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RESUMEN

A fin de caracterizar e identificar la posible relacion de las cepas de P. infestans con el
hospedante de origen, a aislamientos obtenidos de las variedades de papa Alpha, Rosita,
Nortefla, Monserrat y Michoacan se les determind su tipo de compatibilidad, el genotipo
para las isoenzimas Glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y Peptidasa (Pep) y la sensibilidad
al metalaxil. En laboratorio e invernadero se evalu6 el periodo latente, el area de la lesion y
la capacidad de esporulacion sobre Alpha, Nortefia y Rosita con aislamientos obtenidos de
ellas mismas. No se observo predominancia de alguno de los tipos de compatibilidad en
relacion con el grado de resistencia genética de los hospedantes (A1:A2, respectivamente,
Alpha, susceptible, 1:1.5; Rosita, intermedia, 1.5:1; Nortefia, resistente, 1:1; Monserrat,
resistente, 1:2; y Michoacéan, resistente, 5:1). Los genotipos multilocus mas comunes (tipo
de compatibilidad e isoenzimas Gpi y Pep) fueron el Al, 86/100, 100/100 (37 % del total)
para los aislamientos de Alpha, Rosita, Nortefia y Michoacan y el A2, 86/100, 100/100 (8
% del total) para los de Monserrat. Todos los genotipos encontrados en este estudio han
sido previamente reportados. De igual manera, el grado de sensibilidad al metalaxil no
varidé con respecto a reportes anteriores. En laboratorio los mayores porcentajes de area
dafiada los mostr6 la variedad Rosita con aislamientos de ella misma y de Alpha (91.7 y
86.9%, respectivamente), seguida por Alpha con aislamiento de Rosita (74.6 %), aunque
sin diferencias estadisticas entre ellos. La cepa de Alpha presentd el mayor nimero de
esporangios/ml inoculada en ella misma (168,170) y en Rosita (101,000). En invernadero el
area mas dafiada se obtuvo en los hospedantes Nortefia y Alpha con el indculo de Rosita,
seguida por las tres variedades inoculadas con el aislamiento de Nortefia, sin diferencia
estadistica en este subgrupo (39.3-31.5 %). Ademas los aislamientos de Rosita inoculados
en plantas de Alpha también indujeron la mayor esporulacion (151,500 esporangios/ml)
seguidos por el aislamiento de Alpha inoculado en ella misma (110,830). La agresividad de
los aislamientos sobre todas las variedades mostré la falta de especificidad

hospedero/patogeno.

PALABRAS CLAVE: Compatibilidad, isoenzimas, metalaxil, resistencia.
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SUMMARY

In order to characterize and identify the possible relationship of P. infestans strains with the
host they were obtained from, compatibility type, isozyme genotype for Glucose-6-
phosphate isomerase(Gpi) and Peptidase (Pep) and sensitivity to metalaxyl were assessed
in isolates obtained from the potato varieties Alpha, Rosita, Nortefia, Monserrat and
Michoacén. Also, lesion area and sporulation capacity under laboratory and greenhouse
conditions in the varieties Alpha, Nortefia and Rosita with isolates from themselves were
evaluated. No predominance of any mating type related to host genetic resistance was
observed (Al:A2, respectively, Alpha, susceptible, 1:1.5; Rosita, intermediate, 1.5:1;
Nortefia, resistant, 1:1; Monserrat, resistant, 1:2; Michoacan, resistant, 5:1). The most
common multilocus genotypes (mating type, Gpi and Pep) were Al, 86/100, 100/100 for
the isolates obtained from Alpha, Rosita, Nortefia, and Michoacan, and A2, 86/100,
100/100 for the isolates from Monserrat. All the genotypes found in this study have been
previously reported. Similarly, the level of metalaxyl sensitivity was not different with
respect to previous reports. Under laboratory conditions the most damaged area was
observed in the variety Rosita when inoculated with its own and Alpha’s isolate (91.7 and
86.9 % respectively), followed by the host Alpha with Rosita’s isolate (74.6 %) with no
statistical difference among them. The isolate from Alpha produced the most sporangia/ml
when inoculated in the same variety (168,170) and in Rosita (101,000). In the greenhouse
the most damaged area was obtained in Nortefia and Alpha with Rosita’s inoculum,
followed by the three varieties when inoculated with the isolate from Nortefia, without
statistical difference within this subgroup (from 39.3 to 31.5 %). In addition, isolates from
Rosita inoculated in plants of Alpha also resulted in the highest sporulation (151,500
sporangia/ml) followed by the isolate from Alpha inoculated in the same variety (110,830).
The aggressiveness of the isolates showed the lack of host/pathogen specificity over all

varieties.

KEY WORDS: Compatibility, isozymes, metalaxyl, resistance.



I. INTRODUCCION

El tizon tardio de la papa causado por Phytophthora infestans (Mont.) De Bary,
es la enfermedad mas importante de este cultivo a nivel mundial (Gebhardt y Valkonen,
2001). Este oomyceto es heterotalico, es decir se necesitan dos tipos de compatibilidad
para que pueda existir la recombinacion sexual (Fry er al., 1992). La reproduccion
sexual y la presencia de oosporas viables ha dado como resultado una gran variabilidad
del patégeno tanto genética como patogenicamente, provocando una adaptaéic')n mas

rapida a fungicidas y a hospedantes con resistencia (Flier, 2001).

Las investigaciones se han enfocado en el mejoramiento del cultivo
incrementando la resistencia al tizén tardio, introduciendo genes de resistencia durable
que soporten la presion del patogeno (Inglis et al., 1996; Flier et al., 1991). Este tipo de
resistencia permite la reduccion en el uso de funguicidas, sin efectos adversos sobre la
salud y el ambiente, manteniendo una buena produccién y estandares de calidad (Inglis

etal., 1996).

Una de las fuentes de resistencia de mayor importancia es la especie silvestre de
papa Solanum demissum que tiene genes mayores (R) de resistencia a P. infestans. Esta
resistencia se han transferido a la papa cultivada, aunque en muchas de las variedades
obtenidas de estas cruzas ya se ha perdido (Colon et al., 1995). Se debe contar con
informaciéon adecuada sobre el nivel de resistencia al patogeno, para predecir la

durabilidad de la resistencia (Latin et al., 1981).



La resistencia se puede medir como la capacidad de un genotipo del hospedante
para sobrevivir, crecer y reproducirse y se manifiesta cuando una o mas etapas en el
ciclo de vida del patégeno es disminuida [ bloqueada completamente. En este tipo de
estudio, cada factor del hospedante que afecte una fase especifica en el ciclo de vida del
patogeno se llama componente de resistencia (Tooley et al., 1986; Colon et al., 1995).
Aunque los métodos que se utilizan para estimar los diferentes componentes de

resistencia y las definiciones exactas de estos, pueden variar entre autores (Umaerus ef

al., 1995).

De los componentes de resistencia que se han medido en especies de Solanum
silvestres, asi como en variedades con diferente grado de resistencia o susceptibilidad al
P. infestans son: eficiencia de infeccion, tasa de crecimiento de la lesion, capacidad y
periodo de esporulacion, periodo de infeccion, probabilidad de infecciéon y periodo
latente. Estos componentes varian entre especies y dentro de las especies (Colon ef al.,

1995; Caiiizares y Forbes, 1995; Guzman-N, 1964).

Los estudios que se han hecho de los componentes de resistencia a P. infestans
pueden ser dificiles de interpretar (Umaerus ef al., 1995). También se necesitan estudios
adicionales para extender nuestro conocimiento en la interacciéon hospedante-patogeno

en el patosistema papa-P. infestans en la resistencia (Flier, 2001).

El analisis de isoenzimas, el nivel de sensibilidad a metalaxil y la determinacion
del tipo de compatibilidad, son aspectos de importancia que se han estudiado para

estimar la diversidad genética en las poblaciones y poder analizar su comportamiento en



los campos de cultivo. Asi mismo, al comparar los resultados de diversos autores se

puede detectar la posible evolucion del patogeno.

Con base a los aspectos anteriores, se planted la presente investigacion con los

objetivos siguientes:

1. Caracterizar cultivos de P. infestans con base en sus perfiles isoenzimaticos,
resistencia a metalaxil y tipo de compatibilidad, aislados de variedades con diverso
grado de resistencia genética al oomyceto, asi como identificar relaciones
potenciales de las cepas con el hospedante de origen y detectar posibles cambios en

relacion con estudios previos.

2. Evaluar los componentes de resistencia de tres variedades (Rosita, Nortefia y Alpha)

bajo condiciones de invernadero y laboratorio.

3. Establecer la posible relacion entre aislamiento-variedad en cuanto a los

componentes de resistencia.



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tizoén tardio de la papa

Phytophthora infestans (Mont.) De Bary es el agente causal del tizon tardio de la
papa (Solanum tuberosum) y de otras plantas de la familia Solanaceae (Dagget et al.,
1993). Es la enfermedad de la papa mas importante a nivel mundial y causante de la
hambruna mas devastadora en Europa en la década de los 1840°s afectando a millones

de personas (Gebhardt y Valkonen, 2001).

Este oomyceto presenta una gran variabilidad genética. La variabilidad en su
patogenicidad se registr6 por primera vez en 1919, cuando los aislamientos de papa
fueron patogénicos Unicamente a papa, en tanto que los de tomate fueron mas
patogénicos a papa que a tomate (Giddings y Berg, 1919). Este tipo de estudios se
contindan haciendo a la fecha en diversas regiones (Erselius et al., 2000; Griinwald et

al.,2001; Goodwin et al., 1992; Tooley et al., 1985).

P. infestans es heterotalico, se necesitan dos tipos de compatibilidad (Al y A2)
para que pueda existir recombinacion sexual. El tipo de compatibilidad Al se conocia
hasta la primera mitad del siglo XX; tiempo después el otro tipo de compatibilidad, A2,
se descubrié en el Valle de Toluca, que es considerado el centro de origen de este

organismo (Fry et al., 1992).



La reproduccion sexual y la consecuente presencia de oosporas funcionales ha
dado como resultado gran variacion del patdgeno que puede llevar a una tolerancia mas

rapida a fungicidas sistémicos y a atacar a hospedantes con resistencia (Flier, 2001).

El éxito o fracaso en el mejoramiento genético para obtener resistencia a
patogenos depende de gran manera en la capacidad de variacion de la poblacion del

patogeno (Umaerus ef al., 1995).

En Meéxico se encuentran los dos tipos de compatibilidad y la recombinacién
sexual puede presentarse de manera natural con gran frecuencia, lo que trae como
resultado que se originen aislamientos patogenicamente mas variables o con mayor

adaptacion que aquellos que se reproducen estrictamente de manera asexual (Tooley ef

al., 1986; Griinwald et al., 2001).

2.2. Tipo de compatibilidad

Gallegly y Galindo (1958) mencionan que la recombinacién sexual en P.
infestans se basa en la coexistencia de dos tipos de compatibilidad, el Al y A2 y que el
Al es cosmopolita, mientras que el A2 solo se habia encontrado en México. Se
identificaron los primeros aislamientos con el tipo de compatibilidad A2 fuera de
México a comienzos de la década de los *80 en Alemania y Suiza, y posteriormente se

ha reportado en muchos paises de Europa, Asia, América y Africa (Fry ef al., 1993).



En los primeros estudios del altiplano mexicano se reportd que el 45 % se
comportd como A2 y el 55% como Al, dando una proporciéon aproximada de 1:1
(Gallegly y Galindo, 1958). Esta misma proporcién se ha reportado posteriormente
(Grunwald et al., 2001 y Goodwin et al., 1992). Debido a esta relacion en el tipo de
compatibilidad, la reproduccién sexual se da con mucha frecuencia dando como
resultado una gran diversidad genética de P. infestans en México, especialmente en el

Valle de Toluca (Fry et al., 1993).

2.3. Analisis de isoenzimas

Las isoenzimas son formas diferentes de una sola enzima. Tipicamente cada
enzima posee la misma habilidad catalitica, con un cambio pequefio en la composicion
permiten distinguir las diferentes formas de una misma enzima. Estos cambios resultan
por la substitucion de un solo aminoacido en el todo de la enzima proteinica. Estos
cambios pueden detectarse midiendo la carga enzimatica por electroforesis (Goodwin et
al., 1995). Son especificas de tejido, estado de desarrollo y especie. Las isoenzimas se
comportan como genes codominantes con pocos efectos epistaticos y poco influidos por

el medio ambiente (Flores ef al., 1997).

El analisis de isoenzimas es un marcador neutral para identificar niveles de
variacion genética en una poblacidn, con la ventaja de que la expresion de los alelos no
depende del ambiente (Tooley et al., 1985). Para realizar el andlisis de isoenzimas se

necesitan materiales que permitan su movilidad con la ayuda de cargas eléctricas. Estos



materiales pueden ser el gel de almidon, gel de agar, gel de acrilamida y placas de

acetato de celulosa (Hebert y Beaton, 1989).

La electroforesis en placas de acetato de celulosa dan una excelente resolucion
para los genotipos de isoenzimas de P. infestans para dos locus de la Glucosa-6-fosfato
isomerasa (Gpi) y Peptidasa (Pep). Esta técnica tiene ventajas sobre otras, porque es
rapida ya que se corre en 15 a 20 min y se compran las placas listas para utilizarse.
Ambas enzimas se pueden analizar usando un solo amortiguador en este sistema de

electroforesis. Otra ventaja es que se necesita poca cantidad de muestra de tejido

(Goodwin et al., 1995).

Mediante el analisis de isoenzimas se ha encontrado una amplia diversidad
genética en P. infestans en México. En el Noroeste solo se detectaron cuatro genotipos
de los cuales dos son muy comunes. En el Centro, la mayoria de los aislamientos
presentaron un genotipo unico. En el Noreste hubo un gran numero de genotipos
distintos, pero algunos fueron mas frecuentes que otros (Goodwin et al., 1992). De los
encontrados en el centro del pais, la mayoria también se han encontrado en otros paises
(Fry et al., 1992). Esto se ha cotejado afios después al encontrar una gran diversidad
genética en 1997-1999 con muchos genotipos que se encuentran en baja prevalencia. De
179 aislamientos obtenidos en el primer periodo, se encontraron 32 genotipos diferentes
y en el segundo periodo de 389 aislamientos se encontraron 50 genotipos diferentes.
También hubo genotipos tnicos en cada coleccion. El genotipo més comun (basado en
el tipo de compatibilidad y genotipo de Gpi y Pep) fue diferente en los dos periodos de

muestreo, siendo el genotipo “A2, 100/100, 100/100” el mas comun en el periodo 1997-



98 y el “A2, 86/100, 100/100” en 1988-89. Para Gpi los alelos encontrados fueron 83,

86, 100, 111, 122 y 130 y para Pep los alelos 78, 92, 96 y 100 (Grunwald et al., 2001).

2.4. Analisis genético

Para analizar las poblaciones de P. infestans se han utilizado marcadores
isoenzimaticos que han determinado la diversidad y distancia genética entre
aislamientos. Son marcadores neutrales porque no estdn relacionados con alguna
caracteristica biolégicamente importante o alterable por el medio ambiente (Drenth y
Govers, 1994). Existen diversos programas para analizar el patron de bandas que
resultan de una electroforesis de isoenzimas para agrupar las poblaciones en base a sus
caracteristicas genotipicas, proporcionando una escala de identidad o similitud entre
ellas (distancia genética). UPGMA (Unweighted Pair-Group Arithmetic Average
Method, por sus siglas en inglés) es un procedimiento que provee una representacion
grafica de la distancia genética de los datos, lo que permite hacer inferencias de las
posibles relaciones entre las poblaciones de estudio (Miller, 1997). En este caso la

mayor proximidad genética el valor es cercano a cero.

2.5. Sensibilidad a metalaxil

La sensibilidad de P. infestans a metalaxil se puede medir por medio de discos
foliares, con hojas desprendidas, en plantas completas de papa y en cajas petri midiendo
el crecimiento radial del micelio en medio de centeno-agar con metalaxil a diferentes

concentraciones (Sozzi y Staub, 1987).



En Holanda en 1980, se encontraron los primeros aislamientos resistentes de P.

infestans a metalaxil en campos comerciales de papa (Davidse et al., 1981).

En aislamientos de los estados de Chiapas, Coahuila, México, Michoacan,
Puebla, Veracruz y Sinaloa, los que resultaron sensibles a metalaxil predominaron en
los estados de Chiapas y Michoacan. En tanto los del Edo. de México (Valle de Toluca)
se encontrd la mayor variacion en sensibilidad (Matuszak et al., 1994). La proporcion de
aislamientos sensibles en este lugar fue mayor que la=eneentrada en Chapingo (Deahl et
al., 1995). Asimismo, los aislamientos obtenidos en tres habitats diferentes en el area de

Toluca resultaron en su mayoria sensibles al fungicida (Griinwald et al., 2001).

La sensibilidad de los aislamientos con diversidad genética se distribuyo
uniformemente, encontrandose la media de la EC50 (Concentracion efectiva 50) en 52.5
ppm, el 44 % de los aislamientos tuvieron un valor de la EC50 mayor a 100 ppm

(Sujkowski et al., 1995).

2.6. Resistencia al tizon tardio

Al comienzo del siglo XX, poco después del redescubrimiento de las leyes de la
herencia de Mendel, se descubrié que especies de Solanum silvestres podian ser fuentes
de resistencia genética a P. infestans. Basados en este descubrimiento, la introduccion
de genes de resistencia se inici6 cruzando papas silvestres, con resistencia, con
variedades de papa comerciales con susceptibilidad al patégeno (Gebhardt y Valkonen,

2001), no obstante, los numerosos intentos para lograr la resistencia durable en papa por



medio de la incorporacion de genes mayores (R) de S. demissum y S. stoloniferum no
han tenido éxito debido a la rapida adaptacion del patdgeno (Flier, 2001). A la fecha, la
mayoria de variedades de papa que se cultivan en Europa Occidental y Norte América

son susceptibles a P. infestans (Colon et al., 1995).

Se ha incrementado la demanda de otros métodos de control o proteccion del
cultivo sin efectos adversos sobre la salud y el ambiente y la mayoria de los programas
de mejoramiento en papa se han enfocado en el mejoramiento por medio de resistencia

durable contra P. infestans (Inglis et al., 1996).

La resistencia varia de una resistencia parcial con un nivel bajo, como sucede con
algunas variedades de papa, a inmune como en especies silvestres. Genes R de
resistencia a P. infestans de la especie mexicana S. demissum se han transferido a papa,
pero a muchas de las variedades las ha superado el patogeno y su uso no es
recomendado por mucho tiempo. La resistencia parcial de Solanum tuberosum, que se
presume es poligénica y parece ser durable puede ayudar a proteger al cultivo de papa de

P. infestans, causante del tizén tardio (Wastie, 1991)

En afios recientes se han reportado brotes severos de tizon tardio en variedades
con altos niveles de resistencia parcial y con una alta incidencia de tubérculos con tizon

provocando serias pérdidas en la produccion (Kadish y Cohen, 1992).

La informacion adecuada sobre el nivel de resistencia al patégeno es muy

importante para los agricultores que practican un manejo integrado del cultivo. La
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presencia de una poblacion variable en agresividad del patégeno puede afectar la
durabilidad de la resistencia parcial debido a la acelerada adaptacion de formas agresivas

del patdégeno con niveles mas altos de adaptacion parasitica (Latin et al., 1981).

La resistencia generalmente afecta la reproduccion del patdogeno mas que su
dispersion. Se puede medir la incidencia de la enfermedad, su severidad se puede
evaluar midiendo el numero de infecciones exitosas expresadas como el numero de
- lesiones, asi como el tamafio y/o extension de la lesion. La severidad finalmente es el
resultado de a) la frecuencia de infeccidn, que es la propércién de esporas que resultan
en lesiones con esporulacion, b) periodo latente medido como el tiempo que transcurre
de la infeccion a la produccion de esporas, ¢) la produccién de esporas expresada con el
nimero esporas producidas por lesion o por unidad de area de tejido afectado y/o por
unidad de tiempo, y d) periodo de infeccion, que es el tiempo en el cual el tejido

enfermo esporul6 (Parlevliet, 1979).
2.7. Componentes de resistencia

Los componentes especificos de resistencia son aquellos que limitan los procesos
de infeccion incluyen; a) la eficiencia de infeccion, que se mide por medio del numero
de lesiones que se desarrollan como consecuencia de una inoculacién con una cantidad
conocida de esporangios o zoosporas, que indica no solo la resistencia al primer contacto
sino también involucra la resistencia a la colonizacién; b) el periodo latente, medido
como el tiempo transcurrido entre la inoculaciéon y la produccién esporas; c) la

produccién de esporas o esporangios, expresada como el numero de esporas producidas
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por lesion o por unidad de area de tejido afectado y/o por unidad de tiempo; d) la colonia
y tamafio de la lesion, el primer termino se refiere al area actual invadida por el patogeno
y el segundo se refiere al area que muestra los sintomas de la enfermedad

(Parlevliet,1979; Colon et al., 1995).

En la resistencia parcial, resistencia de genes menores, tolerancia o resistencia de
campo, las plantas pueden ser infectadas, pero los dafios pueden ser ligeros o moderados
y la dispersion del patdégeno en el campo disminuye relativamente. La resistencia parcial
comprende algunas reacciones de la planta a la enfermedad que se pueden medir
individualmente. Estas pueden ser el retraso en la penetracion, una penetraciéon menor al
tejido, menor proporcién de invasion del tejido de la planta y poca esporulacion del

patégeno (Guzman-N, 1964).

La importancia real de estos componentes en cultivares de papa parcialmente
resistentes, revisada por Oijen (1992), no son claros y se han reportado resultados
contradictorios. Sin embargo, el andlisis de la tasa de crecimiento de la lesion y tiempo
de generacion de 15 cultivares en experimentos de campo parecen confirmar la gran
importancia de la tasa de crecimiento de la lesion. En estudios realizados con P.
infestans en 1992, dos componentes que presentaron los mayores efectos en el nivel de
resistencia fueron la eficiencia de infeccion y la tasa de crecimiento de la lesion y los
que tuvieron un efecto menor fueron la capacidad de esporulacion y el periodo de

esporulacion (Colon et al., 1995).
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Se han reportado diferencias entre los componentes de resistencia entre las
variedades de papa. Entre ellas estan el periodo de incubacion y el tamafio de lesion; en
la frecuencia o eficiencia de infeccion y se han recomendado para su estudio la
probabilidad de infeccion, la proporcion en la cual los esporangios se forman y el
numero de esporangios que se forman por unidad de area foliar, que se ha demostrado

varia ampliamente e independientemente de otros (Umaerus et al., 1995).

Guzman-N (1964) trabajando con clones de tres especies de Solanum con
diferente grado de resistencia a P. infestans, encontr6 que aquellos con mas resistencia
en campo produjeron pocos esporangios y zoosporas. También encontré que los clones
susceptibles esporularon mas rapido que los resistentes. Esto significa que el potencial
de reproduccion del patégeno en una poblacion se incrementa en variedades susceptibles
con respecto a las variedades resistentes. También el oomyceto invadié rapidamente las
hojas de las variedades mas susceptibles en campo. En cuanto al periodo de incubacion
aparentemente no hubo diferencia entre las variedades. Finalmente, los resultados
mostraron que la tasa de penetracion, invasion del tejido, tiempo requerido para la
esporulacion y abundancia de esporulacion estan asociadas con la resistencia a P.

infestans en campo.

Los componentes especificos que contribuyen mas a reducir la diversidad de la
enfermedad varian entre especies y dentro de las especies (Caiiizares y Forbes, 1995). La
eficiencia de infeccidon, periodo latente y tasa de crecimiento de la lesion fueron

importantes en S. microdontum mientras que la eficiencia de infeccion, tasa de
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crecimiento de la lesidon y capacidad de esporulacion fueron importantes en S. tuberosum

(Colon et al., 1995).

Los componentes de resistencia no han sido bien estudiados en hospedantes de
Phytophthora, y los pocos estudios hechos con P. infestans pueden ser dificiles de
interpretar. Todos los aspectos del ciclo de vida deben ser evaluados para medir los
efectos que tienen sobre la resistencia total (Umaerus et al., 1995). Recientemente una

investigacion demestré claramente la especificidad en las interacciones aislamiento por

variedad (Flier, 2001).



III. MATERIALES Y METODOS

Los aislamientos utilizados en este trabajo fueron obtenidos de las variedades
Alpha ( A, n=21), Rosita (R, n=21), Nortefia (N, n=19), Monserrat (Mo, n=12) y
Michoacan (Mi, n=23). Para obtener los aislamientos se tomaron de lesiones simples de
plantas infectadas naturalmente en el campo experimental del Programa Internacional
Cooperativo del Tizén Tardio de la Papa (PICTIPAPA) en el valle de Toluca, México
durante el verano del afio 2000. Los aislamientos se obtuvieron y mantuvieron de

acuerdo a la metodologia reportada por Griinwald et al., 2001.

3.1. Determinacion del tipo de compatibilidad

Para realizar esta prueba se siguié la metodologia utilizada por Daayf et al.
(2001) y Garay (2001) modificando la temperatura de incubacion de los aislamientos.
Para determinar el tipo de compatibilidad, se usaron como referencia aislamientos

previamente caracterizados con el tipo de compatibilidad Al y A2.

En una caja petri con medio de centeno agar (ver preparacion en el apéndice) se
colocd en uno de sus extremos un disco de agar (5 mm de didmetro) con micelio de un
aislamiento con tipo de compatibilidad desconocido y en el otro extremo de la caja se
colocé otro disco de agar con micelio del aislamiento con tipo de compatibilidad Al y se
repitid el mismo procedimiento con el A2. Se dejaron crecer a temperatura ambiente
durante quince dias y se examinaron al microscopio para determinar la presencia O

ausencia de oosporas. Si el aislamiento formo oosporas con el tipo Al, entonces su tipo
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de compatibilidad se clasifico como A2, y si produjo con el tipo A2, se le asigno el tipo

de compatibilidad Al.

3.2. Analisis de isoenzimas

Se corrieron electroforesis en placas de acetato de celulosa donde se obtuvieron

los perfiles para las enzimas Peptidasa (Pep) y Glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi) y se

determinaron los genotipos con base a la técnica descrita por Goodwin et al. (1995) y

Hebert y Beaton (1989):

1. Preparacion del tejido.

a) Se resembraron los aislamientos para obtener el micelio en quince dias.

b) Con una aguja de diseccion se tom6 micelio por separado de cada uno de los
aislamientos.

c) Cada una de las muestras se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml, que

contenian 30 pl de agua destilada. Se macer¢ el tejido con un taladro comun con brocas
de plastico tipo pistilo con arena esterilizada.

d) Se centrifugé durante 1 min a 14 000 rpm.

2. Preparacion de amortiguador y placas.
En un tanque ctbico se colocaron las placas de acetato de celulosa (Titan III,
Helena Laboratories) y se agregd el amortiguador Trisma-Glicina (Al 0.025 M para

trisma y 0.192 M para glicina, con pH de 8.5) hasta que quedaron inmersas. Después de
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20 minutos se sacaron del amortiguador y se colocaron en una base para aplicarles la

muestra.

3. Electroforesis.

a) Se sacé del tanque una placa de acetato de celulosa y se secd con papel filtro. La

placa se coloco en la base de alineacion.

b) Se colocaron de 8-10 pl de sobrenadante, en los pozos de la placa del peine
aplicador.
c) Con el aplicador se transfirio la muestra 3 veces para Gpi y 5 veces para Pep y se

marc6 en uno de los extremos de la placa con bromofenol azul para observar el recorrido
d) En la cdmara de electroforesis se colocaron las placas con las muestras hacia
abajo sobre los rieles y el corrimiento fue del polo negativo al positivo.

e) El corrimiento fue a 180-200 volts por 20 minutos para Gpi y 15 minuntos para

Pep.

4. Tincion.

Se mezclaron los reactivos correspondientes para cada enzima (Gpi y Pep), la
mezcla se vacio sobre la placa cubriéndola totalmente y se cubrio con un recipiente para
impedir el paso de la luz hasta que las bandas se pudieron visualizar. Posteriormente, se
removio la mezcla con agar y se dejo secar la placa o se metié al horno a 60 °C hasta

que se seco.
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Reactivos para la tincion de Gpi

1.5 ml Tris HC1 0.05M pH 8.0

S gotas D-Fructosa-6-fosfato [20 mg/ml]

1 ml 2-Nicotinamida Adenina Dinucléotido (NAD) [3 mg/ml]

5 gotas 3-[4,5-Dimetilthiazol-2-y1]-2,5-difenil-bromuro de tetrazolio (MTT)
[10 mg/ml]

5 gotas Fenazina Metosulfato (PMS) [2 mg/ml]

10 pl Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa [1 U/ml]

2 ml Agar 1.6%

Reactivos para la tincion de Pep.
2 ml Tris HC1 0.05M pH 8.0

10 gotas Glicil leucina [15 mg/ml]

5 gotas Peroxidasa [1000 U/ml]

8 gotas O-Dianisidina [4 mg/ml]

2 gotas MgCl; [20 mg/ml]

5 gotas L-amino acido oxidasa [10 u/ml]
2 ml Agar 1.6 %

Los genotipos de cada aislamiento para Pep y Gpi se determinaron de acuerdo a

la cantidad e intensidad de las bandas. Los aislamientos homocigotos se caracterizaron
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por la presencia de una banda y los heterocigotos de 3 6 5 bandas como maximo. Para

determinar los alelos obtenidos se usaron como referencias los genotipos de Estados

Unidos US-1, US-6, US-7 y US-8.

3.3. Agrupamiento genético

Con los datos obtenidos de tipo de compatibilidad e isoenzimas se realizé un
analisis de UPGMA, que se utiliz6 para la construccion de un dendrograma utilizando el
método de distancia genética modificada de Roger e inferir relaciones entre las
subpoblaciones. Donde el tipo de compatibilidad Al se consider6 heterocigoto y el A2

como homocigoto (Judelson, 1996).

3.4. Sensibilidad a metalaxil

La respuesta de crecimiento en cajas petri de cada aislamiento a metalaxil se
realizd por comparacion del crecimiento del micelio en medio de centeno agar con
metalaxil, con el crecimiento de un testigo sin fungicida. Primeramente se prepar6 una
solucion madre de metalaxil con agua destilada estéril a una concentraciéon de 1000 pg
ml™ en base al producto formulado Ridomil Gold 4E® (46.2 % de metalaxil), después se
le adiciond la cantidad necesaria al medio de cultivo centeno agar estéril para obtener las
concentraciones de 100, 10 y 1 pg ml™. En estos medios se colocé en el centro un disco
de agar con crecimiento de la periferia del aislamiento de una edad de 10 a 15 dias en el

centro de cada una de las cajas, se incubaron a 15 °C por 10 dias. Posteriormente se



tomaron dos medidas perpendiculares del didmetro del crecimiento y se le resto el
tamafio del disco. Con el valor promedio de dos repeticiones de cada uno de los

aislamientos se calcul6 el porcentaje de crecimiento con respecto al testigo.

3.5. Componentes de resistencia

Los tres aislamientos de mayor esporulacion de cada una de las variedades
Nortefia, Rosita y Alpha se utilizaron para inocular foliolos desprendidos y foliolos de -
plantas completas. Los aislamientos de Monserrat y Michoacan fueron excluidos de esta
parte del trabajo. Las variedades que se utilizaron para medir los componentes
resistencia fueron Nortefia que presenta alta resistencia al tizon en campo, Rosita
(Sangema) que presenta una resistencia intermedia y Alpha que es completamente

susceptible al patégeno (Gutierrez y Cadena, 1996).

Produccion y preparacion del inéculo. El inoculo se preparé de acuerdo a
Mizubuti y Fry (1998) modificando la concentracion de esporangios, el tamafio y
numero de gotas, la temperatura de incubacion y se utilizé agua estéril en lugar de una
solucion salina. Se agregaron 2 ﬁl de agua estéril en la caja de petri con el crecimiento
de P. infestans de 15 dias de los tres aislamientos seleccionados de cada variedad, se
frot6 suavemente con el dedo para desprender los esporangios. La suspension de
esporangios se coloco en un vaso de precipitado, se cont6 el nimero de esporangios con
un hemacitometro y se ajusté la suspension a 10,000 esporangios ml™'. La suspension se
colocd en el refrigerador a 4 °C por 1.5 a 2 horas, para facilitar la liberacion de

zoosporas. Con la suspension se inocularon cinco hojas de la misma variedad de la que
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se hizo el aislamiento con dos gotas de 20 pl. Las hojas se colocaron en la tapa de cajas
petri (con la tapa hacia abajo) con agua agar al 0.8% como cdmara himeda para asegurar
la produccién de esporangios. Del érea infectada se obtuvieron nuevamente los

esporangios que se utilizaron para la inoculacion de foliolos en los tratamientos

(Mizubuti y Fry, 1998).

Inoculacion. Seis foliolos desprendidos de las variedades Alpha, Nortefia y
Rosita, se inocularon con cada una de las suspensionesde esporangios de los
aislamientos seleccionados (10,000 esporangios/ml). Primeramente se desprendieron los
foliolos de las plantas que tenian 6 a 8 semanas de sembradas y se colocaron con el
envés hacia arriba en la tapa de cajas petri con agua agar (la parte que contenia el agar
qued6 en la parte superior), después se inocularon con 20 pl de suspension y se
colocaron en una camara de crecimiento a 18 °C con 14 horas luz y 10 de oscuridad las
gotas se secaron con un papel absorbente a las 24 horas para evitar el crecimiento de

otros organismos (Mizubuti y Fry, 1998 y Colon et al., 1995).

En el invernadero se inocularon tres plantas de 6 a 8 semanas de siembra. Las
inoculaciones se hicieron sobre los dos primeros foliolos (después del apical) de la tercer
hoja joven completamente desarrollada, que se considera fisiol6gicamente la mas activa.
Las inoculaciones se realizaron colocando una gota de 20 pl a una concentracion de
10,000 esporangios/ml en el envés de cada foliolo. Las inoculaciones se realizaron por la
tarde, con 20 pl de 10,000 esporangios/ml en el envés de los foliolos. Las plantas que se

encontraban en un bancal se cubrieron con plastico haciendo un tunel para mantener
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humedad relativa alta (90-100%) mediante humificadores funcionando

permanentemente dentro del tinel (Colon ef al., 1995).

3.6. Evaluacion de los componentes de resistencia

Periodo latente. Se consider6 como el tiempo transcurrido entre la inoculacion y
la emergencia de los primeros esporangios. Para esto, los foliolos desprendidos se
examinaron con microscopio estereoscopico a las 48, 60 y 72 horas después de
inoculados, para observar la aparicion de esporangios que se considerd el término del

periodo latente (Colon et al., 1995), estimandose la media para cada aislamiento en cada

variedad.

Area de la lesion. Se midi6 dos dias después de que los esporangios fueron
visibles o antes de que las hojas de la variedad méas afectada se cubriera por completo de
esporangios. Para determinar el area cubierta por los esporangios se dibuj6é sobre un
acetato el contorno del foliolo completo y el area con la lesién. Se sacaron copias en
papel de color, se recortd el contorno que formaba el foliolo y el contorno del area con
esporangios, se pasaron por un lector de éarea foliar. Con las lecturas se estimé el

porcentaje del area cubierta por los esporangios.

Capacidad de esporulacion. Inmediatamente después de haber trazado el foliolo
y el area de la lesion sobre el acetato, los foliolos se colocaron en un vaso de
precipitados conteniendo 2.0 ml de agua. Se agitd con un vortex por 15 segundos y se

contaron los esporangios obtenidos de los foliolos con un hemacitometro. La
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concentracion de esporangios se determind haciendo el promedio de dos lecturas. El
numero de esporangios por unidad de area de la lesion se calculd dividiendo el total de

esporangios entre el drea de la lesion de cada foliolo (Mizubuti y Fry, 1998).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tipo de compatibilidad (MT) y perfiles isoenzimaticos

4.1.1. Aislamientos obtenidos de la variedad Alpha

De los 21 aislamientos obtenidos de esta variedad se identificaron ocho genotipos
multilocus basados en las combinaciones de tipo de compatibilidad (Al y A2) y perfiles
isoenzimaticos (Gpi y Pep). Los genotipos con mayor frecuencia fueron el Al, 86/100,
100/100 con seis aislamientos y el A2, 100/122, 100/100 con cinco aislamientos. Por
otro lado los genotipos con menor frecuencia fueron el A2, 86/100, 92/100 y el A2,
86/100, 100/100 con un aislamiento cada uno. Respecto a las proporciones en el tipo de
compatibilidad entre el Al y A2, se encontraron ocho para el primero y 13 para el

segundo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de genotipos identificados de aislamientos procedentes de

la variedad Alpha. Toluca, México, 2000.

Genotipo MT Gpi Pep Frecuencia
1 Al 86/100 100/100 6
2 Al 86/122 100/100 2
3 A2 86/100 92/100 1
4 A2 100/122 100/100 5
5 A2 86/100 100/100 1
6 A2 100/100 100/100 2
7 A2 86/86 96/100 2
8 A2 86/100 96/100 2
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4.1.2. Aislamientos obtenidos de la variedad Nortefia

Al igual que en la variedad anterior también se presentaron ocho genotipos

aunque las frecuencias fueron diferentes encontrandose predominantemente el genotipo

Al, 86/100, 100/100, seguida por el genotipo Al, 86/122, 100/100. No obstante la

proporcion Al y A2 se mantuvo aproximadamente 1:1 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencia de genotipos

identificados de aislamientos

procedentes de la variedad Norteiia. Toluca, México, 2000.

Genotipo MT Gpi Pep Frecuencia
1 Al 86/100 100/100 5
2 Al 86/122 100/100 4
3 Al 100/100 100/100 1
4 A2 100/122 100/100 3
5 A2 86/86 100/100 1
6 A2 78/100 100/100 3
h A2 122/122 100/100 1
8 A2 86/100 100/100 1

4.1.3. Aislamientos obtenidos de la variedad Rosita

A pesar de haberse encontrado 10 genotipos diferentes hubo dos predominantes

ambos Al que fueron el Al, 86/100, 100/100 y el Al, 86/122, 100/100. En el resto de
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los genotipos solo se encontrd un aislamiento de cada uno, principalmente del tipo A2.

En total se encontraron 12 Al y 8 A2 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de genotipos identificados de aislamientos

procedentes de la variedad Rosita. Toluca, México, 2000.

Genotipo MT Gpi Pep Frecuencia
1 Al 86/100 100/100 6
2 Al 86/122 100/100 5
3 Al 122/122 100/100 1
4 A2 78/100 100/100 2
5 A2 86/100 100/100 1
6 A2 100/122 100/100 1
7 A2 86/122 100/100 1
8 A2 78/122 100/100 1
9 A2 86/86 100/100 1
10 A2 86/100 92/100 1

4.1.4. Aislamientos obtenidos de la variedad Monserrat

En los 12 aislamientos obtenidos de esta variedad solo hubo tres genotipos donde

predominé el A2, 86/100, 100/100. En este caso la proporcion de Al y A2 fue de 0.5:1

respectivamente (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Frecuencia de genotipos identificados de aislamientos
procedentes de la variedad Monserrat. Toluca, México, 2000.
Genotipo MT Gpi Pep Frecuencia
1 Al 86/100 100/100 3
2 Al 100/122 100/100 1
3 A2 86/100 100/100 8

4.1.5. Aislamientos obtenidos de la variedad Michoacan

De los 24 aislamientos obtenidos de la variedad el 66 % de ellos fueron del

genotipo Al, 86/100, 100/100 y el resto varid en todos los aspectos. Cabe destacar que

20 de ellos fueron Al contra cuatro que fueron A2, guardando una proporcién de 1 :

0.20 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencia de genotipos

identificados

procedentes de la variedad Michoacan. Toluca, México, 2000.

de aislamientos

Genotipo MT Gpi Pep Frecuencia
1 Al 86/100 100/100 16
2 Al 86/86 100/100 1
3 Al 100/100 100/100 3
4 A2 86/100 100/100 2
3 A2 100/100 100/100 2
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En los aislamientos obtenidos de las cinco variedades (Alpha, Rosita, Nortefia,
Monserrat y Michoacdn) las proporciones en el tipo de compatibilidad Al y A2,
variaron dependiendo de donde se obtuvieron los aislamientos, manteniéndose la
proporcion 1:1 en los aislamientos procedentes de la variedad Nortefia semejando a lo
reportado por Griinwald et al. (2001). Asimismo, los genotipos encontrados en los
aislamientos de todas las variedades se han reportado con anterioridad. Encontrandose
en mayor proporcion el 86/100 para Gpi coincidiendo con lo encontrado por Griinwald
et al. (2001) y Tooley et al. (1985), difiriendo con Lozoya-Saldafia et al. (2002), en
tanto que para Pep el mas comun fue el 100/100 concordando Griinwald et al. (2001) y

Lozoya-Saldafia et al. (2002) y difiriendo con Tooley et al. (1985).

4.2. Agrupamiento genético

En el analisis de agrupamiento de las subpoblaciones de los aislamientos por
variedad, las distancias genéticas identificaron tres subgrupos; el primero fue de Rosita y
Nortefia con un coeficiente de similitud de 0.07 y un valor de identidad de 0.989, el
segundo incluy6 a Alpha y Monserrat con un coeficiente de similitud de 0.07 e identidad
de 0.993 y el tercero que Unicamente se agrup6 a Michoacan que tuvo una similitud con
los aislamientos de las variedades anteriores de 0.11, teniendo un valor de identidad con
Rosita 0.950 Siendo los aislamientos de la variedad Michoacéan los que tuvieron los
valores de identidad y similitud mas distantes con los aislamientos de las otras

variedades (Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma de los genotipos de aislamientos procedentes de las

variedades Alpha, Norteiia, Rosita, Monserrat y Michoacan.

4.3. Resistencia a metalaxil por variedades

4.3.1. Variedad Alpha

Los aislamientos de esta variedad en la concentracion de 1 pg/ml se
distribuyeron en todos los rangos de crecimiento, inclusive un 14% de ellos creci6 igual
al testigo, considerado como un 100%, aunque el mayor porcentaje de los aislamientos
crecieron menos del 60 %. Esto no sucedié con la concentracion de 10 pg/ml ya que el
mayor porcentaje de los aislamientos tuvo un crecimiento con respecto al testigo menor
al 20 %. De igual manera se comportd en la concentracion de 100 pg/ml, pero a

diferencia de la anterior el maximo desarrollo que logrd fue menor al 60%. El porcentaje
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de crecimiento, es decir, de resistencia, de los aislamientos en presencia de metalaxil

disminuye conforme aumenta la concentracion (Figura 2).

100
90
80
70
60

50

40

30

20

10
0

% de Colonias

1 .
100 Concentracion

(ng/ml)

N
N
i
o

20-39%
40-59%
60-79%
80-100%

Rangos de crecimiento relativo al testigo
Figura 2. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo

de los aislamientos procedentes de la variedad Alpha.

4.3.2. Variedad Norteiia

En los aislamientos de esta variedad se encuentra similitud en el comportamiento
con la variedad Alpha en cuanto a la resistencia a metalaxil en la concentracion de 1
pg/ml, donde un 10% de la poblacion crecié de 60 al 79% del testigo y otro 10% se
desarrollé igual que el testigo (100%). En las concentraciones de 10 y 100 pg/ml un
porcentaje mayor de aislamientos se ubicaron en un rango de crecimiento mas amplio

que en Alpha (Figura 3). La resistencia presentada por el oomiceto estuvo en relacion

directa a la concentracion del producto a la que se expuso.
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Figura 3. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo

de los aislamientos procedentes de la variedad Norteiia.

4.3.3. Variedad Rosita

En los aislamientos de esta variedad en la concentracion de 1 pg/ml no se
observo la tendencia de las variedades anteriores, notando una diferencia muy marcada
del porcentaje de aislamientos que crecieron en un porcentaje menor al 20% que es
donde se acumuld la gran mayoria y un bajo porcentaje de aislamientos crecieron en los
otros rangos. Una tendencia similar se reflejo en las concentraciones de 10 y 100 pg/ml,

donde el crecimiento en la primera no rebasé el 60% y en la segunda el 40%. Con base a
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los rangos de crecimiento se puede distinguir que existe mayor diferencia entre los
aislamientos procedentes de las variedades Nortefia y Rosita (ambas resistentes), que
entre las variedades Alpha y Rosita (susceptible y resistente). No existe relacion entre

los aislamientos de Rosita y Nortefia con respecto a resistencia a metalaxil (Figura 4).

100
90
80
70
60
50
40

30
20
10

% de Colonias

» = y 4 1

Concentracion
100

(ng/ml)

0-19%

80-100% @

Rangos de crecimiento relativo al testigo

Figura 4. Distribucién de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo

de los aislamientos procedentes de la variedad Rosita.

4.3.4. Variedad Monserrat

Los aislamientos en esta variedad tienen un comportamiento muy similar en las
tres concentraciones, agrupandose el mayor porcentaje de aislamientos en el rango de
crecimiento de 0-19%, con un porcentaje muy bajo en los rangos restantes. La mayoria

de los aislamientos son susceptibles al metalaxil en las concentraciones de 1, 10 y 100
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pg/ml. Tiene un comportamiento semejante al mostrado por los aislamientos de Rosita,

no asi con los de Alpha y Nortefia (Figura 5).
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Figura S. Distribuciéon de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo

de los aislamientos procedentes de la variedad Monserrat.

4.3.5. Variedad Michoacan

Los aislamientos procedentes de esta variedad muestran un comportamiento
totalmente distinto a las demas variedades. La mayor proporcion de aislamientos en la
concentraciéon de 1 pg/ml tuvieron un crecimiento igual que el testigo. En la
concentracion de 10 pg/ml los aislamientos se distribuyeron en todos los rangos de

crecimiento relativo (del 0 al 100%). En la concentracion de 100 pg/ml se comportaron
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de manera similar a los aislamientos de las otras variedades, donde el mayor porcentaje

de aislamientos se concentr6 en el rango de 0-19% y el maximo crecimiento fue menor

al 60% (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo

de los aislamientos procedentes de la variedad Michoacan.

4.4. Resistencia a metalaxil por concentracion

4.4.1. Concentracion de 1 pg/ml de metalaxil

En esta concentracion los aislamientos de las variedades Alpha y Nortefia se
distribuyeron en todos los rangos de crecimiento, en tanto que los aislamientos de Rosita
y Monserrat el mayor porcentaje de los aislamientos se concentré en un crecimiento

menor al 20 %, en la variedad Michoacéan se observo un comportamiento diferente a las
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demas ya que cerca del 60% de los aislamientos tuvieron un crecimiento similar al

testigo en presencia del metalaxil a esta concentracion (Figuras 7A, 7B y 8).
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Figura 7. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo
de aislamientos con 1 pg/ml de metalaxil procedentes de cinco variedades

de papa. A, agrupados por variedad; B, agrupados por rangos.

A=Alpha,, N=Norteiia, R=Rosita, Mo=Moserrat, Mi=Michoacan.
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Figura 8. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo
de los aislamientos procedentes de cinco variedades de papa expuestos a

1 pg/ml de metalaxil.

4.4.2. Concentracion de 10 pg/ml de metalaxil

Al igual que en la concentracion de 1 pg/ml, los aislamientos tuvieron un
crecimiento menor al 20% en las variedades Alpha, Nortefia, Rosita y Monserrat, no asi
con Michoacan que hubo una distribucion en todos los rangos de crecimiento de sus
aislamientos, encontrando una mayor variacién en cuanto a la resistencia al metalaxil a

esta concentracion (Figura 9A, 9B y 10 ).
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Figura 9. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo
de los aislamientos con 10 pg/ml de metalaxil procedentes de cinco

variedades de papa. A, por variedad; B, por rangos

A=Alpha, N=Norteiia, R=Rosita, Mo=Monserrat y Mi=Michoacan.
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Figura 10. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento

relativo de los aislamientos con 10 pg/ml de metalaxil procedentes de

cinco variedades de papa.

4.4.3. Concentracion de 100 pg/ml de metalaxil

El mayor porcentaje de los aislamientos mostraron susceptibilidad a esta dosis, el
méximo crecimiento que mostraron fue del 60% que se presentaron en las variedades
Alpha, Nortefia, Monserrat y Michoacan. En tanto que los aislamientos de Rosita fueron
los que presentaron mayor susceptibilidad a esta concentracion de metalaxil presentado
un crecimiento menor al 40% con respecto al testigo en todos los aislamientos (Figuras
11A, 11B y 12). Esta susceptibilidad posiblemente se deba a la poca aplicacion del

fungicida para el control de P. infestans en esta variedad.
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Figura 11. Distribucién de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento
relativo de los aislamientos con 100 pg/ml de metalaxil procedentes de

cinco variedades de papa. A, por variedad; B, por rango.
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Figura. 12. Distribucion de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento
relativo de los aislamientos con 100 pg/ml de metalaxil procedentes de

cinco variedades de papa.

4.5. Resistencia a metalaxil por rangos de crecimiento relativo

Independientemente de la variedad de papa de donde se obtuvieron los
aislamientos la mayoria de estos no superd el 20% de avance en su crecimiento cuando
las dosis fueron de 10 y 100 pg/ml Con la dosis mas baja también el mayor namero de
los aislamientos no superd al 20% pero, si hubo crecimiento hasta un 100% en un
limitado numero de aislamientos. De igual manera en presencia de 10 pg/ml hubo
aislamientos selectos que si prosperaron y definitivamente no hubo crecimiento superior

al 59% cuando el metalaxil estaba presente en 100 pg/ml (Figura 13).
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Figura 13. Distribucién de porcentajes de colonias en rangos de crecimiento relativo
de los aislamientos con metalaxil a 1, 10 y 100 pg/ml procedentes de cinco

variedades de papa.

Los resultados encontrados coinciden con los de Matuszak et al. (1994) y
Griinwald et al. (2001) quienes encontraron que a 5 pg/ml el mayor nimero de
aislamientos tuvo un crecimiento relativo menor al 20% pero, hubo aislamientos que
crecieron en un 80% o mas. En la concentracion de 100 pg/ml en las cinco variedades
no hubo crecimiento mayor al 60% en tanto que, en los aislamientos realizados por

Matuszak et al. (1994) y Griinwald ef al. (2001) mostraron crecimiento en el rango de

80 al 100%.
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Aunado a lo anterior las resultados demuestran que aproximadamente un 10% de
los patotipos obtenidos de Nortefia y Michoacan fueron capaces de crecer igual que el
testigo (100%) en presencia de 10 pg/ml de metalaxil, por lo que el patéogeno podria
estar evolucionando hacia la resistencia al producto y superacion de resistencia genética
de estas variedades, como dos caracteres ligados. La aplicacién de metalaxil en Nortefia
y Michoacan en el campo podria favorecer el surgimiento, incremento y dispersion de

patotipos con las caracteristicas mencionadas.

La sensibilidad a metalaxil de los aislamientos procedentes de las cinco
variedades presentaron un comportamiento similar a los reportados con anterioridad. A
una concentracion de 100 pg/ml permitié un crecimiento menor al 60%, en tanto que a 1
y 10 ug/ml hubo aislamientos que crecieron hasta en un 100%, semejando con lo

reportado por Sujkowski et al. (1995) y Matuszak et al. (1994), pero sin coincidir con

Griinwald et al. (2001).

4.6. Componentes de resistencia en condiciones de laboratorio

4.6.1. Por aislamientos

Bajo condiciones de laboratorio el aislamiento procedente de Alpha inoculado
sobre estd misma variedad presentd el menor porcentaje de 4rea dafiada pero produjo
mas esporangios que en Rosita (62.7 % de area dafiada en Alpha y 86.9 % de Rosita; con
168,170 esporangios/ml para la primera contra 101,000 para la segunda). De igual

manera, Rosita tuvo mayor area dafiada con el aislamiento obtenido de ella misma que

42



con los del resto de las variedades, pero con el aislamiento de Alpha se obtuvieron un ~
mayor nimero de esporangios y registré un tiempo mayor en la aparicion de estos. En
tanto con el aislamiento procedente de Nortefia la variedad Rosita fue la que tuvo mayor
esporulacion y area dafiada, sin tener diferencias significativas para las tres variables con
Alpha, sin embargo con Nortefia si se presentaron diferencias significativas en las dos
variables anteriores pero en el periodo latente estadisticamente fueron iguales las tres

variedades para este aislamiento (Cuadro 6).

Cuadro 6. Periodo latente, porcentaje de area daiiada y esporulaciéon de

aislamientos procedentes de Alpha, Rosita y Norteia bajo condiciones de

laboratorio.
AISLAMIENTO
De Alpha De Rosita De Nortefia
Variedad
Area
inoculada | P.L  Area (%) Esp. P.L Area (%) Esp. Pl Esp.
(%)

Alpha 84% 62.7° 168,170 [84% 74.6° 73,500° [80% 51 ® 20,667
Rosita 80% 869° 101,000* |74® 91.7° 46,167° |78* 56.1* 22,333°

Nortefia [0° 0 ¢ fj ® 68° 51.4° 37,167° |84* 29.0° 5,667°

P.L. Periodo latente. Horas transcurridas entre la inoculacion y la aparicion de los primeros esporangios.
Area (%). Porcentaje del area del foliolo con dafios del patégeno con respecto al area total.
Esp. Promedio del nimero de esporangios/ml por foliolo.

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (a=0.05).
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4.6.2. Por variedad

Al comparar las reacciones de los diferentes aislamientos por variedad, en Alpha
inoculada con aislamiento de ella misma se observd que con una menor area dafiada
(62.7%) present6 una mayor esporulacion (168,170) con diferencia significativa con los
otros aislamientos, pero en el periodo latente no se presenté diferencia significativa entre

los aislamientos inoculados sobre ésta variedad (Cuadro 7).

En la variedad Rosita con la misma 4rea dafiada sin diferencia estadistica entre
los aislamientos de Rosita y Alpha (91.7% Y 86.9 % respectivamente) el aislamiento
procedente de Alpha esporulé mas que el de Rosita con diferencia significativa entre
ambos (101,000 y 46,167 esporangios/ml respectivamente), sin diferencias significativas

entre en periodo latente entre los aislamientos (Cuadro 7).

En la variedad Nortefia el aislamiento que presenté el menor periodo latente, el
mayor porcentaje de area dafiada y esporulacion fue el aislamiento procedente de Rosita
mostrando en los tres componentes diferencia significativa con los otros aislamientos.
Cabe sefialar que el aislamiento tomado de Alpha no logr6 infectar a esta variedad,
observandose una reaccion de hipersensibilidad (Cuadro 7). Esto se puede atribuir a que
los aislamientos de Alpha no tengan los genes de virulencia para lograr la infeccion en

Nortefa y a que ésta variedad presenta resistencia hacia el patogeno.
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Cuadro 7. Periodo latente, porcentaje de drea daifiada y esporulacion entre las

variedades Alpha, Rosita y Norteiia bajo condiciones de laboratorio.

VARIEDADES INOCULADAS
) ] Alpha Rosita Nortefia
Aislamiento
PL  rea (%) Esp. PL Area (%) Esp. PL Area (%) Esp.
A 847 62.7% 168,170 [80* 869 101,000°| 0° 0° g °
R 84* 746 °* 73,500° |74® 91.7° 46,170° |68° 51.5* 37,167
N 80° 51° 20670° |78% 56.1° 22330°|84* 290° 5667°

P.L. Periodo latente. Horas transcurridas entre la inoculacion y la aparicién de los primeros esporangios.

Area (%). Porcentaje del 4rea del foliolo con dafios del patégeno con respecto al 4rea total.

Esp. Promedio del niimero de esporangios/ml por foliolo.

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (¢=0.05).

4.6.3. Por variedades, independiente del aislamiento

En Alpha y Rosita se observdé mayor esporulacion que en Nortefia,

independientemente del aislamiento, en concordancia con el area dafiada e inversamente

proporcional al periodo latente es decir, a mayor area en la lesién correspondi6 mayor

esporulacién y menor tiempo. Nortefia por otro lado, fue diferente a ellas en ambos

parametros, con un periodo corto de latencia (Cuadro 8).
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. Cuadro 8. Periodo latente, porcentaje de area daiiada y esporulacién en las

variedades Alpha, Rosita y Norteiia bajo condiciones de laboratorio.

Variedad Periodo latente Area daiiada (%) Esporangios/ml
Alpha 82.6 a* 62.7 a 87,440 a
Rosita 773 a 78.2 a 56,500 a
Nortefia 506 b 268 b 14,280 b

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (a=0.05).

4.6.4. Combinacion aislamiento-variedad

En todas las combinaciones de aislamiento por variedad no existieron diferencias
significativas en el periodo latente, excepto el aislamiento procedente de Rosita sobre
Nortefia fue el que tuvo el periodo mas corto. El periodo de incubacién fluctué entre 74
y 84 hr con diferencias minimas significativas entre las combinaciones. La variedad
Nortefia no fue infectada por el aislamiento de Alpha, por lo que no hubo datos en este
caso (Cuadro 9, Fig. 14). El area dafiada si vari6 entre las combinaciones, siendo mayor
en la variedad Rosita con su propio aislamiento, aunque sin diferencia estadistica con la
lesion en Alpha del mismo aislamiento de Rosita y la de Rosita inoculada con la cepa de
Alpha. El menor dafio se observo en Nortefia con aislamiento de esta misma variedad
(Cuadro 9 y Figura 15A). Alpha con su cepa indujo mayor esporulacion, seguida por el
mismo aislamiento en Rosita, y nuevamente Nortefia con su aislamiento gener6 la menor
cantidad de esporangios, teniendo diferencias significativas sobre las demas

combinaciones de aislamiento-variedad (Cuadro 9, Fig. 15B).
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Cuadro 9. Periodo latente, porcentaje de area daifiada y esporulaciéon en la

combinacion aislamiento-variedad, bajo condiciones de laboratorio.

Aislamiento—Variedad Periodo latente ~ Area dafiada (%) Esporangios/ml
A — Alpha 84 a* 62.7 b 168,170 a
A —Rosita 80 a 869 a 101,000 b
A — Nortefia 0 ¢ 00 d 00 d
R — Alpha 84 a 74.6 ab 73,500 bc
R — Rosita 74 ab 91.7 a 46,170 bcd
R — Norteiia 68 b 51.5 be 37,170  cd
N — Alpha 80 a 51.0 be 20,670 cd
N — Rosita 78 ab 56.1 b 22,230 cd
N -- Nortefia 84 a 29.0 ¢ 5,670 d

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey («=0.05).

100
80
60

40
20

Periodo latente (hr) .

Alpha
Rosita Variedades
Nortefia inoculadas

Aislamientos

Figura. 14. Periodo latente de los aislamientos sobre las variedades de donde se
obtuvieron, bajo condiciones de laboratorio.

* Medias con la misma letra son significativamente iguales. (Tukey=0=0.05).
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Figura. 15. Porcentaje de area dafiada (A) y esporulacion de los aislamientos (B)
sobre las variedades de donde se obtuvieron, bajo condiciones de laboratorio.

* Medias con la misma letra son significativamente iguales. Tukey (a=0.05).
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4.7. Componentes de resistencia en condiciones de invernadero

Bajo condiciones de invernadero no se incluyé el periodo latente porque las

condiciones ambientales no hicieron confiables las mediciones de esta variable.

4.7.1. Por aislamientos

Bajo condiciones de invernadero el aislamiento de la variedad Alpha indujo

mayor area dafiada y mayor esporulacion que el resto, con significancia estadistica,

mientras que Nortefia no fue colonizada. El aislamiento de Rosita sobre las tres

variedades produjo menor area dafiada, menor numero de esporangios y menor periodo

latente en Rosita misma, siendo la variedad Alpha la que presenté mayor esporulacién

con este aislamiento. Con respecto al aislamiento de Nortefia no hubo diferencias

significativa en el porcentaje de é4rea dafiada entre las tres variedades, pero si en

esporulacion donde Alpha superd al resto (Cuadro 10).

Cuadro 10. Porcentaje de area dafiada y esporulacion de los aislamientos

procedentes de Alpha, Nortefia y Rosita, bajo condiciones de invernadero.

AISLAMIENTO
Variedad De Alpha De Rosita De Nortefia
T Area (%)  Esporulacion | Area (%) Esporulacion | Area (%)  Esporulacion
Alpha 28.2 a* 110,830? 372 a 151,500 a 36.1a 45,000 a
Rosita 189b 21,170 b 199b 33,000 b 35.6a 20,500 b
Nortefia Oc Oc 393 a 75,000 ab 315a 13,667 b

Area (%). Porcentaje del area del foliolo con dafios del patégeno con respecto al area total.

Esporulacion. Promedio del niimero de esporangios/ml por foliolo.

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (a=0.05).
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4.7.2. Por variedad

Al comparar las reacciones de los diferentes aislamientos por variedad en
invernadero, en Alpha los tres aislamientos no presentaron diferencias significativas en
porcentaje de area dafiada siendo iguales estadisticamente, no asi en cuanto a la
esporulacion pues los de Rosita y Alpha fueron los mas prolificos sin presentar

diferencias significativas entre ellos (Cuadro 11).

En Rosita si hubo diferencias significativas en porcentaje de area dafiada siendo
el aislamiento de Nortefia el que presentd la mayor area, pero en la produccion de
esporangios los tres aislamientos no presentaron diferencias significativas. En la
variedad Nortefia el aislamiento que tuvo una mayor area dafiada y el mayor nimero de
esporangios fue el realizado de Rosita, seguido por el de Nortefia, y al igual que en

laboratorio, el aislamiento de Alpha no logrd infectar a ésta variedad (Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentaje de drea dafiada y esporulacion entre las variedades Alpha,

Rosita y Norteiia, bajo condiciones de invernadero

VARIEDADES INOCULADAS

Alpha Rosita Nortefia
Asslanmlento Area (%) Espor./ml Area (%) Espor. Area (%) Espor.
De Alpha 28.2 a* 110,830 ab 189b 21,170 a 0 b 0 b
De Rosita 372 a 151,500 a 199b 33,000 a 393 a 75,000 a
De Nortefia 362 a 45,000 b 35.6a 20,500 a 315 a 13,670 b

Espor.= Promedio del numero de esporangios/ml por foliolo

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (=0.05)
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4.7.3. Por variedades, independiente del aislamiento

En estas condiciones no se observaron diferencias significativas en el éarea
dafiada pero si en el numero de esporangios producidos, siendo Alpha la que super6d

claramente a las otras dos variedades (Cuadro 12).

Cuadro 12. Porcentaje de area daiiada y esporulacion en las variedades
Alpha, Norteiia y Rosita, sin tomar en cuenta el origen del aislamiento, bajo

condiciones de invernadero.

Variedad Area dafiada (%) Esporangios/ml
Alpha 33.8 a* 102,440 a
Rosita 248 a 24,890 b
Nortefia 23.6 a 29,560 b

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (a=0.05).
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4.7.4. Combinacion aislamiento-variedad

Los aislamientos procedentes de Rosita y Alpha inoculados sobre Alpha
produjeron el mayor numero de esporangios (Cuadro 13, Figura 16B). En cuanto al 4rea
dafiada el aislamiento de Rosita inoculado sobre Alpha y Nortefia fue el que tuvo el

mayor porcentaje (Cuadro 13 y Figura 16A).

Cuadro 13. Porcentaje de drea daiada y esporulacion en la combinacién

aislamiento-variedad en Alpha, Rosita y Norteiia, bajo condiciones de invernadero.

Aislamiento-variedad Area dafiada (%) Esporangios/ml
A -- Alpha 28.2 abc* 110,830 ab
A -- Rosita 189 ¢ 21,170 c
A -- Nortefia 0 d 0 c
R -- Alpha 372 a 151,500 a
R -- Rosita 19.9 be 33,000 (¢
R -- Norteiia 393 a 75,000 abc
N -- Alpha 36.1 ab 45,000 bc
N -- Rosita 356 ab 20,500 c
N -- Norteiia 31.5 abc 13,670 ¢

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (=0.05).
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Figura 16. Porcentaje de area dafiada (A), y esporulacion (B), de los aislamientos

sobre las variedades de donde se obtuvieron, bajo condiciones de invernadero.

* Medias con la misma letra son significativamente iguales. Tukey («=0.05).



Bajo condiciones de invernadero y laboratorio se detect6 que el aislamiento de
Alpha aparentemente tiene pocos genes de virulencia pues afectd severamente a la
variedad susceptible (Alpha), medianamente a la intermedia en resistencia (Rosita) y

hubo ausencia de infeccién en la resistente (Nortefia).

El periodo latente, el area de la lesion y la capacidad de esporulacion fueron
componentes en la resistencia de las variedades Alpha, Rosita y Nortefia a P. infestans,

coincidiendo en lo reportando por Guzman (1964).
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V. CONCLUSIONES

Las proporciones en el tipo de compatibilidad Al y A2 del oomiceto no
presentaron relaciéon alguna respecto al grado de resistencia 0O
susceptibilidad genética del hospedante del que se obtuvieron.
Considerando todas las variedades incluidas en el presente estudio, la
resistencia o susceptibilidad de | la planta no influyé sobre la
predominancia de algiin grupo especifico de compatibilidad.

Se identificaron 18 genotipos multilocus de P. infestans con base a su
grupo de compatibilidad y sus perfiles isoenzimaticos. Todos han sido
previamente reportados.

Los aislamientos obtenidos, estudiados e incluidos en este estudio,
presentaron un comportamiento similar al reportado con anterioridad en
su sensibilidad al metalaxil.

Con base a los componentes de resistencia estudiados, existi6 una
relacion directa entre la agresividad del patogeno y el nivel de resistencia

genética del hospedante del que se obtuvieron.
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VII. APENDICE

Cuadro 1. Porcentajes de crecimiento de los aislamientos obtenidos en la variedad

Rosita con metalaxil a 1, 10 y 100 pg/ml.

AISLAMIENTO 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
PIC 00 H6-1 3.84 1.42 0
PIC 00 H6-2 12.31 11.64 2.67
PIC 00 H6-3 15.18 6.4 0
PIC 00 H6-4 74 36.87 10
PIC 00 H6-5 28.92 0o 0
PIC 00 H6-6 63.43 17.8 2.36
PIC 00 H6-7 5.5 2.43 0
PIC 00 H6-8 7.41 0 0
PIC 00 H6-9 2.38 0 0
PIC 00 H6-10 5.28 0 0
PIC 00 H6-11 3.16 0 0
PIC 00 H6-12 9.32 8.47 5.08
PIC 00 H6-13 8.08 336 0
PIC 00 H6-14 4.44 271 1.48
PIC 00 H6-15 3.43 0 0
PIC 00 H6-16 2348 2.76 1.38
PIC 00 H6-17 8.95 0 0
PIC 00 H6-18 15.16 3.52 0
PIC 00 H6-19 83.90 42.48 39.88
PIC 00 H6-20 5.30 2.12 0
PIC 00 H6-21 9.07 0 0
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Cuadro 2. Porcentajes de crecimiento de los aislamientos obtenidos en la variedad

Nortefia con metalaxil a 1,10 y 100 pg/ml.

AISLAMIENTO 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
PIC OO H7-1 84.66 84.66 57.6
PIC OO H7-2 41.53 4.61 4.61
PIC OO H7-3 1.77 0 0
PIC OO H7-4 42.64 21.05 8.77
PIC OO H7-5 27.80 13.16 0
PIC OO H7-6 14.10 6.52 5.62
PIC OO H7-7 64.82 29.98 1.68
PIC OO H7-8 37 12.8 0
PIC OO H7-9 y . .

PIC OO H7-10 37.76 5.20 0
PIC OO H7-11 67.25 35.1 30.92
PIC OO H7-12 9.28 2.85 0
PIC OO H7-13 32.46 3.18 0
PIC OO H7-14 42.33 15.0 1.16
PIC OO H7-15 83.38 4237 30
PIC OO H7-16 29.94 23.95 20.95
PIC OO H7-17 24.42 0 0
PIC OO H7-18 12.82 7.69 0
PIC OO H7-19 3.37 135 1.35
PIC OO H7-20 - g ]

PIC 0O H7-21 3.0 2.8 2.3
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Cuadro 3. Porcentajes de crecimiento de los aislamientos obtenidos en la variedad

Alpha con metalaxil a 1, 10 y 100 pg/ml.

AISLAMIENTO 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
PIC OO H8-1 10.23 7.08 4.72
PIC OO H8-2 40.81 15.1 4.05
PIC OO H8-3 11.56 8.27 5.53
PIC OO H8-4 17.68 6.59 0
PIC OO H8-5 31.94 13.64 10.07
PIC OO H8-6 51.88 45.54 9.9
PIC OO H8-7 44.64 1.27 0
PIC OO H8-8 12.13 1.21 1.21
PIC OO H8-9 13.9 13.0 0
PIC OO H8-10 44.48 6.18 0
PIC OO H8-11 - - .

PIC OO H8-12 20.08 0 0
PIC OO H8-13 31.17 16.61 9.49
PIC OO H8-14 21.52 11.8 4.16
PIC OO H8-15 94.24 71.20 45.81
PIC OO H8-16 25.84 3.69 1.47
PIC OO H8-17 34.05 0 0
PIC OO H8-18 12.71 0 0
PIC OO H8-19 12.77 0 0
PIC OO H8-20 - - -

PIC OO H8-21 99.06 22.42 15.88
PIC 00 H8-22 88.23 26.35 24.0
PIC 00 H8-23 19.18 8.78 0
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Cuadro 4. Porcentajes de crecimiento de los aislamientos obtenidos en la variedad

Monserrat con metalaxil a 1,10 y 100 pg/ml.

AISLAMIENTO 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
PIC 00 H10-1 18.14 12.22 4.93
PIC 00 H10-2 13.07 3.84 1.53
PIC 00 H10-3 4.65 2.79 232
PIC 00 H10-4 3.78 0 0
PIC 00 H10-5 46.72 12.18 2.18
PIC 00 H10-6 5.45 0 0
PIC 00 H10-7 12.62 4.27 1.94
PIC 00 H10-8 8.81 1.69 0.84
PIC 00 H10-9 7.70 0.81 0
PIC 00 H10-10 12.99 4.67 0
PIC 00 H10-12 97.39 77.39 49.56
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Cuadro 5. Porcentajes de crecimiento de los aislamientos obtenidos en la variedad

Michoacin con metalaxil a 1, 10 y 100 pg/ml.

AISLAMIENTO 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
PIC OO H11-1 94.79 38.95 16.04
PIC OO H11-2 89.09 83.85 34.59
PIC OO H11-3 90.03 39.85 14.57
PIC OO H11-4 84.79 49.82 13.11
PIC OO H11-5 88.88 55.55 9.87
PIC OO H11-6 86.88 3321 8.21
PIC OO H11-7 86.65 51.06 36.47
PIC OO H11-8 69.47 21.0 7.54
PIC OO H11-9 32.36 13.79 5.83
PIC OO H11-10 31.81 7.08 3.14
PIC OO H11-11 91.30 60.34 27.82
PIC OO H11-12 100 74.11 3539
PIC OO H11-13 88.75 34.91 6.31
PIC OO H11-14 99.43 30.84 13.08
PIC OO H11-15 75.47 22.61 21.42
PIC OO H11-16 78.87 35.51 12.14
PIC OO H11-17 78.87 26.73 6.50
PIC OO H11-18 89.32 41.06 3.08
PIC OO H11-19 27.96 6.77 2.11
PIC OO H11-20 98.78 61.16 2791
PIC OO H11-21 28.98 0 0
PIC OO H11-22 87.64 83.06 54.18
PIC OO H11-23 88.34 41.73 9.95
PIC OO H11-24 75.78 69.19 46.12
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Distancias genéticas

Anadlisis UPGMA usando la distancia original de Roger (1972), de los

aislamientos obtenidos de Rosita, Nortefia, Alpha, Monserrat y Michoacén.

Punto Distancias genéticas

1 0.0718 Interseccion Rosita-Nortefia

2 0.0735 Interseccion Alpha-Monserrat

3 0.1181 Interseccidon Rosita-Nortefia-Alpha-Monserrat

+ 0.1339 Interseccién de todas las anteriores con Michoacan

Distancias de identidades de los aislamientos obtenidos de Rosita, Norteifia,

Alpha, Monserrat y Michoacan en base a la prueba de NEI'S (1972/1978)

Poblaciones

Comparaciones identidad
Rosita vs. Nortefia 0.9890
Rosita vs. Alpha 0.9701
Rosita vs. Monserrat  0.9638

Rosita vs. Michoacan 0.9506

Nortefla vs. Alpha 0.9830
Nortefia vs. Monserrat 0.9776

Nortefia vs. Michoacan 0.9583
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Alpha vs. Monserrat 0.9931

Alpha vs. Michoacan  0.9588

Monserrat vs. Michoacan 0.9685

Preparacion del medio centeno-agar

A. Preparacion de un litro de concentrado de centeno

1. Pesar 600 gr de centeno.
2. Desinfectar por 10 min en 1 1 de cloro al 2%.
3. Enjuagar el centeno hasta quitar el olor a cloro.

4. Agregar 500 ml de agua.

5. Tapar con papel aluminio y dejar reposar de 36 a 48 hr.

6. Lavar semillas germinadas dos veces.
1. Licuarlas en un litro de agua.
8. Vaciar la mezcla en dos matraces de 2 L y taparlos con papel aluminio.

9. Incubar en horno a 50 °C por 3 hr.
10. Colar la mezcla con manta de cielo.

11. Separar alicuotas de 100 ml de concentrado (si no se utiliza en el momento

guardar al congelador hasta utilizarse)
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B. Preparacion de un litro de centeno-agar.

Mezclar en un recipiente (matraz, botella, etc.) 900 ml de agua, 100 ml de
concentrado de centeno, 20 gr de azucar, 15 gr de agar.

Esterilizar la mezcla.

Vaciar en cajas petri cuando la temperatura del medio sea de aproximadamente

45°C.
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