplasma de tabaco de Cuba, en base a
una escala empirica de observacion de los sintomas de
la enfermedad en condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

PREPARACION DEL ENSAYO

Germoplasma empleado. Se emplearon 14 accesiones
pertenecientes al género Nicotiana presentes
en el banco de germoplasma del Instituto de
Investigaciones del Tabaco de Cuba, ubicado en la
Estacién Experimental de Tabaco de Cabaiguan,
Sancti Spiritus, donde se encuentra una de las
colecciones mas grandes de América Latina y del
Caribe con méas de 800 accesiones de Nicotiana
tabacum L. y 40 especies silvestres del género®.
Siete accesiones fueron de tabaco tipo Virginia

BTorrecilla, G.G. y Cabrera, E.M. “Coleccion del género Nicotiana, una
experiencia al servicio de la ciencia y la sostenibilidad”, Tobacco Irrigation,
vol. 1, no. 1, 2010, pp. 20-25.
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(N. tabacum cv. ‘Fogia D’ Oro’; ‘LAFC 53’; ‘Virginia 110’;
‘Virginia SL 32’; ‘Novaga 768’; ‘K 358’), dos de tipo
Negro (N. tabacum cv ‘Habana 92’; ‘Corojo 2006’), uno
de tipo Oriental (N. fabacum cv ‘Xanthi UR’) y las cuatro
restantes fueron especies silvestres (Nicotiana alata;
Nicotiana nesophila; Nicotiana sylvestris; Nicotiana
rustica cv. ‘3001°).

Estos materiales se seleccionaron para este
estudio porque en areas tabacaleras con presencia
natural del patégeno, se observd que mostraban un
comportamiento diferencial en la expresion de los
sintomas. Algunas de ellas, como los cultivares de
tabaco Negro y Virginia, mostraban gran cantidad
de tumores en las raices y el desarrollo excesivo de
rebrotes abortados en raices y cuello del tallo; mientras
que las especies, o no mostraban ningun tipo de
sintomatologia, o su expresion era muy leve.

Preparacion del inéculo del agente causal del falso
Orobanche. De una placa con medio de cultivo D2
sélido (6) sembrada por agotamiento desde hacia
10 dias con la cepa Nocardia sp. T42, agente causal
del falso Orobanche (2) se tomé una colonia pura y
sin agar de 1 mm de didmetro con un asa de platino.
La colonia se transfirio a un frasco Erlenmeyer de
500 mL de capacidad con 200 mL de medio D2 liquido.
Siguiendo este mismo proceder, se inocularon otros
dos frascos Erlenmeyer en iguales condiciones. Este
preinéculo se incubd durante siete dias a 30 °C con
agitacion constante en zaranda orbital a 150 rpm.

Con este preinéculo se inocularon 100 frascos
Erlenmeyers de 100 mL de capacidad contentivos de
45 mL de medio D2 liquido. Cada frasco Erlenmeyer
se inoculd con 5 mL del preindculo. El inéculo se
incub6 durante siete dias a 30 °C con agitacion
constante en zaranda orbital a 150 rpm. El cultivo
del microorganismo se realiz6 de manera separada
en alicuotas de 45 mL para favorecer la aireacion del
medio, ya que este microorganismo muestra una alta
dependencia del oxigeno en su desarrollo (2).

Al concluir el tiempo de incubaciéon cada uno
de los cultivos se filtraron por papel cuantitativo de
filtracion lenta (Whatman 390) empleando embudos de
cristal. Este procedimiento se realiz6 sobre la mesa de
trabajo. Para garantizar la homogeneidad del in6culo
toda la masa microbiana, obtenida en el papel de filtro
se resuspendio vigorosamente en 1 000 mL de solucion
salina estéril (solucion acuosa de NaCl al 0,85 %) en
un beaker de 5 000 mL de capacidad.

Mediante el procedimiento de recuento de viables
en placa (7), realizado a la suspension bacteriana se
establecio que la concentracion celular de Nocardia sp.
cepa T42 fue de 6,2 x108 UFC mL-".

Procedimiento de inoculacion de las plantulas
correspondientes a cada accesion del banco.
En una bandeja plastica de dimensiones 50 x 40 x 10 cm,
desinfectada con hipoclorito de sodio al 5 % por
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30 minutos, se vertieron nueve litros de solucion salina
estéril y a este volumen se le agrego el litro de indculo,
estimandose una concentracion poblacional para la cepa
T42 de alrededor de 6,2 x10” UFC mL" en el nuevo
volumen. La altura del liquido vertido no sobrepasé los
5 cm en el depdsito empleado, con lo que se garantizé que
solamente las raices de las plantulas pudieran sumergirse
en el indculo.

Las plantulas de las diferentes accesiones de 45 dias
de edad se obtuvieron en semilleros de bandejas flotantes
con sustrato (turba negra humica-sustratos agricolas Ltda.
Chile-, mezclada con 10 % de Fertizol [Zeolita] Empresa
Geominera Oriente. Cuba) esterilizado en autoclave a
121 °C, 1 013 hPa, 45 min.

Por cada entrada del banco se tomaron 20 plantulas
al azar y se amarraron por el tallo con un cordel para
formar un grupo. Cada grupo se identificd con el nombre
de la entrada y las raices de las plantulas se lavaron con
abundante agua corriente para eliminar todo el sustrato
adherido a ellas. Los 14 grupos de plantas se sumergieron
en el inéculo, durante cuatro horas y a intervalos de una
hora se homogenizé el contenido del recipiente, agitandolo
suavemente de forma manual durante cinco minutos.

Trasplante de las plantas inoculadas. Todas las plantulas
inoculadas se trasplantaron en bolsas de polietileno
negro de 1 L de capacidad rellenas con 500 g de Pardo
Sialitico sin diferenciacion de carbonatos (8). Este se
obtuvo de una vega tabacalera de Cabaiguan con
antecedentes histéricos de manifestacion del falso
Orobanche. Antes de llenar las bolsas todo el suelo se
tamizo, se mezcld exhaustivamente y se esterilizé en
autoclave a 121 °C a una presiéon de 1 013 hPa durante
45 minutos. El valor de pH del suelo luego de la
esterilizacion, determinado como pH en KCI fue de 6,05.
Se empled este tipo de suelo para asegurar la persistencia
del agente luego del trasplante, pues se ha observado que
en las zonas tabacaleras afectadas por la enfermedad,
esta se manifiesta en algunos tipos de suelos y en otros
no®. En cada bolsa se plantaron dos plantulas con un total
de 10 bolsas por accesion.

También se trasplantaron directamente en bolsas
con suelo estéril otras 10 plantulas de cada accesion,
obtenidas del mismo semillero (dos plantas por bolsa).
Estas plantulas no inoculadas constituyeron los controles
del experimento. Todas las plantas se mantuvieron
hasta el momento de su evaluacion en condiciones de
aislador a 30 + 2 °C y cada tres dias recibieron un riego
de mantenimiento.

Evaluacién de las plantas de tabaco. La evaluacion
se realizé a los 45 dias del trasplante. Para esto se
extrajeron las plantas de las bolsas y se lavaron con
abundante agua corriente, para eliminar el suelo de

“Moran, Y.M. Caracterizacion del agente etiolégico del «falso Orobanche»
del tabaco (Nicotiana tabacum L.) en Cuba. Propuesta de un método para
su deteccion [Tesis de Doctorado], Universidad Central de Las Villas, Las
Villas, Cuba, 2012, 100 p.



Cultivos Tropicales, 2015, vol. 36, no. 4, pp. 108-116

octubre-diciembre

las raices. Se procedioé con el maximo cuidado para
no desprender ningun brote o tumor. Las mediciones
del tamano de las estructuras (brotes y tumores) se
realizaron con ayuda de un Pie de Rey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas evaluadas en el estudio mostraron
cuatro tipos de expresion de tumores y brotes.
Estos tipos de expresion de los sintomas causados
por esta enfermedad, se definieron a partir de un
criterio visual empirico que describio la magnitud del
desarrollo de los tumores y proliferaciones de brotes

en las raices y el cuello del tallo de los materiales
evaluados en el experimento, teniendo en cuenta la
medicion del tamafio de estas estructuras y su grado
de diferenciacién. Los elementos descriptivos de cada
uno de los cuatro tipos de expresion se detallan en la
Tabla 1y la figura.

En todas las accesiones donde se presentaron los
sintomas se pudo apreciar que la raiz principal resulté
la de mayor afectacion. También se observé que una
misma planta podia presentar tumores y brotes de
diferentes tipos, pero generalmente en esa planta los
tumores y brotes de tipo 1 y 2 superaban en nimero
a los tumores y brotes de tipo 3 y 4.

Tabla I. Caracteristicas de cada uno de los cuatro tipos de expresion de tumores y brotes que manifestaron
las plantas afectadas por la enfermedad falso Orobanche a los 45 dias de ser trasplantadas del

semillero e inoculadas.

Tipos de expresion | Tamano Grado de diferenciacién
de tumores y brotes | de las estructuras

Tipo 1 <4 mm Rebrote simple blanco a la altura del cuello del tallo; 0 masa compacta globular (tumor)
de color blanco en las raices.

Tipo 2 4 mm< @<I2 mm Rebrotes ramificados blanco-amarillosa la altura del cuello del tallo o en las raices;
o masa compacta globular de color blanco-amarillo en las raices.

Tipo 3 12 mm< <24 mm | Rebrotes ramificados reverdecidos a la altura del cuello del tallo o en las raices; 0 masa
compacta globular de color blanco-amarillo en las raices con pequenas proliferaciones
de brotes abortados de color blanco.

Tipo 4 24 mm< @ Rebrotes con desarrollo de 6rganos foliares completos a la altura del cuello del tallo
o en las raices; o masa compacta globular de color pardo, con desarrollo de brotes
y organos foliares.

Con flechas se sefialan las diferentes estructuras. A, B, C y D: brotes con tipos 1, 2, 3 y 4 respectivamente. E, F, G y H: tumores con tipos

1, 2, 3y 4 respectivamente.

Diferentes tipos de expresion de tumores y brotes mostrados por las plantas de tabaco inoculadas
con el agente causal del falso Orobanche a los 45 dias de ser trasplantadas del semillero.
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Para poder elaborar la escala de evaluacion se
necesité una medida del grado de afectacion de cada
accesion frente al agente causal del falso Orobanche.
Esta variable que se denominé “Grado medio de
afectacion” (GMA) se calculé a partir de cuatro tipos
de expresion de los tumores y los brotes que causé el
agente causal de esta enfermedad en los diferentes
materiales evaluados, empleando la siguiente formula:

S (T4i* 4+ T3i* 3+ T2i * 2 + T1i)
GMA= =
donde:

- T4 total de tumores y brotes tipo 4 de la planta i
- T3, total de tumores y brotes tipo 3 de la planta i
- T2 total de tumores y brotes tipo 2 de la planta i
- T1. total de tumores y brotes tipo 1 de la planta i
- n: numero de plantas evaluadas (solo las vivas)

En la Tabla II se muestran tres ejemplos de
las fichas elaboradas para el calculo del GMA que
mostraron tres de las accesiones empleadas en el
estudio.

Con respecto a las plantas muertas encontradas
en el material inoculado, es importante mencionar que
también dentro de las plantas testigo hubo materiales
muertos. En general los sintomas encontrados en estas
plantas muertas se describieron como marchitamiento
de la planta, ennegrecimiento y pudricién en la raiz
(sintomas estos que nunca han sido asociados a la

manifestacion del falso Orobanche y si asociados a
hongos fitopatdogenos del suelo). El diagndstico de
laboratorio confirmé la presencia de Phytophthora
nicotianae Brenda de Hann (agente causal de la Pata
Prieta). Posiblemente la causa de la infeccion se
deba a los riegos realizados con agua no estéril con
presencia de los propagulos del hongo (zoosporas), ya
que se ha planteado que el agua de riego contaminada
es una de las principales fuentes de indculo y modo
de dispersién de este agente fitopatdégeno (9).

Es fundamental disponer, como minimo, de una
cantidad de 20 réplicas de plantas por cada accesion
para realizar el estudio y para los calculos del GMA en
cada accesioén no se deben emplear menos de 10 plantas.

Escala de evaluacion de la reaccion de los materiales
ante el agente causal del falso Orobanche. La designacion
de los grados de escala de resistencia siguié un
criterio empirico, pero se tuvo en cuenta un grupo de
elementos que permitieron correlacionar, de una manera
razonable, el valor calculado de la variable “Grado medio
de afectaciéon” con la respuesta de resistencia de un
determinado material.

Debido a que los cultivares comerciales de tabaco
cubano son un conjunto de genotipos homocigéticos (10),
se valord la posibilidad de encontrar, dentro de una entrada
evaluada como resistente, una pequefia proporcion de
individuos mostrando sintomas de la enfermedad. De este
modo, se establecid que la proporcion de individuos con
sintomas dentro de la accesion considerada resistente no

Tabla Il. Fichas para el calculo del GMA de las entradas N. sylvestris, N. tabaco cv. ‘Novaga 768’ y

N. tabacum cv. ‘Habana 92’.

Material vegetal
Nicotiana sylvestris N. tabacum cv. 'Novaga 768' N. tabacum cv. 'Habana 92'
L Tipo de expresion Tipo de expresion Tipo de expresion

Réplica I 2 3 4 I 2 3 4 I 2 3 4

1 1 1 X X X X

2 X* X X X 1 1 2

3 1 1

4 2 1 1 1 1 1

5 3 1 1 2 1

6 1 X X X X

7 X X X X X X X X

8 6 2

9 1 1 1 1

10 1 X X X X

11 1 2 1 1 1 4 1

12 X X X X 2 2

13 X X X X 1 3 1 2 1

14 X X X X X X X X

15 2 2 X X X X

16 1 2 1

17 2 2 2 1 2

18 X X X X 1 2

19 X X X X

20 X X X X 1 4 1

Total 3 3 0 0 8 9 11 4 14 14 14 6
(3*1+3*2)/16 (8*1+9*2+11*3+4*4)/17 (14*1+14*2+14*3+6%4)/13
GMA: 0,56 GMA: 4,41 GMA: 8,31

* X:Planta muerta (no evaluada).
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debe ser superior al 40 % del total evaluado y la expresion
de brotes y tumores en estos individuos, no debe ser
superior al tipo 2, ni el total de tumores o brotes en cada
individuo debe ser mayor de 2.

En concordancia con lo anterior el “Grado medio
de afectacion” para una accesion que se determine
resistente debe de ser inferior o igual a la unidad. La
presencia de algun individuo aberrante (extremada
cantidad de tumores o brotes en estados avanzados)
dentro de este grupo de plantas resistentes no debe
considerarse para el calculo. Aquellas accesiones
con GMA<1, pero que no cumplan con el requisito
de que, al menos el 60 % de sus individuos no
presenten sintomas, seran ubicadas dentro del grupo
de las moderadamente resistentes, al igual que
aquellas accesiones con valores del “Grado medio de
afectacion” entre 1y 4.

En la Tabla III se resumen los cuatro niveles de
la escala empirica propuesta para evaluar la reaccion
de resistencia a los 45 dias de ser trasplantadas del
semillero e inoculadas con el agente causal de la
enfermedad falso Orobanche, de los genotipos del
banco de germoplasma de tabaco, en base al grado
medio de afectacion calculado.

Tabla lll. Escala empirica de cuatro categorias.

Tipo de reaccion de la accesion | Sigla | Valores del GMA
Resistente R GMA<1
Moderadamente resistente MR | I<GMA<4
Moderadamente susceptible MS | 4<GMA<7
Susceptible S 7< GMA

Las escalas empiricas han sido ampliamente
empleadas para definir, de un modo simple, el
grado de respuesta de los materiales presentes en
colecciones de germoplasma de diversos cultivos
frente a un patégeno particular. Todas, en sus
extremos, ubican los tipos de reacciones resistente y
susceptible. Difieren en lo fundamental en la cantidad
de grados intermedios que utilizan para caracterizar
adecuadamente la reaccién del material durante el
enfrentamiento al organismo fitopatégeno, empleando
en algunos casos hasta nueve grados de reaccion
(5, 11, 12). Esta caracterizacion se basa siempre en
la observacion que se realiza de los sintomas que
manifiestan las plantas retadas con el agente patégeno
y la evaluacién puede realizarse en condiciones de
campo o invernadero (11, 13, 14, 15).

La escala de cuatro grados desarrollada en este
estudio reune las caracteristicas descritas para la
escala empirica. Esta escala permite la caracterizacién
de la reaccion de los materiales presentes en el
germoplasma de tabaco frente al agente causal
del falso Orobanche y constituye una importante
herramienta para determinar las posibles fuentes de
resistencias presentes en el banco de germoplasma
de tabaco de Cuba. Este es el primer procedimiento
del que se dispone para determinar la respuesta de
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resistencia del genero Nicotiana frente al agente
causal del falso Orobanche.

Es importante establecer la presién de indculo
para este ensayo en un valor cercano a 107 UFC mL"'
de la cepa T42 de Nocardia sp., ya que esta variable
es critica para que los resultados sean repetibles,
reproducibles y confiables. Se ha estimado que la
concentracion minima de propagulos de este agente
fitopatdgeno que debe estar presente en el suelo debe
ser superior a 1,2 x 103UFC g, para que las plantas
de tabaco que se trasplanten a este suelo manifiesten
la enfermedad®.

El potencial de in6éculo empleado en este
estudio, al ser superior (en mas de 10 000 veces) a la
concentracion minima requerida para que las plantas
trasplantadas en un suelo contaminado del agente
causal de esta enfermedad expresen los sintomas,
es una garantia de que las entradas evaluadas de
resistente realmente lo sean (al menos durante el
periodo evaluado) y al enfrentarse a un trasplante
a una vega contaminada con el agente patégeno
seguiran comportandose de igual manera.

Otro elemento fundamental a tener en cuenta es
el hecho de que la evaluacion de los materiales se
realice siempre a los 45 dias de la inoculacién con
el agente causal, para asi lograr la reproducibilidad
de los resultados, pues aunque en este estudio se
estd manejando el término de resistencia, realmente
esa condicidon no se evalla en todas las etapas del
desarrollo fenomenolégico de la planta de tabaco,
por lo que no se puede afirmar nada sobre un
comportamiento posterior de los materiales evaluados
como “resistentes”. Se plantea que la reaccién de la
planta ante un patégeno es o bien de inmunidad, o sea
que ni siquiera en las condiciones mas favorables es
atacada, o bien de resistencia que puede variar desde
un nivel muy alto hasta ser imperceptible o nula, lo
cual da una respuesta de alta susceptibilidad (16, 17).

En la Tabla IV se muestran los resultados de la
aplicacion de los criterios del procedimiento propuesto
a las 14 accesiones del banco de germoplasma de
tabaco empleadas en este estudio, al evaluar la
reaccion de los materiales a los 45 dias de haber sido
inoculadas con el agente causal del falso Orobanche.

De los 14 materiales evaluados, la especie
N. sylvestris resultd resistente. Los materiales
moderadamente resistentes resultaron ser N. nesophila,
N. rustica cv. ‘3001°, N. tabacum cv. ‘Georgia 1469’ y
N. alata. De los cultivares de N. tabacum, ‘Novaga 768,
‘Corojo 2006’, ‘K 358', Virginia 110’, ‘Fogia D’ Oro’,
‘Habana 92’, ‘Xanthi UR’, ‘Virginia SL 32’ y ‘LAFC
53’, los cuatro primeros reaccionaron como
moderadamente susceptibles y los restantes cinco
resultaron susceptibles.
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Tabla IV. Tipo de reaccion de 14 accesiones pertenecientes al banco de germoplasma de tabaco frente
al agente causal del falso Orobanche a los 45 dias de ser inoculadas.

Material Tipo de tabaco Valor Reaccion
Nicotiana sylvestris especie 0,56 R
Nicotiana nesophila especie 0,94 MR
Nicotiana rustica cv. '3001' especie 2,60 MR
N. tabacumcyv. 'Georgia 1469' Virginia 2,69 MR
Nicotiana alata especie 3,18 MR
N. tabacum cv. 'Novaga 768' Virginia 4,41 MS
N. tabacum cv. 'Corojo 2006’ Negro 5,00 MS
N. tabacum cv. 'K 358' Virginia 6,37 MS
N. tabacum cv. 'Virginia 110" Virginia 6,86 MS
N. tabacum cv. 'Fogia D’ Oro' Virginia 7,24 S
N. tabacum cv. 'Habana 92 Negro 8,31 S
N. tabacumcv. 'Xanthi UR' Oriental 8,70 S
N. tabacum cv. '"Virginia SL 32 Virginia 9,43 S
N. tabacum cv. 'LAFC 53' Virginia 13,89 S

R: resistente; MR: moderadamente resistente; MS: moderadamente susceptible; S: susceptible.

Nicotiana nesophila, a pesar de que en el calculo
de GMA tuvo un valor inferior a uno, no se incluyé
dentro de los genotipos resistentes, porque tuvo un
porcentaje de individuos con sintomas superior al 40 %
(43,8 %; 7 sintomaticos de 16 evaluados).

El hecho de que N. tabacum cv. ‘Habana 92’ se
ubicara como susceptible esta en concordancia con
lo expresado por Méndez* y con lo que se observa en
la produccién (1).

De forma general, se aprecio la existencia
de genotipos resistentes dentro de las especies
pertenecientes al banco de germoplasma de tabaco.
Este hecho es de gran importancia e interés para los
genetistas porque les permite disponer de fuentes
con genes de resistencia a esta enfermedad (5, 18,
19, 20, 21).

Aunque la presencia de plantas asintomaticas
dentro de una accesiéon que haya sido evaluada
como susceptible no es un elemento que indique
directamente que ese material presenta genes de
resistencia a la enfermedad (pues pudiera deberse a
dificultades imputables a otros factores del proceso de
infeccion ajenos a la planta) no se debe despreciar la
posibilidad de que en verdad ese material presente
dichos genes. Como se ha explicado, los cultivares
comerciales de tabaco cubano son una mezcla
de genotipos homocigoéticos seleccionados para
determinados caracteres estables (10), por lo que
es posible encontrar en el conjunto de individuos de
esta accesion designada como susceptible, alguna
planta que presente genes de resistencia para esta
enfermedad, ante la cual no se ha hecho ningun tipo
de seleccion para este caracter con anterioridad.

Este pudiera ser el caso de la tercera réplica
evaluada del cultivar ‘Habana 92’ (Tabla I), quien se
mostré asintomatica durante todo el experimento.
Con posterioridad a este estudio, esta planta se
inoculd tres veces en la raiz en diferentes estados
fenomenoldgicos y nunca manifestd lo sintomas de
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la enfermedad, a la vez que mantuvo un desarrollo
normal a diferencia de otras plantas testigo del mismo
cultivar que si enfermaron al inocularlas con el agente
causal de esta enfermedad. Con este tipo de plantas
se puede comenzar de inmediato un proceso de
seleccion de lineas puras, siguiendo el esquema de
Johannsen (22) y de una forma rapida incorporar la
resistencia a este cultivar, sin necesidad de buscar
fuentes de resistencia en cruces intraespecificos, ni
mucho menos interespecificos.

La introduccion de genes de resistencia de una
especie a otra por repetidos cruzamientos es un
proceso muy largo en el tiempo, el cual usualmente
toma muchas generaciones hibridas antes de que el
cruzamiento tenga éxito (20).

La introducciéon en la practica agricola del
procedimiento aqui descrito requerira de la validacién
del mismo a través de la realizacion de experimentos de
campo en areas tabacaleras naturalmente afectadas,
que permitan determinar si el uso de los rangos de
la escala propuesta para condiciones controladas se
ajusta al comportamiento de las accesiones en las
condiciones de campo y durante periodos mas largos
de evaluacion de los materiales.

Se ha planteado que la exactitud y precision de las
escalas de evaluacion dependen del entrenamiento del
evaluador mas que del tipo de intervalo seleccionado y
que la reproducibilidad se obtiene con la practica y la
discusion de resultados. Por lo tanto, en la medida en
que esta escala sea puesta a punto en los diferentes
ensayos y en los sucesivos afos, surgiran los ajustes
necesarios para que finalmente se constituya en una
herramienta que pueda responder a las necesidades
planteadas (23).
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CONCLUSIONES

¢

Se desarrollé el primer procedimiento para la
determinaciéon de la respuesta de resistencia del
material presente en el germoplasma de tabaco de
Cuba frente al agente causal del falso Orobanche, el
cual se establecera en una importante herramienta
para el trabajo de los fitomejoradores.

Este procedimiento emplea una escala de cuatro
niveles para la evaluacién de las accesiones que
las ubica en resistente, moderadamente resistente,
moderadamente susceptible y susceptible.

Para que los resultados de este ensayo sean
repetibles, reproducibles y confiables se requiere
de una presion de indculo con un valor cercano a
107 UFC mL" de la cepa T42 de Nocardia sp., y €l
empleo de una cantidad minima de 20 réplicas de
plantas por cada accesion, para realizar el estudio
y para los calculos del GMA en cada accesion no
se deben emplear menos de 10 plantas.
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