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SELECCION IN VITRO DE CALLOS DE PAPA (Solanum tuberosum) VAR. DIACOL CAPIRO
EMPLEANDO EL FILTRADO CRUDO DE Phytophthora infestans (MONT) DE BARY

SELECCION IN VITRO OF POTATO CALLUS (Solanum tuberosum) VAR. DIACOL CAPIRO USING
CULTURE FILTRATE OF Phytophthara infestans ( MONT) DE BARY

Aura L Urrea', Novisel Veitfa?, Idalmis Bermidez?

Resumen

Se evalud el efecto det filtrado crudo del hongo Phytophthora infestans, agente causal del tizén tardio de 1a papa. y la
respuesta de resistencia en callos en dos variedades de papa: Diacol Capiro (susceptible) y Diacol Monserrate (con
resistencia de campo). También se estandarizaron en estas dos variedades los procesos dz induccion, multiplicacién de
callos y regeneracién de vitroplantas a partir de los mismos.

Con la combinacién hormonal 24D (1 mg/1) ¥y BAP (2 mg/l) se obtuvo la mejor respuesta para indueir la formacién de
callos a partir de hojas jévenes en los dos genotipos. Laadicién de tiosulfato de plata (1.0 mg/l) y 4cido citrico (50 mp/1)
fue muy importante para la multiplicacidn de los callos de 1a variedad Diacol Capiro, tanto para incrementar el crecimiento
cotno para evitar la muerte del tejido. El porcentaje de regeneracion de plantas a partir de tos callos fue superior en Diacol
Monserrate. Sin embargo, ambas variedades mostraron buena capacidad regenerativa de los callos hasta los cuatro
subeultivos evaluados.

Ladiluci6n dei filirado crudo {concentrade veinte veces en rotoevaporador) que permitid la diferenciacidn de las variedades
por la respuesta de resistencia a nivel de callos fue una parte del filtrado y cineo de medio de cultivo (1:5).

Con este trabajo se propone un esquema de seleccién in vitro a partir de callos para ser usado en programas de mejoramiento
para la resistencia a Phyiophthora infestans.
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Abstact

The effect of the culture filtrate of Phyiophthora infestans fungus, which is the causal agent of potato late bligth, and the
resistance response at the callus level of two potatoes varieties, Diacol Capiro (susceptible) and Diacol Monserrate (field
resistance), was evaluated.

Whith the hormonal combination 2,4D {1 mgf1) and BAP (2 mg/1) was the best to induce callus formation of young leaves
for the two penotypes. To the callus multiplication the addition of silver thiosulfate (1.0 mg/l) and citric acid (50 mg/1) was
very impertant in Diacol Capiro o increase the growth and to avoid tissue death,

The percent of the regeneration was higher in Diacol Monserrate but bath varieties showed good regenerative capacity in
callus with four subcultures.

The dilation of the culture filtrate {twenty times rotoevapored) that best show the differential response resistance was 1:5.
With this work we are presenting a scheme of in vitro selection to use in breeding programs to Phytophthora infestans
res1stance.

Key words: Phytopthora infestans, late bligth, Selanum tiuberosum, potato, in vitro selection, culture filtrate.

INTRODUCCION
Los avances biotecnoldgicos alcanzados en la pautas en las investigaciones encaminadas a la
liltima década han comenzado a marcar nuevas bisqueda de nuevas variedades, siendo la resis-
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tencia a plagas y enfermedades el objetivo fun-
damental de muchos de los programas de mejo-
ramiento genético que se realizan en la actualidad.

Las técnicas de cultivo de tejidos estian siendo
bastante difundidas para el mejoramiento de plan-
tas y actualmente existen reportes de mutantes
de interés obtenidas por esta via en diferentes
cultivos (Van den Bulk, 1991). Las mayores po-
sibilidades de las técnicas biotecnoldgicas estdn
dadas en la mejora de la resistencia a patégenos
que se pueden cultivar in vitro y que produzcan
toxinas, y que el sistema de regeneracién de las
plantas a partir de diferentes niveles celulares esté
desarrollado. Se han hecho importantes contri-
buciones al conocimiento del modo de accidn de
las toxinas (Daud y Briggs, 1983), la respuesta
de resistencia y los cambios fisiolégicos que ocu-
rren en las células de plantas infectadas por hon-
gos y bacterias patégenas (Miller, 1985, citado
por Gomez, 1998).

Para P. infestans se han estudiado las propieda-
des de las toxinas y el filtrado producido en me-
dio liquido y sus efectos sobre tubérculos y hojas,
asi como en callos, células, protoplastos y mi-
crosporas (Dieter, 1986, Wenzel er al., 1987,
Mollers et af., 1992, Maximova et.al., 1996).

Es muy impontante conocer si en una variedad de
planta determinada, a diferentes niveles de orga-
nizacidn celular, la respuesta a las toxinas o a los
metabolitos producidos por el patégeno in vitro se
correlaciona con la reaccidn ante la enfermedad
de la planta hospedera, para poder establecer pro-
tocolos de seleccién bajo condiciones in vitro.

En este trabajo se reporta la respuesta diferencial
de resistencia en callos en dos variedades de papa
cuando se exponen al filtrado crudo de P. infes-
tans. También se describe la regencracién de
plantas a partir de los callos seleccionados.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron con vitroplantas
de dos variedades de papa (Solanum tuberosum
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L.) con diferentes grados de resistencia al ataque
del hongo P. infestans: la variedad Diacot Capiro
altamente susceptible y la variedad Diacel Monse-
mate con resistencia parcial (de campo). El mate-
rial fue donado por el Laboratorio de Crecimiento
y Desarrollo de las Plantas de la Universidad Na-
cional de Colombia, sede Medellin.

Induccién y multiplicacién de callos

Para la formacién de callos se utilizaron como
explantes hojas jévenes de vitroplantas en fase
de multiplicacién con tres o cuatro semanas de
cultivo. Se tomaron las hojas del tercio superior
de la planta, se les elimind la base y se pusieron
con el envés en contacto con el medio de cultivo.
El medio de cultivo basal estaba compuesto por
las sales MS complementadas ¢on mio-inositol
(100 mg/D), tiamima (0.4 mg/l), pantotenato de
calcio (2.0 mg/l), dcido giberélico (0.25 mg/l) y
sacarosa {30 g/1). El pH se ajusté a 5.7 antes de
esterilizar en autoclave y el medio se solidificd
con agar-agar (8 gfl).

A partir de los resultados de ensayos prelimina-
res, en los que la cantidad de callo vario segin la
concentracién de auxina y citoquinina y se obtu-
vo poca formacion de callo cuando se combina-
ron estos dos reguladores de crecimiento a bajas
concentraciones, se evaluaron diferentes concen-
traciones hormonales, suplementando el medio
de cultivo basal en los siguientes tratamientos:
1) 24D (1.0, 3.0, 5.0 y 7.0 mg/l); 2) ANA (1.0, 2.0
mg/l) + 6BAP (1.0, 2.0, 3.0, 40 mg/D); 3) 24D (1.0,
2.0 mg/) + 6BAP (1.0, 2.0 mg/l); 4) 24D (1.0, 2.0,
4.0 mg/l) + kinetina (0.84, 1.7 mg/l); 5) ANA (1.0,
2.0 mg/l) + kinetina (1.0, 2.0, 4.0 mg/).

Se evaluaron treinta explantes por cada combina-
cidn, los cuales se mantuvieron en condictones de
oscuridad y a 26 + 2 °C de temperatura. Después
de veinte dias de cultivo se determiné el porcenta-
je de explantes que formaron callo y se clasifica-
ron de acuerdo con la escala elaborada para este
ensayo como resultado de trabajos similares reali-
zados anteriormente y a la cual se hace referencia
a continuacién: 1) foliolos sanos sin presencia de
callo y emisidn de raices; 2} formacién de poco
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callo tipo brote en la base de la hoja; 3) forma-
cién de callo en los bordes de 1a hoja y emisidn de
raices; 4) formacién de callo en los bordes del ex-
plante y sin raices; 5) abundante callo en bordes y
superficie de la hoja; 6) toda el 4rea foliar cubierta
de callo.

Una vez obtenidos los callos, se estudis el efecto
del tiosulfate de plata (TSP) y el 4cido citrico en
la multiplicaci6n, para lo cual se empleé el me-
dio basal anteriormente descrito suplementado
con 2 mgf/l 6-bencilaminopurina (BAP), 1 mg/l
de 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D), 4cido citrico
(50 mg/l) y 1.0 mg/l de tiosulfato de plata
(AgS,0,) adicionado después de la esterilizacidén
del medio.

La evaluacién del crecimiento durante el proce-
s0 de multiplicacién se realizé a los veinte dias
de cultivo, utilizando la escala propuesta por San-
tana (1982). Se evaluaron 100 callos por trata-
miento,

Obtencién de los metabolitos téxicos
de P. infestans

El aislamiento del hongo correspondiente a la raza
de complejidad 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 11 donado
por el INISAY, fue mantenido en el medio de cul-
tivo V-8 (Jang and Tainter, 1991). El filtrado cru-
do fue obtenido por el cultivo de dos discos de
micelio de 1 cm? inoculados en erlenmeyer de
1.000 ml, con 400 ml de medio liguido formado
por las sales MS, tiamina 1.0 mg/l, glutamina
400 mg/l, asparagina 400 mg/l y sacarosa 20 g/l
bajo condiciones de oscuridad constante y 20 °C
de temperatura.

Después de veinte dias de incubacién se colecté
el micelio formado usando una malla fina. El
medio derivado se pasé a través de papel What-
man # 4 para eliminar los restos de micelio. El
filirado se concentr$ veinte veces por rotoevapo-
racién al vacio a 40 °C. La conservacién se reali-
z6 a —20 °C en una ultracongeladora Koska
modelo UCV-40560.
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Regeneracion de plantas

Callos con uno, dos, tres y cuatro subcultivos de
multiplicacién, fueron transferidos al medic de
regeneracién utilizado por Veitia et al. (1999). El
mismo estaba compuesto por las sales MS, vita-
minas Heinz, AIA (0.1 mg/l), my-inositol (100
mg/t), AG, (0.5 mg/l), zeatina (2.0 mg/l) y saca-
rosa 20 g/l.

Los callos se mantuvieron bajo condiciones de
luz 100 pE/m? s'y un fotoperiodo de dieciséis
horas luz y una temperatura de 23 x 2 °C. Para
cada tratamiento (mimero de subcultivo) y varie-
dad, se emplearon veinte callos, en los que se
determiné el porcentaje de estos que regenera-
ron a los 80 dias de cultivo y el niimero de vitro-
plantas por callo.

Diferenciacién varietal de la resistencia
a partir de callos

Se estudid el efecto de diferentes diluciones del
filtrado de P. infestans sobre callos de papa de
las variedades en estudio. Las diluciones se pre-
pararon con ¢l filtrado crudo y el medio de for-
macién de calio de cada variedad. En la tabla 1
se especifican las diluciones en cada tratamiento.

Tabla 1. Diluciones empleadas para los estudios a nivel
de callo

Tratamiento| Partes de cultivo filirado|Partes de agua

1 1 1.2

2 i 1.6

3 1 1.8

4 1 3

5 i 4

6 1 5

7 Medio de multiplicacién de callos

Se emplearon 40 callos de un tamafio aproxima-
do de 5 mm por cada tratamiento, poniendo cua-
tro callos por placa de Petri (7 cm). La evaluacién
del crecimiento de los callos en el medio selecti-
vo se realizd a los veinte dias de cultivo y el por-
centaje de mortalidad de los mismos se determiné
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de forma visual, comparando con los cailos sub-
cultivados en un medio sin el medio derivado del
hongo y apoyados en la escala de grados pro-
puesta por Santana (1982).

Anilisis estadistico

En los experimentos de formacién, multiplicacién
de callos y regeneracién de plantas se realizé un
andlisis de clasificacién simple y se analizé la aso-
ciacién entre categorias de una variable y otra
mediante una tabla de contingencia, utilizando la
prueba de Chi-cuadrado. En este caso se empled
el paguete estadistico Stat-Xact-4. Para analizar
la respuesta de los callos ante el filtrado del hon-
oo el procesamiento estadfstico consistié en un
analisis de clasificacion simple, y para determi-
nar grupos homogéneos y significativamente di-
ferentes se realiz6 una prueba de rangos muiltiples
de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION
Induccién y multiplicaciéon de callos

En este experimento se logré la formacién de
callos en ambas variedades con los diferentes tra-
tamientos evaluados, excepto cuando se usé 2,4D
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como unica hormona. En las diferentes relacio-
nes hormonales estudiadas para la formacién de
los callos, se observd que la kinetina no logrd
romper el balance hormonal interno en estas va-
riedades cuando se combind con las auxinas ANA
y 2,4D, ya que aunque se logré inducir callos,
también se desarrollaron rafces (grado 3 en la
escala), las cuales se incrementaban con ¢l au-
mento en relacién auxina /citoquinina (figura 1).
El BAP, por el contrario, a una concentracién
igual a {mg/] combinado con las diferentes con-
centraciones de auxinas, indujo la formacién de
caltos sin la presencia de raices.

Los porcentajes més elevados de explanties que
formaron callos en los grados 5 y 6 de la escala
se alcanzaron con la combinacién de 1.0 mg/l de
2,4D y 2.0 mg/l de 6-BAP para ambas varieda-
des (tablas 2 y 3); no obstante, el tipo de callo
formado fue muy caracteristico para cada una de
ellas. La variedad Diacol Capiro formé un callo
compacto de color blanco-amarillo, mientras que
los callos de Diacol Monserrate se caracterizaron
por sus estructuras nodulosas parecidas a masas
proembriogénicas cuando se observaron al mi-
croscopio estereoscopio.

Variedod 4

COMBINACION

I. Kinstina (1.0)+ ANA{1.0}
2. Kinetina (2.0) + ANA (LLO)
3. Kineting {400)+ ANA (1.0}

Voriadad 2

4. Kinsting (LOY+ANA[ZO)
5. Kinefina (2.0) +ANA (2.0}
6. Kinetina (4.0)+ ANA(2.0)

Figura 1. Porcentajes de formacién de callo en cada uno de los grados de laescalade evaluacidn
para las diferentes combinaciones de kinetina y ANA
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Tabla 2. Porcentaje de explantes gue formaron callo en la
variedad Diacol Capiro, en los grados 4, 5 y 6 de laescalay en
funcion del tratamiento

"Tratamientos Grados de la escala
(mg/l} 4. 5 6
6-BAP(L.0) + 24D{(1.0) | 100% 0.00 0.00
6-BAP(1.0} + 2,4D(2.0) | 66.87% 13.33% 0.00
6-BAP(2.0) + 2,4D{1.0% 0.00 23.33% 70.67%
6-BAP(2.0) + 2,4D(2.0) | 26.67% | 73.33% 0.00

Chi-cuadrado: 101.42 (p < 0.0000)
Coeficiente de contingencia; 0.7061
Cramer's V: 0.7051

Tabla 3, Porcentaje de explantes que formaron callo enla variedad
Diacol Monserrate, en los grados 4, 5 y 6 de la escala y en
funcidn del tratamiento

Tratamieotos Grados de la escala
(mg/l) 4 5 3
6-BAP(L.0) + 24D2.0) | 70.00% 30.00% 0.00
6-BAP(2.0) + 2.4D(1.0) 0.00 73.33% | 26.67%
6-BAP(2.0) + 24D(2.0) Q.00 10.00% 0.00

Chi-cuadrado: 52.35 (p < 0.0000)
Coeficiente de contingencia: 0.6503
Cramer's V: 0.6053

Como plantean Martel y De Garcia {(1992), para
la induccidn de callos en los explantes se requie-
re una auxina y la mis frecuentemente utilizada
es ¢l 2,4D a diferentes concentraciones, segin el
genotipo; sin embargo, en muchos casos se hace
necesario la combinacién con una citocinina para
romper ¢l balance hormonal endégeno y estimu-
lar mayor formacién de callo como ocurrié en
este estudio. Los discos de hoja de los cultivares
Diacol Capire y Diacol Monserrate responden a
este patrén de crecimiento.

Estos resultados también coinciden con los des-
critos en trabajos realizados con otras variedades
de papa sobre la formacidn de diferentes tipos de
callo (Freire, 1993; De Garcia y Martinez, 1995;
Veitfa er al., 1999). En la papa la habilidad del
tejido para formar callo y el subsiguiente creci-
miento dependen en gran medida de la variedad
(Dostal y Skladal, 1982, Wenlzer et al., 1989).
_ La morfogénesis in vitro estd probablemente mds
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mfluenciada por el genotipo que por cualquier otro
factor. Por tanto, el medio y las condiciones del
cultivo necesitan ser variadas frecuentemente de
un género a otro © de una especie de planta a otra,
e incluso variedades de plantas muy préximas
pueden diferir en sus requerimientos de cultivo
(George y Shemrington, 1984; Veitia er al., 1999).

Multiplicacién de los callos

Al estudiar en este experimento el efecto del tio-
sulfato de plata y del 4cido citrico, se encontré que
este dltimo compuesto no tuvo efecto positivo so-
bre el proceso de multiplicacién de los callos en
las dos variedades de papa estudiadas ya que los
valores alcanzados en la escala evaluada fueron
similares a los del testigo {(medio de induccidn).
La tabla 4 muestra el niimero de callos de cada
variedad en cada uno de los grados de la escala
utilizada para la evaluacidn en los diferentes trata-
mientos. Se determiné que Diacol Capiro requiere
la adicion de tiosulfato de plata para multiplicar
por encima del 50% la masa de callo inicialmente
formada, contrario a lo que ocurrié en Diacol
Monserrate, en el que la adicién de TSP inhibié la
multiplicacién del callo. En esta variedad el uso
del medio de induccién (tratamiento A) mostré una
mejor respuesta a la multiplicacién.

Respecto del uso del tiosulfato de plata, resulta-
dos similares fueron reportados por De Block
(1988), quien sefiala el efecto esencial de 1a adi-
cién de Ag* sobre la formacién de callos en ho-
jas de la variedad Russet Burbank, mientras que
en otros cultivares presentaron una reaccién
menos pronunciada, incluso daifiina. En ausen-
cia de Ag* se formaba un callo amarillo oscuro
no regenerable.

Autores como Mollers er al. (1991), Hulme et al.
{1992) y Rodriguez er af. (2000}, han recomen-
dado ¢l uso del Ag* para variedades de papa en
las cuales el exceso de etileno en el cultivo de
tejidos es un problema, lo que se caracteriza por
la formacidn de un callo amarillo-necrético difi-
cil de regenerar brotes, como ocurrié con Capi-
ro. En papa se ha usado Ag* para inhibir su accidn,
adiciondndolo al medio de cultivo como AgNO,
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Tabla 4. Efecto del 4cido citrico y del tiosulfato de plata en la
multiplicacién de los callos de las variedades Diacol Capiro y
Diacol Monserrate, a los veinie dfas de culiivo

Driacol Capiro Diaccl Monserrate

Escala Tratamientos Tratamientos

A B C A B C
0 75 7 1 7 7 68
1 19 44 5 13 24
2 6 49 21 20 13 8
3 0 0 54 44 35 L))
4 0 0 19 21 32 0

Chi-cuadrado: 340,17 (p < 0.0000)
Coeficiente de contingencia: 0.729
Cramer’s ¥: 0.753

Chi-cuadrado: 175.97 (p < 0.0000)
Coeficiente de contingencia: 0.608
Cramer's V: 0,541

Tratamientos

A. Sales MS +2,4D + 6 BAP

B. Sales MS + 2,4D + 6 BAP + dcido citrico (50 mg/1)
C. Sales MS + 2,4D + 6 BAP + TSP {1 mgfl)

o como AgS,0, (TSP), tanto en los procesos de
regeneracién de plantas a partir de callos y proto-
plastos como durante de la micropropagacion.

Se ha comprobado que el ion Ag* bloguea la ac-
cidn del etileno por ligamiento a sus receptores,
y por tanto su efecto puede ser alterado mediante
la inhibicion de su accién o por su eliminacién
con absorbentes (Economou, 1991).

Regeneracion de plantas

Se logro regenerar plantas a partir de los callos
formados en ambas variedades; sin embargo, los
dos genotipos evaluados se obtuvieron porcen-
tajes de regeneracion diferentes. La vartedad Dia-
col Capiro presentd porcentajes mayores de 50
en los diferentes subcultivos que fueron menores
que los porcentajes de regeneracién encontrados
en la variedad Diacol Monserrate {tabla 5). No
obstante, como puede observarse que en las dos
variedades y a través de los diferentes subculti-
vos de multiplicacion, no se preseataron diferen-
cias significativas en los porcentajes de
regeneracién, lo que significa que el potencial de
regeneracién se mantuvo hasta el cuarto subcul-

10
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tivo, presentando la variedad Diacol Monserrate
los valores mas estables.

Tabla 5. Porcentzjes de callos mayores y menores del 50% que
regeneraron vitroplantas en las variedades de Diacol Capiro y
Diacol Monserrate durante cuatro subcultivos

Subcultivos Diacol Capiro Diacol Monserrate
S50% | +50% -50% +50%
| 20 80 10 20
2 35 65 5 93
3 0 70 2 9%
4 26.32 | 73.68 5 95

Chi-cuadrado 1.19 (p < 0.7533)
Coeficiente de contingencia: 0.729
Cramer’sV:0.1218  Cramer’s V. 0.
Chi-cuadrado 0.72 {p < 0.8683)
Coeficiente de contingencia: 0.0945

En cuanto al nimero de vitroplantas regeneradas
por callo, no se encontrd interaccidn con el sub-
cultivo. La diferencia se establecid entre las varie-
dades: 1a Diacol Capiro presenté valor medio de
11.29 vitroplantas por callo, significativamente
diferente del valor encontrado para la variedad Dia-
col Monserrate de 13.84 vitroplantas por callo.

Las diferencias en 1a capacidad y modo de rege-
neracién entre las variedades, como lo sugieren
Park ef al. (1995), pueden ser explicadas con base
en los niveles enddgenos de fitochormonas. Ade-
mds, la capacidad para formar brotes depende del
tipo de callo originado, pues un callo tipo em-
briogénico tiene ventajas sobre uno no embrio-
génico.

Los sistemas de regeneracidén en papa que utili-
zan tejido foliar como matenal inicial, en la ma-
yor{a de los casos, siguen el método indirecto,
en el que el callo producido puede ser inducido a
regencrar tallos (Wenzler et al., 1989, Jia et af.,
1993; Freire, 1993) o usado para establecer cul-
tivos de células en suspensidn para posterior re-
generacion de plamas (Lillo, 1989; Carrasco ef
al., 1994). También se ha descrito la regenera-
¢i6én directa de brotes a partir de hojas {Dale,
1995; Rodriguez et al., 2000). La iniciacién de
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los brotes en los callos estd relacionada ademés
con la produccién de clorofila (Jarret er al., 1980).
Wenzler et al. (1989) describen un callo regeneran-
te como compacto, saludable y amarillo-verde.

Diferenciacién varietal de la resistencia
a partir de callos

Los resultados mostraron que a este nivel de or-
ganizacién celular la diferenciacién de los geno-
tipos se logré comparando tratamientos y
variedades entre si. Se encontré que en las dilu-
ciones del filtrado crudo del hongo 1:1.2, 1:1.6 y
1:1.8, la respuesta de los callos en cuanto a la
diferenciacién fue significativa con respecto a las
diluciones 1:3, 1:4 y 1:5 (figura 2). Los porcen-
tajes de supervivencia obtenidos en los callos so-
metidos a presién de seleccién fueron
significativamente diferentes a los controles, es-
pecificamente para Diacol Capiro, aun utilizan-
do la dilucién 1:5. A esta concentracién se
presentd la mayor diferencia de los callos que so-
brevivieron entre la variedad susceptible (18%)
y la variedad resistente (73%) (tabla 6). Diacol
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Monserrate mostré valores similares entre los
explantes experimentales y los controles, permi-
tiendo diferenciar la variedad susceptible de la
resistente.

Tabla &. Porcentajes de supervivencia de los callos de las
variedades Diacol Capiro y Diacol Monserrate ante diferentes
diluciones del cultive filtrade del hongo

Dilucién Variedades de papa
Diacol Caplre Diacol Monserrate

1:1.8 4¢ 5e

1:3 10¢ 26d

1:4 11be 50c

1:5 18b 73b
Testigo 9a 93a

EE: +2.02 +2.16

Valores con letras no comunes en la misma columna difieran
para p < 0.005 por la prueba de Duncan

En todos los tratamientos los callos de la varie-
dad susceptible no crecieron sobre el medio que
contenia ¢l filtrado del hongo, se oscurecieron y

2. Dilucian 1:1.4 (/4% vv
3.Dilucion I: 1,8 (16%e) vy

4, Dilucidn 1; 3 {(20%) vy

S, Dilucién 13 4 (25%) viv

6. Dilucidn 1:5 (30%)viv
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Figura 2. Comportamienta de los callos de papa ante diferentes diluciones del

filtrade crudo del hongo P infestans
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muneron después de tres semanas de cultivo. Las
porciones de callos que sobrevivieron fue posi-
ble recuperarlos sobre un medio de regeneracién
sin el cultivo filtrado. Aunque el porcentaje de
callos que sobrevivieron en la dilucidn 1:5 fue
18% en la variedad susceptible, valor superior al
compararlo con porcentajes mis confiables de
hasta 10%, segiin lo recomendado por Gdmez
(1996), esta dilucién permitié la mejor diferen-
ciacion entre las variedades. Por tanto, la dilu-
cién 1:5 influye significativamente en la
supervivencia de los callos de la variedad Diacol
Capiro, haciendo posible la seleccidn en esta fase
del desarrollo celular.

La mayoria de los trabajos de seleccién con las
toxinas de F. infestans ha sido realizada en te-
jido 1indiferenciado, principalmente en callos
(Behnke, 197%; Dieter, 1986) y protoplastos
(Wenzel, 1990). Sin embargo, en algunos casos
la respuesta in vifre no se correspondidé con la
respuesta de las plantas en el campo (Mollers et
al., 1992), lo que acentda la importancia de los
estudios de diferenciacion varietal in vitro para
comprobar la expresion de los genes de resis-
tencia a diferentes niveles de organizacién ce-
lular. La expresién en vitroplantas también ha
sido descrita (Urrea et al., 1999).

En general, para la seleccion de los callos se re-
comienda realizar varios subcultivos en el medio
selectivo, pero teniendo en cuenta las caracteris-
ticas del callo (ya que dada la susceptibilidad de
algunos en dependencia de la variedad), se de-
ben realizar subcultivos intercalados sin agente
selectivo en el proceso de seleccion. El callo de
Diacol Capiro es compacto y de crecimiento poco

REFERENCIAS

Carrascc A, Ruiz de Galarreta JI, Ritter E, 1994, Aislamiento,
cultivo y regeneracidn de plantas a partir de protoplastos
en Selanum ruberosum L. y Solanum phurefa.
Investigacién agraria: produccién y prateccitn de
vegetales 9(3):.347-357.

De Block M. 1988. Genotype independent leaf disc transformation
of potato (Solanum tuberosum) using Agrobacterium
tumefacens. Theorer Appl Gen 76:767-774.

12

Umrea Al et al.

voluminoso, lo que hace posible una mayor ex-
posicidén de la superficie callosa con ei medio
selectivo, mostrando alta susceptibilidad al filtra-
do crudo del hongo.

Se ha logrado regenerar plantas de papa y tomate
a partir de callos, que fueron resistentes al culti-
vo filtrado de P. infestons. Wenzel er al. (1987)
regeneraron plantas a partir de protoplastos de
papa en presencia de concentraciones selectivas
del extracto de Fusarium sulphureum. Después
de la regeneracidn, muchos protoclones no se
vieron muy afectados por la toxina en el test de
callos o de hojas, al compararlos con los proto-
clones regenerados sin presion de seleccién.

Pricticamente todos los hongos fitopatdgenos tie-
nen un grupo de metabolitos que actdan directa-
mente sobre el plasmalema celular. La diferencia
fundamental en la capacidad de respuesta al hon-
go, tanto en variedades resistentes como suscep-
tibles, se presenta en el tiempo requerido para la
sintesis de compuestos inhibitorios al hongo como
callosa, lignina, fencles, fitoalexinas, glicoalca-
loides, proteinas del patdgeno relacionadas e in-
hibidores de proteinas (Protsenko, 1993 y 1995).

En el presente trabajo los metabolitos fitotdxicos
liberados en el filtrado crudo de P. infestans per-
mitieron la expresidn diferencial de la resistencia
a nivel de callos y se logré la regeneracién de
vitroplantas a partir de éstos, lo que hace posible
el empleo de esta metodologia de seleccidn in
vitro en programas de mejoramiento a este pato-
geno de tan relevante importancia econémica en
el mundo.

De Garcia E, Martinez 8. 1995. Samatic embryogenesis in
Solanum tuberosum L. cv Desiree from steam nodal
sections. J Plant Physiol 45:526-530,

Dieter R. 1986. Metodologia de seleglio in vitro para résistencia
a factores causadores de estresse. Int Congr Plant Tissue
Cell-Cult 6 Meer 376:45-47. :

Dostal J, Skladal V. 1982. The biotest for determining the respanse
growih regulating substances as diffusing in the agar culture
medium. Ann Res Inst Crop Prod 22:182-194.



Urrea Al et al.

Economou AS, 1991, Ethylene and shoot formation in vitro. Acta
Horticuir 300:35-43.

Frelre M. 1993, Desarrollo de 1a embriopénesis somdtica y 1a
organogénesis en el cultivo de 1a papa (Solarum ruberosum
L. var. Desiree}. Trabajo de diploma. Curse 92-93, 45 p.

George EF, Sherrington PI. 1984. Plani propagation by tissue
culture. Eversly, England: Eastern Press, 709 p.

Goémez KR. 1998, Seleccidn in vitro a enfermedades. En: Pérez
IN (ed.). Propagacidn y mejora genética de plantas por
biotecnologia. Cuba, Edic. GEO, pp. 327-354.

Hulme JS, Higgins ES, Shields R, 1992. An efficient genotype-
independent method for regeneration of potato plants from
leaf tissue, Plani Ceil Tiss Organ Culture 31:161-167,

Jang JC, Tainter FH. 1991, Optimum tissue culture condicions
for selection of resistence to Phytophthora cinnamomi in
pine callus tissue. Plani Cell Reports 9:488-491,

Jarret RL, Hasegawa FM, Erickson HT. 1980, Factors affecting
shoot initiation from tuber dics of potato (Solenum
tuberosum L.). Physiof Plant 47-177-184.

Jia SR, Xie Y, Tang LX, Cao DS, Zhae YL, Youan J, Bay YY, Jian
ChX, Jaynes JM, Dodds JD. 1993. Genetics engineering
of chinese potato cultivars by introducing antibacterial
polypeptide gene. En: You CB, Chen and Ding (eds.).
Biotechnology in Agriculture. Amsterdam: Klower
Academic Publishers, p. 208-212.

Lille C. 1989 Effects of media components and enviromentat
factors on shoot formation from praotoplast-derived calli
of Solanum tuberosum. Plant Cell Tisy Organ Culture
19:103-111.

Martel A, De Garcia E. 1992, Formacién in virro de brotes
adventicios en discos de tubérculo de papa (Sofanum
tuberosum L. cv. Sebago). Int f Exper Bot 53(1):57-64.

Maximova NI, Matzkyavichune EY, Guzhova NV, Merzlyak
MN, Gusev MN. 1996. Interactions between Phytophihora
infestans and potato cells during their growth in mixed
suspension culture, Russian J Piant Physiol 43(2):285.290.

Mollers C, Zhang JS, Wenzel G. 1991. The influence of silver
thiosuifate on potato protoplast cultures. Plant Breeding
108(1):12-18.

Actual Biol 23 (74): 5-13, 2001

Mollers C, Zitzlsperger J, Wenzel G. 1552, The effects of a
toxin preparation form Phytophuhora infestans on potato
protoplasts and microsporas. Physiol Mol Plant Pathol
41:427-435,

Park YD, Ronis DH, Boe AA, Cheng ZM. 1995, Plant regeneration
from leaf tissue of fonr North Dakota genotypes of potato
(Solanm tuberosum L.}, Am Poraio J 72:329-335.

Protsenke MA, Ladyzhenskaya EP, Korableva NP, Voiitovich
OI, Vassilieva V. 1994, The late blight fungus Phytephthora
infestans interferes with the growth regulating system the
potato cell. Acta Phyropathol Entomol Hungarica 29(1-
2):15-22,

Protsenko MA. 1995, Malecular mechanisms of recognition at
the Phytophtora infestans potato cell membrane interface.
Biochemisiry 60(1):39.43.

Rodrfguez E, Trujille C, Orduz S, Jaramillo S, Hoyos R, Arango
R. 2000. Estandarizacién de un media de cultivo adecuado
para la regeneracicn de tallos a partir de hojas, otilizando
dos variedades colombianas de papa (Solanum ruberosum
L.). (En imprenta).

Santana N, 1982, Determinacién de un medio adecuado para ta
obtencién de callos en variedades de cafia de azicar

- (Saccharum sp. hibrido) in vitro. Cultivos Tropicales, vol.
4, No. 3.

Van den Bulk R. 1991, Application of cell and tissue culture and
in vitro selection for disease resistance breeding. Euphyrica
56: 269-285.

Veitia N, Urrea AL, Gémez R. 1959. Desarrollo de diferentes
medios de cultivo para la formacidn de callos de papa. Rev
Centro Agricola IIL/99.

Wenzel &, Debnath SC, Schumann R, Foroughiwehr B. 1987,
Combined applications of classical and unconventional
techniques in breeding for desease resistant potatoes. En:
Jelling GJ and Richardson DE (eds.). The production of
new potato varieties: technologycal advances. Cambridge
University Press. p. 305,

Wenzler H, Mignery G, May G, Park W. 1989. A rapid and
efficient ransformation method for the presiuction of Yarge
number of trasgenic potato plants. Plant Sci 63:79-85.

13



