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SELECCION In Vitro DE FORMAS TOLERANTES DE PAPA
(Solanum tuberosum, L.) A FILTRADOS DE Phytophthora

infestans (Mont.) de Bary

Maria M. Hernandez®, Ana Estévez, Olivia Moré, Maria E. Gonzalez,
Ramona Marquez, J. G. Castillo y Ursula Ortiz

ABSTRACT. Severd experiments werecarried out to determi-
nethe pathogenic action of P. infestans (Mont.) de Baryfiltrates
on different potato organs and confirm their possible use on
invitro selection of new tolerant formsto this pathogen. Some
detached leaves, aswell asclonal pollen with different response
to pathogen in the field, which were previously exposed to
filtrate action, were used. It was found that the filtrate had a
specific host action, in other words, clonal response to its
action depended on their pathogenic resistance, that is why
the filtrate could be used on the selection of resistant forms.
Callus shoots under filtrate action were selected and finaly
takentothefield, whereits pathogen tol erance was eval uated.
The process included the evaluation of Alternaria solani
occurrence, the most important species after Phytophthora
infestans, in order to verify the superiority of the somaclonal
tolerance degree obtained over that of the donor plant in ge-
neral terms. The donor plant used was var. Desirée dueto its
good tuber quality and yield, even though it is sensible to P.
infestans blight. Results showed that, in general, cloneswere
superior to the donor plant, not only in terms of pathogen
resistance but al so concerning the main agricultural characters
and yield. Thisissue arises great expectations for using these
methods on crop breeding.
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INTRODUCCION

La papa es uno de los productos mas importantes
del pais y sin duda uno de los de mayor significacion en
la alimentacion mundial, ya que junto a la yuca y el ca-
mote, contribuye a satisfacer los requerimientos energé-
ticos de méas de 2 000 millones de personas (1).
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RESUM EN. Serealizaron unaserie de experimentos paradeter-
minar la accidn patogénica de filtrados de P. infestans (Mont.)
de Bary, sobre diferentes 6rganos de papay verificar s éstos
podian ser empleadosen laseleccioninvitro deformastoleran-
tesaeste patdgeno. Se emplearon hojas desprendidas, asi como
e polen de clones con diferente respuesta d patégeno en €
campo, los cuaesfueron sometidosalaaccién del filtradoy se
encontré gque éste poseia una accion hospedero especifica, o
seq, los clones respondieron a su accidn en dependencia de su
resistenciaal patégeno, por lo cual este podia ser usado parala
seleccidn deformasresistentes. L osfiltrados fueron empleados
para seleccionar brotes de callos sometidos a su accién y estos
fueron llevados finalmente al campo paraevauar sutolerancia
frente a patégeno, incluyéndose laevaluacion delaincidencia
de Alternaria solani, que es la més importante después de
Phytophthora infestans, para comprobar si |os somaclones ob-
tenidos presentaban un nivel de tolerancia superior al donante
en sentido general. El donante empleado fuelavar Desirée, que
presenta buenas caracteristicas en cuanto arendimiento y cali-
dad de los tubércul os, pero es susceptible al tizén causado por
P. infestans. L os resultados demostraron que los clones supera
ron al donante de maneragenera, no sdlo en cuanto aresisten-
cia a ambos patdgenos, sino en los principales caracteres
agronémicosy € rendimiento, lo cua abre grandes perspecti-
vasparael empleo de estastécnicasen e mejoramiento genético
ddl cultivo.

Palabras clave: patogenicidad, Phytophthora infestans, papa,
Solanumtuberosum, seleccion, fitomejoramiento

En Cuba, la papa representa un renglén fundamental
en cuanto a produccion agricola se refiere, estando priorizada
la atencion a este cultivo, debido a los rendimientos por
area que proporciona y al habito de consumo de la pobla-
cién; sin embargo, las condiciones edafoclimaticas cuba-
nas resultan adversas para el desarrollo 6ptimo del cultivo,
debido a las altas temperaturas, la elevada humedad relati-
va, abundantes precipitaciones y otros factores que, ade-
mas de afectar la fisiologia de la planta, favorecen el desa-
rrollo de un nimero elevado de plagas y enfermedades que
constituyen serios problemas para la produccién y a los
cuales es necesario dedicar enormes sumas en moneda
libremente convertible por concepto de plaguicidas para su
control, el cual, por otra parte, no resulta siempre efectivo.
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Si bien en nuestro pais se desarrolla actualmente un pro-
grama de mejoramiento de papa por métodos clasicos, este
estd encaminado principalmente a caracteres agronémicos
relacionados con el rendimiento, ya que los genes de resisten-
cia a las enfermedades se encuentran presentes en especies
silvestres del género, lo cual haria muy largos los programas
para su introduccion en las nuevas variedades.

Basados en esta probleméatica y considerando el
avance alcanzado por nuestro pais en la aplicaciéon de
las técnicas de la Biotecnologia para el mejoramiento
genético de los cultivos, se ejecutaron las investigacio-
nes que a continuacién describimos, con el objetivo de
emplear los metabolitos producidos por P. infestans en la
seleccion in vitro de somaclones de papa var. Desirée
tolerantes a este patdgeno.

MATERIALES Y METODOS

A partir de colonias de P. infestans provenientes de
cultivos monospéricos correspondientes al aislado A1 del
patégeno, empleando la metodologia propuesta por Urrea (2),
se obtuvieron los filtrados crudos en el medio empleado
por el mismo autor. La incubacién se realiz6 en oscuri-
dad a 25+2 °C durante 21 dias.

Se realizaron bioensayos en hojas desprendidas pro-
venientes de plantas de 30 dias de las variedades Desirée
(medianamente resistente) y Red Pontiac (altamente sus-
ceptible), asi como en foliolos separados de ambas varie-
dades. Se empled el método de inmersion del peciolo de
las hojas en el filtrado puro contenido en tubos de cultivo
y en el caso de los foliolos, estos se asperjaron con el
filtrado y se colocaron en una camara hiumeda, consis-
tente en una placa de Petri con papel de filtro humedeci-
do, evaludndose los dafios a las 24 y 48 horas posteriores.

A fin de establecer una metodologia de screening a
nivel celular, se empled el polen de tres especies silves-
tres del género Solanum y dos clones provenientes del
CIP, los cuales fueron seleccionados sobre la base de
los diferentes niveles de resistencia al patégeno que es-
tos poseen, de acuerdo a las evaluaciones realizadas en
campo. Los granos de polen fueron colocados en el me-
dio para la germinacion (3) y la tincién se realiz6 a las 24
horas, con la metodologia propuesta por estos mismos
autores. Se evaluaron 200 granos por tratamiento, em-
pleadndose un medio compuesto por una parte de filtrado
crudo y una parte de medio de germinacion y un control
con medio de germinacién solamente. Se emplearon cua-
tro repeticiones por tratamiento.

A partir de la regeneracion de callos en un medio
gue contenia la toxina del patbgeno como agente selecti-
VO, en una proporcion de 2:1 de medio y extracto respec-
tivamente, fueron plantados en campo, luego de una ge-
neracién bajo aislador a fin de obtener el material de planta-
cién, 14 clones, con un disefio aumentado modificado (4),
gue consistié en una parcela formada por surcos de 10
plantas de cada clony el testigo (Desirée) intercalado al
azar dentro de ella. Los clones fueron evaluados al igual
gue el resto del germoplasma de papa.
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Las variables evaluadas fueron:
% altura de la planta (cm)
# ndmero de tallos
# nudmero de entrenudos
# namero de tubérculos
% peso de los tubérculos

por planta (g)
#* color de los tubérculo

Teniendo en cuenta que el tizon temprano (A. solani)
es una de las enfermedades que mas severos dafos
causa a la papa en nuestras condiciones, conjuntamente
con el tardio (P. infestans), se evalud la incidencia de
ambos patdgenos.

La incidencia de Alternaria solani se evalu6 a los 65
dias de la plantacién, segun escala de nueve grados (5) y
el P. infestans se evalud en el momento de la aparicion
de los sintomas (6). La clasificacion de los clones aten-
diendo a laresistencia se realiz segun el siguiente criterio:

Alternaria solani

Estas variables se evaluaron
a los 65 dias de la plantacion

Estas variables se evaluaron
en el momento de la cosecha

Valor de laescala Clasificacion.
1 Inmune
2y3 Muy resistente
4y5 Resistente
6y7 Susceptible
8y9 Muy susceptible

Phytophthora infestans

Valor (%) Clasificacién
0 Inmune
De0.1al% Muy resistente
De2a25% Resistentes
De 26 a50 % Susceptibles
De51a100 % Muy susceptibles.

Los datos fueron procesados estadisticamente se-
gun ANOVA de clasificacion simple desbalanceado y las
medias se docimaron segun prueba de rangos mdltiples
de Duncan en caso de significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de los bioensayos realizados. A las 24 horas
de haberse sometido las hojas a la accion del filtrado, se
apreciaron sintomas de marchitez y clorosis en ellas, sien-
do éstos més marcados en la variedad Red Pontiac; este
efecto pudo apreciarse méas claramente a las 48 horas,
en que las hojas de dicha variedad estaban casi comple-
tamente destruidas, mostrando sintomas muy semejan-
tes a los ocasionados por el patégeno sobre plantas en
el campo, mientras que Desirée, presentada como me-
dianamente resistente, mostré menor intensidad de da-
fios sobre el follaje. El bioensayo realizado con los foliolos
separados no mostré resultados marcados en cuanto a
diferencia varietal o nivel de dafios expuestos, lo que pu-
diera estar determinado por la técnica empleada en este
caso, debido a que estos se deterioraron rapidamente,
no pudiendo evaluarse adecuadamente los dafios oca-
sionados por el patégeno sobre ellos.
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Evaluacion de las afectaciones en el polen. La Tabla |
presenta a continuacion estos datos.

Tabla I. Dafios producidos por el filtrado sobre la
germinacién del polen en especies y varie-
dades de papa

Especie o variedad Germinacion del polen (%)
Medio normal Medio téxico

S. chacoense 70.5 39

S. saltense 42.8 2.3

S. simplicifolium 17.6 0

Clon 1-88-95 15.0 3.3

Clon CIP-143 12.3 0

Como puede observarse, hubo una respuesta dife-
renciada de los genotipos ante la accion del filtrado y aun
cuando los porcentajes de germinacion en algunos ca-
sos fueron bajos, se aprecian dafios diferentes. Como
era de esperar, la especie S. chacoense presentd los
menores niveles de afectacion, siendo esta la Unica re-
sistente al patdgeno, mientras que S. simplicifolium muy
susceptible y el clon CIP-143, que presentd uno de los
peores comportamientos en cuanto a resistencia en el
campo, sufrieron la mayor afectacién en la germinacion.

Al evaluar la calidad del polen en variedades cultiva-
das de papa, algunos autores (7) encontraron porcenta-
jes de viabilidad entre 65y 13.53 %, valores que estan
en el entorno de los encontrados por nosotros en espe-
cies silvestres del género Solanum.

Estudios relacionados con el empleo de los
metabolitos producidos por P. infestans para la diferen-
ciacion de genotipos de papa con diferente grado de re-
sistencia al patdgeno, han sido desarrollados (2) y em-
pleados en plantulas obtenidas in vitro y en somaclones
a partir de callos cultivados en medio toxico, encontran-
do una respuesta diferenciada con el empleo de una con-
centracion de filtrado de 1:1.2.

Igualmente, al evaluar diferentes clones de cafia de
azucar frente a los filtrados de U. scitaminea, se encon-
tré que éstos producian en las plantulas sintomas seme-
jantes a los causados por el patdgeno (8).

Numerosos autores han empleado metabolitos pro-
ducidos por P. infestans para la evaluacion de la toleran-
cia en especies vegetales; asi, estos han sido emplea-
dos sobre el crecimiento de yemas de nudos de papa (9)
y se estudié el dafio producido por estos sobre la pared
celular de raices de papa (10).

Se han empleado filtrados de A. solaniy A. alternata
en vitroplantas de papa, logrando diferenciar niveles de
tolerancia a estos (11).

Alrealizar evaluaciones de calidad del polen en clonesy
variedades de papa (12), se encontraron valores entre 6.00y
78.25 % de viabilidad, lo que corrobora la alta variabilidad en
el comportamiento de los genotipos para este caracter.
Evaluacion de los clones en campo. Como se observa en la
Tabla |1, se detectaron diferencias significativas para todos
los caracteres agronémicos evaluados, lo cual evidencia la
variabilidad creada por la técnica empleada en la obtencion

de los clones; en relacion con las variables del rendimiento,
se destacaron los clones 12, 9, 13y 1, que resultaron supe-
riores al resto, con diferencias altamente significativas con el
testigo, presentando los clones 12 y 9 un promedio de siete
tubérculos por planta, sin diferencia con los clones 13y 1 que
presentaron 6 y 5.6 tubérculos por planta respectivamente.

Tabla Il. Resultado de la evaluacién morfoagrono-
mica de los clones

Clon Altura NUmero NUmero NUmero Pesode
(cm) detdlos deetrenudos detubérculos  tubérculos/planta
©
1 380a 30a 6.0 bed 30 100 cde
10 37.0a 20axc 804 30 100 cde
8 300ab 20axc 80dx 30cd 200bc
5 29.0ac 20ax 90ab 40 bcd 200bc
1 28.0hbc 2.3axc 11.0a 5,67 abc 330a
12 2567bod  233ac 6. 0bcd 70a 460a
7 24.0 bed 10hc 804 40bcd 100 cde
9 20.0 bcde 30a 90a 70a 350ab
16 15.5 cdef 10hc 45 35hbcd 150 bede
3 150 def 10c 90a 30cd 10de
Dedrée 103 13hc 50cd 16d 20 cde
4 100€f 10c 40d 40bcd 10de
13 90 30a 50cd 6.0ab 500a
6 90 30a 50cd 55axc 60 cde
2 45f 25ab 40d 20d 10de
Esx 0.98* 0.30** 0.58** 0.48** 3.60¢*
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El resto de los clones no difirieron significativamente
del testigo para este caracter, aunque este presento la
menor media (1.67).

El clon 6 present6 un nimero de tubérculos por planta
bastante elevado (5.5); sin embargo, los tubérculos fue-
ron muy pequefios, con un peso promedio de 10 g aproxi-
madamente.

En cuanto al peso de los tubérculos por planta, los
clones mencionados mantuvieron la superioridad, presen-
tando valores entre 500y 330 g, siendo 13y 12 los mejo-
res clones en cuanto a este caracter, con valores de 500
y 460 g respectivamente, sin diferencia significativa con
los clones 9y 1.

La variedad testigo (Desirée) presentd una media para
este caracter de 20 g, quedando entre los dltimos luga-
res, estando solamente los clones 2, 4 y 3 por debajo de
ella, aunque sin diferir significativamente.

Como puede observarse, de manera general, el rendi-
miento por planta fue bajo, lo cual pudo estar condicionado
por la naturaleza del material empleado para la plantacion,
ya que este consistid en minitubérculos provenientes de
plantas obtenidas in vitro y se conoce la influencia de este
proceso sobre el comportamiento de las plantas obtenidas.

Sin embargo, rendimientos similares a los encontra-
dos en el presente trabajo, fueron informados por otros auto-
res (4), al evaluar progenies de cruces intraespecificos de
papa, estando las medias de los caracteres evaluados por
ellos en correspondencia con los obtenidos por nosotros.
Evaluacion de la incidencia de enfermedades. En cuanto
alaincidencia de las enfermedades evaluadas (Tabla I11),
se aprecio claramente la superioridad de los clones con
respecto al donante, ya que en ambas este presento las
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mayores medias, difiriendo significativamente del resto
en el caso de Phytophthora (tizon tardio), con una media
de 90 % de afectacidn, mientras que para Alternaria (ti-
z6n temprano), tambien presentd el mayor valor de la
escala conjuntamente con otros dos clones (7 y 10).

Tabla Ill. Resultado de las evaluaciones de la inci-
dencia de las enfermedades

Clon Alternaria solani Phytophthora infestans
15 (Testigo) 6a S 9a MS
1 4bc R 75b MS
4 5ab R 75b MS
5 3bc MR 75b MS
9 4bc R 75b MS
11 5ab R 75b MS
13 5ab R 75b MS
2 5ab R 50c¢c S
3 5ab R 50c S
6 5ab R 50c¢c S
7 6a S 50c S
10 6a S 50c S
16 4bc R 50c¢c S
8 4bc R 25d R
12 4bc R 25d R

Como se puso de manifiesto en este trabajo, la téc-
nica empleada permitio incrementar el nivel de tolerancia
a ambas enfermedades, resultando los clones obtenidos
con menos afectacidn por ambas enfermedades que el
donante empleado ( Desirée), lo cual posee un gran valor,
teniendo en cuenta que el tizon tardio es la enfermedad
fungosa més importante de la papa en todo el mundo (13).

Es de destacar el comportamiento de los clones 1,
9, 16, 8, y 12 en relacion con la resistencia mostrada
ante A. solani, y especialmente el clon 5 que resultd muy
resistente ante dicha enfermedad. Estos resultados pu-
dieran estar relacionados con el papel de los metabolitos
presentes en los extractos empleados en la elicitacion
de reacciones de resistencia frente a otros patdgenos, lo
cual ha sido referido por otros autores (14).

Los clones 8 y 12 resultaron tambien resistentes a
P. infestans, con un valor de afectacion de 25 %, por lo
cual deben ser tomados en consideracion para futuros
trabajos de mejoramiento en este sentido.

El trabajo de mejoramiento con vistas al incremento
de la resistencia a estos patdgenos, ha estado basado
en programas de cruzamiento y seleccion fundamental-
mente (15), en los cuales la obtencién de una variedad
resistente se lleva a cabo en alrededor de 10 a 13 afios,
aunque en la actualidad este tiempo se ha visto reducido
con el empleo de las técnicas biotecnolégicas (16). Es
importante sefialar que el comportamiento de estos clones
ante las enfermedades estudiadas debe continuar obser-
vandose, ya que este pudiera variar con los sucesivos
ciclos de reproduccion y en los diferentes afios, por lo
gue estos resultados no deben tomarse como definitorios;
sin embargo, resultan validos desde el punto de vista de
gue son los primeros somaclones evaluados en el campo
a partir de la metodologia propuesta, los cuales mostra-

28

ron superioridad en relacion con el donante Desirée en
cuanto a la resistencia al tizon tardio, lo cual abre nuevas
posibilidades desde el punto de vista del mejoramiento
para la resistencia a dicha enfermedad.
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