Articulo Cientifico

— /é Rev. Fitotec. Mex. Vol. 45 (3): 323-332, 2022

SINTOMAS FOLIARES, BIOMASA Y CALIDAD DE TUBERCULO DE GENOTIPOS
DE PAPA INOCULADOS CON Candidatus Liberibacter solanacearum

LEAF SYMPTOMS, BIOMASS AND TUBER QUALITY OF POTATO GENOTYPES
INOCULATED WITH Candidatus Liberibacter solanacearum

Yazmin Hidalgo-Gomez', José A. Carrillo-Salazar'+, Reyna |. Rojas-
Martinez?, Antonio Rivera-Pena®y Oscar J. Ayala-Garay*

'Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo (CP-CM), PREGEP-Fisiologia Vegetal, Montecillo, Texcoco, Estado de México, México. 2CP-CM, IFIT-
Fitopatologia, Montecillo, Texcoco, Estado de México, México. *Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental
Valle de Toluca, Metepec, Estado de México, México. “CP-CM, PREGEP-Produccion de Semillas, Montecillo, Texcoco, Estado de México, México.

*Autor de correspondencia (asalazar@colpos.mx)

RESUMEN

Las variedades de papa (Solanum tuberosum L.) producidas en México son
susceptibles a Candidatus Liberibacter solanacearum (CaLso), causante de
la enfermedad conocida como ‘manchado interno de la pulpa’, por lo que se
requiere conocer la respuesta de genotipos experimentales a la bacteria. El
presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la infeccion de los
haplotipos LsoA + LsoB de CaLso en el follaje, la biomasa seca y la calidad de
tubérculo de papa, variedad Fianna, una colecta de Solanum demissum y los
clones experimentales T90-1-63 y T05-13-21 de Solanum spp. El manchado
interno de la pulpa del tubérculo se determiné mediante analisis de imagenes
de tubérculos. Las plantas de Fianna mostraron la mayor severidad de dafio
foliar; en cambio, los clones experimentales presentaron 17 % menos daiio
foliar que Fianna y 8 % mas dano foliar que S. demissum. Este tltimo fue
el genotipo con la mayor biomasa seca de hoja y produjo tubérculos de un
tamano pequefio; las plantas infectadas de S. demissum presentaron mayor
ntmero de tubérculos y mayor rendimiento de tubérculo fresco que las plantas
sin inoculacion, aunque tuvieron la menor proporcion de superficie sana del
tubérculo. El clon T90-1-63 presentd los porcentajes mas altos de superficie
sana de tubérculo (> 79 %) y las menores intensidades del manchado interno
de la pulpa del tubérculo.

Palabras clave: Solanum tuberosum L., andlisis de imagenes,
intensidad del manchado, rendimiento de tubérculo, zebra chip.

SUMMARY

Potato varieties (Solanum tuberosum L.) produced in Mexico are sensitive
to Candidatus Liberibacter solanacearum (Calso), which produces the
disease known as 'Zebra chip’; thus, it is necessary to know the response
of experimental genotypes to the bacterium. The aim of this study was to
evaluate the effect of the infection of the LsoA + LsoB CaLso haplotypes
on foliage, dry biomass and tuber quality of potato cv Fianna, an accession
of Solanum demissum and experimental clones T90-1-63 and T05-13-21
of Solanum spp. Internal browning of tuber pulp was determined by tuber
image analysis. Fianna plants showed the highest severity of leaf damage,
while the experimental clones presented 17 % less leaf damage than Fianna
and 8 % more leaf damage than S. demissum. The latter was the genotype
with the highest dry leaf biomass and produced tubers of a small size; the
infected plants of S. demissum produced a higher number of tubers and
higher tuber fresh weight than non-inoculated plants; however, they had
the lowest proportion of healthy tuber surface. Clone T90-1-63 showed the
highest percentages of healthy tuber surface (> 79 %) and the lowest internal
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browning intensity of the tuber pulp.

Index words: Solanum tuberosum L., browning intensity, image
analysis, tuber yield, zebra chip.

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cuatro
cultivos mds importantes en el mundo (FAQ, 2019).
Los programas de fitomejoramiento se encuentran
condicionados al seleccionar variedades por la alta
interaccion genotipo-ambiente (Tirado et al., 2018), lo que
dificulta generar genotipos con altos rendimientos, calidad
y resistencia a plagas y enfermedades.

El cultivo de papa se encuentra amenazado por la
bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum (Calso),
debido a que todas las variedades comerciales en México
son susceptibles (Herndndez-Deheza et al., 2018); ésta es
una bacteria filamentosa limitada a los tubos cribosos del
floema, asociada con la enfermedad conocida como Zebra
chip (ZC) o manchado de la pulpa del tubérculo (Camacho-
Tapia et al, 2016, Rashed et al, 2015), que ocasiona
sintomas como achaparramiento, formacién de tubérculos
aéreos, clorosis, mayor concentracion de almidén en
la hoja, entrenudos cortos, terminacion de las hojas de
color rosado, amarillamiento parecido al causado por los
psilidos o la punta morada originada por fitoplasmas, entre
tres y cuatro semanas después de la infeccion (Gao et al.,
2016), con reducciones potenciales del rendimiento de 50
a 85 % (Munyaneza et al., 2011). Los tubérculos infestados
exhiben decoloracién en el parénquima de reserva, el cual
es mas evidente al freir o cocinar, como resultado de la
reaccion de Maillard (Maillard, 1912; Vazquez-Carrillo et
al, 2013). Este sintoma en los tubérculos estd asociado
con la acumulacion de compuestos polifendlicos (lignina),
fenolicos, peroxidasas, aminoacidos y azucares libres
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(sacarosa, glucosay fructosa), asi como con la disminucion
en el nivel de almiddn, por lo que esta enfermedad causa
una respuesta hipersensible que conduce a una muerte
celular programada en los tubérculos (Gao et al., 2016;
Miles et al, 2010). La variacion de la incidencia de ZC
incluye al vector (cuatro haplotipos) con diferencias
en tamafo, fecundidad, presencia de endosimbiontes,
comportamiento de alimentacion 'y preferencia del
hospedero, y al patdgeno (siete haplotipos) con tres de
ellos en Norteamérica. Los haplotipos Ay B se asocian con
la infeccion de solanaceas en los Estados Unidos, México
y Centroamérica; los sintomas mas severos, las mayores
tasas de desarrollo de los sintomas y la mayor reduccion
del rendimiento se observan en plantas infectadas con el
haplotipo B (Swisher Grimm et al., 2020).

En el Programa de Papa del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
en Metepec, Estado de México, se mejoran variedades
para adquirir resistencia a enfermedades por hibridacion
con materiales silvestres; el interés es conocer si ademas
presentan resistencia a Cal.so. Los clones experimentales
Real 14 y T05-20-11 de este programa presentaron
los menores porcentajes de manchado del tubérculo
cuando se inocularon con los haplotipos LsoB y LsoAB de
Calso (Hernandez-Deheza et al., 2018), aunque existen
otros materiales experimentales que pudieran presentar
resistencia genética a la bacteria. Rubio-Covarrubias
et al. (2017) detectaron tolerancia a ZC en varias lineas
avanzadas de papa, en comparacion con la variedad
comercial Atlantic, al presentar menores cantidades
de compuestos fendlicos; sin embargo, los genotipos
exhibieron manchado en la fritura de cortes de tubérculo
de papainfectadas con Calso, asociado con el aumento de
azUcares reductores, por lo que las lineas experimentales
podrian ser Utiles sdlo para producir tubérculo para
consumo en fresco. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el dafio foliar, la biomasa seca y la calidad de
tubérculos de diferentes genotipos de papa inoculados
con Calso.

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental y material genético

La investigacion se desarrollé6 durante el verano-
invierno 2019 con plantas de papa cultivadas bajo una
estructura cubierta con malla antiafidos calibre 0.009 mm
en el campo experimental del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo (19° 29’ latitud norte y 98° 53' longitud
oeste, 2260 m de altitud). Se utilizaron como genotipos
el Clon T05-13-21, cuyo tubérculo es de cuticula marréon
rojizo, forma oval alargada y pulpa amarilla, con una altura
de planta de 50 cm, de porte erecto, presenta resistencia
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media a tizén; el Clon T90-1-63 posee resistencia a tizon
tardio, su tubérculo tiene cuticula amarilla, forma oval
alargada y pulpa color amarillo claro; la altura de planta
es de entre 50 y 80 cm, arbolada, de porte semierecto;
Solanum demissum es de porte alto con 60 cm de altura,
flores de color violeta a morado, sus tubérculos son de
color blanco a bronceado, redondos a comprimidos y de
5 cm de didametro, en promedio, mientras que Fianna, el
testigo susceptible, es una variedad altamente tolerante
al estrés ambiental, sus tubérculos son de forma ovalada,
ojos poco profundos, cascara lisa, brillante y de tamafio
grande y uniforme. De T05-13-21 y T90-1-63 se usaron
plantulas producidas in vitro del programa de papa
del INIFAP, Metepec, Estado de México; de Fianna y S.
demissum se usaron tubérculos.

Tratamientos y diseio experimental

Se evaluaron ocho tratamientos, resultado de la
combinacién entre los genotipos utilizados (variedad
comercial Fianna, una colecta de Solanum demissum
y los clones experimentales T05-13-21 y T90-1-63)
y la inoculacién con Calso (con y sin inoculacién). El
experimento se establecio bajo un disefio completamente
al azar con doce repeticiones, con arreglo factorial entre
los niveles de los dos factores de variacion. La unidad
experimental fue una maceta con una planta.

Manejo agronémico

Las plantulas y los tubérculos se plantaron el 02 de
agostode 2019 enbolsas de plasticode 5L, conunamezcla
de turba y agrolita (1:1 v/v) como sustrato. Las plantas
se fertilizaron semanalmente con una mezcla papera
comercial granulada que contiene fosfonitrato, fosfato
diamodico, superfosfato de calcio triple, superfosfato de
calcio simple, cloruro de potasio, triple 16, K-Mg, nitrato
de potasio y microelementos (Martinez et al., 2008); los
primeros 40 d se utilizd una dosis de 2 g/planta y el resto
del ciclo del cultivo se utilizd una dosis de 4 g/planta. El
riego se aplicd para mantener el sustrato a capacidad de
campo; ademas, semanalmente se aplicd Tecto 60 (600
Tiabendazol) para la prevencion y control de tizon tardio.
Se obtuvieron registros de la humedad relativa (HR, %),
temperatura del aire (°C), temperatura maxima (Tmax, °C)
y temperatura minima diaria (Tmin, °C), con un sensor
automatizado (HOBO®, modelo U12-012, Onset Computer
Corporation, Bourne, Miami, EUA), desde el trasplante
hasta la cosecha.

Reproduccion de Bactericera cockerelli y trasmision de
Calso

Para reproducir al vector se establecid una colonia de
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psilidos infectada con la combinacion de los haplotipos
LsoA + LsoB de Candidatus Liberibacter solanacearum
en plantas de chile jalapefo (Capsicum annuum L.
var. Mango). A pesar de que la bacteria se transmite
trasovaricamente, para asegurar que la poblacién de
psilidos se mantuviera infectada de manera rutinaria
se monitord la presencia de la bacteria en los insectos.
Las plantas de chile se mantuvieron dentro de una jaula

entomoldgica a 25 °C y 40 % HR. La deteccion de Calso,

en 10 adultos de B. cockerelli seleccionados al azar, se
realizd mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) con los iniciadores OA2/072c, los cuales
amplifican un fragmento de 1168 pb del gen ribosomal
16S (Rojas-Martinez et al., 2016). Una vez que se confirmé
la presencia de la bacteria con los iniciadores especificos
para la misma, se utilizaron los iniciadores Lso SRR
(LSO-SSR-1F/LS0O-SSR-1R), disefiados por Nelson et al.
(2011), para detectar diferencias genéticas de la bacteria y
discriminar los haplotipos.

Después de 40 d de la plantacion (ddp), se cubrio la
quinta hoja de cada planta de papa a inocular con una
bolsa de 25 x 25 cm de malla antiafidos calibre 0.009
mm, desde el foliolo terminal hasta el segundo par de
foliolos laterales. En cada bolsa se introdujeron 10 adultos
de B. cockerelli infectados con Cal.so de la colonia de
reproduccion del psilido, y se dejaron en el lugar durante
5 d. Los psilidos de la papa tipicamente tienen mas de
80 % de éxito para inocular Calso, y cuando las plantas
se exponen a varios individuos se alcanza 100 % en 48 h
(Rashed et al., 2013). Posteriormente, para eliminarlos, se
aplicd Actara® (thiametoxam) en una concentracion de 4 g
en 15 L de agua.

Variables respuesta

Se hizo un muestreo destructivo 83 dias después de la
inoculaciéon (ddi) de seis plantas por tratamiento. Cada
planta colectada se separd en sus érganos para obtener
la biomasa seca de hoja (PSH, g/planta), tallo (PST, g/
planta), raiz (PSR, g/planta), tubérculo (PSTb, g/planta) y
la biomasa total (BT, g/planta); el secado se hizo en una

estufa de aire forzado (Marca Riossa, modelo HCF-82D,

Monterrey, México) a 75 °C durante 72 h, o hasta alcanzar
peso constante.

Antes de secar los tubérculos, se cuantificd el peso de
la biomasa fresca de los tubérculos producidos por planta

(g/planta), con una balanza analitica (Modelo PT600,

Sartorious®, Goettingen, Alemania); se contd el nimero
de tubérculos por planta (NTP) y se midi¢ el didmetro

ecuatorial de los tubérculos (mm) con un vernier digital.
Los tubérculos se clasificaron en las siguientes categorias,

de acuerdo con el didmetro central (Hernandez-Deheza et
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al.,, 2018): 1) grande (mayor de 56 mm), 2) primera calidad
(mayor de 45 y hasta 56 mm), 3) segunda calidad (mayor
de 35y hasta 45 mm), 4) tercera calidad (mayor de 28 y
hasta 35 mm) y 5) cuarta calidad o residuos (menor o igual
a 28 mm).

Semanalmente se evalud la severidad de los sintomas en
el follaje de las plantas, desde la segunda semana después
de la inoculacion hasta la cosecha. Se uso la escala de 1
a 5 descrita por Herndndez-Deheza et al. (2018), donde:
1 planta asintomatica (0 %), 2 enrollado de las hojas
y coloracién amarillenta de la planta (25 %), 3 retraso
del crecimiento, laminacién de las hojas y coloracion
amarillenta de la planta (50 %), 4 presencia de tubérculos
aéreos, doblado de la planta, retraso en el crecimiento vy,
ocasionalmente, hojas de color purpura (75 %), y 5 muerte
de la planta (100 %).

Para evaluar el dafio en el tubérculo mediante una
escala, se siguié la metodologia descrita por Hernandez-
Deheza et al. (2020). Después de la cosecha se tomaron
cinco tubérculos por tratamiento; cada uno se cortd por
la mitad y de cada mitad se considerd una rebanada de
2 mm de grosor, para obtener 10 rebanadas de tubérculo
por tratamiento. Las rodajas se frieron en aceite de soya
durante 5 min a 180 °C en una freidora eléctrica (Modelo
35033, Hamilton Beach® Glen Allen, Virginia, EUA). En
total se frieron 80 rebanadas de tubérculo. Se tomaron
imagenes digitales de las rebanadas en el plano horizontal
en una caja de 0.073 m®, forrada de tela negra con un
fondo verde, a 200 dpi, bajo luz blanca constante, sin flash,
balance de blanco fluorescente, velocidad de obturacion
de 1/120 s, y en el formato JPG con una camara modelo
ZTE Blade V10.

Los valores de los canales del espacio de color RGB
(por sus siglas en inglés: red, green y blue) se obtuvieron
a partir de 20 muestras de area de 20 x 20 pixeles de las
imagenes digitales, considerando todos los genotipos,
correspondientes a tres clases determinadas visualmente:
fondo de la imagen, area sana y drea con manchado u
obscurecimiento de la pulpa del tubérculo. Para esto
se desarrollé un programa escrito en Visual Basic de
Microsoft®, con el que se obtuvo una base de datos de
1117 registros entrada-salida una vez que los registros
duplicados se eliminaron. Un clasificador de pixeles se
entrené con el sistema Al Trilogy Neuroshell Classifier®
(Ward Systems Group, Frederick, Maryland, EUA) con la
estrategia supervisada de entrenamiento tipo neuronal,
basada en el algoritmo de correlacién en cascada
propuesto por Fahlman y Lebiere (1990). El clasificador
tuvo tres variables de entrada (cada uno de los canales
del espacio de color RGB) y tres posibles variables de
salida o categorias (pixel de drea sana y pixel de area con
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manchado). El escenario de entrada se repitié 10 veces,
usando aleatoriamente 90 % de particiones de los datos
para el entrenamiento y 10 % para la prueba. La capacidad
predictiva del clasificador se evalud con la precision global,
que es el nimero de pixeles clasificados correctamente en
cada clase dividido entre el numero total de pixeles en el
juego de prueba; la sensibilidad, que se refiere al nimero
de positivos verdaderos divido por la suma de positivos
verdaderos mas falsos negativos, y la especificidad,
definida como el nimero de negativos verdaderos dividido
por la suma de negativos verdaderos mas positivos falsos.
Una vez que se obtuvo el clasificador, se identificaron los
pixeles correspondientes a cada categoria en cada rodaja
de tubérculo y se calculd el porcentaje de superficie sana
y el porcentaje de superficie con manchado, con base en
el area total de la rodaja, en 10 rodajas por tratamiento.
Las imagenes se procesaron previamente con un filtro
de mediana de 3 x 3; después, los pixeles clasificados en
superficie con manchado se reclasificaron de acuerdo
con la severidad de la reaccion o intensidad de dafo, de
acuerdo con la metodologia descrita por Hernandez-
Deheza et al. (2020) para obtener ocho categorias o
niveles de intensidad de dafio, donde 1 es superficie sana
y 8 es la categoria con el maximo nivel de oscurecimiento.
Finalmente, se identificaron los pixeles correspondientes
a cada clase y se calculd el porcentaje de superficie de
manchado para cada clase.

Analisis estadistico

Se aplicaron las pruebas de homogeneidad de varianza 'y
de normalidad a cada variable respuesta con el programa
SAS version 8.1 (SAS Institute, 1999). Con el programa
estadistico R se realizaron los analisis de varianza y las
pruebas de medias de Tukey (P =< 0.05) de las variables
respuesta.

RESULTADOS
El factor inoculacion (I) fue altamente significativo (P =<

0.07) en las variables PSTh, PSR y BT, excepto en PSH y PST
(P>0.05). Las plantas inoculadas con la bacteria presentaron
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mayor PSR, mientras que las plantas sininocular presentaron
mayores medias de PSTb y BT (Cuadro 1).

La interaccion entre los genotipos y la inoculacion
fue significativa (P = 0.05) en PSTb y PSH, y altamente
significativa (P < 0.01) en PST, BT y PSR. La variedad
Fianna, susceptible a Calso, fue el genotipo que presentd
el mayor PSThb en plantas sin inocular, aunque esta variable
fue 45 % menor en las plantas inoculadas. También Fianna
sin inocular presentd la mayor BT, aunque disminuyo en
40 % en plantas inoculadas, esto en parte se debid a que
el PSH fue mayor en 33 % en plantas inoculadas. Solanum
demissum presento las medias mas altas de PSH, PST y
PSR, aunque los mayores PST y PSR fueron en plantas
inoculadas, mientras que PSH no fue afectado por la
inoculacion; en cambio, el PSTb presenté el menor valor,
independientemente de si las plantas se inocularon o no
(Cuadro 2). Los clones T05-13-21y T90-1-63 presentaron
medias iguales en PST, PSR y PSTbh, sin variar por efecto
de la inoculacion. El mayor PSH se presentd en T90-1-
63, aunque tanto en éste como en T05-13-21, no hubo
efecto en esta variable por la inoculacion; sin embargo,
en la variable BT, T05-13-21 presentd mayor media sin
inoculacién, mientras que en T90-1-63 fue mayor en las
plantas inoculadas.

La inoculacién fue significativa (P < 0.05) en el numero
de tubérculos por planta (NTP), nimero de tubérculos de
calidad grande y nimero de tubérculos de cuarta calidad.
Las plantas sin inocular presentaron medias mas altas
de peso de biomasa fresca de tubérculos por planta y
nimero de tubérculos de primera, segunda y tercera
calidad, mientras que las plantas inoculadas presentaron
las mayores medias de NTP y nimero de tubérculos de
cuarta calidad (Cuadro 3).

La interaccion entre los genotipos y la inoculacion
fue altamente significativa (P < 0.01) en el rendimiento
de tubérculo, numero de tubérculos de calidad grande,
nuimero de tubérculos de primera calidad y numero de
tubérculos de cuarta calidad, mientras que la significancia
de las diferencias entre tratamientos en el ndmero de

Cuadro 1. Biomasa seca (g/planta) de estructuras de plantas de papa infectadas con la combinacion de los haplotipos
LsoA + LsoB de Candidatus Liberibacter solanacearum a 83 dd.i.

Tratamiento PSH PST PSR PSTb BT
Sin inocular 259 a 11.7 a 1.7 b 143.7 a 182.3 a
Inoculadas 26.8 a 129 a 41 a 1119 b 1558 b
CV (%) 95 108 177 50 37

PSH: peso de biomasa seca de hoja, PST: peso de biomasa seca de tallo, PSR: peso de biomasa seca de raiz, PSTh: peso de biomasa seca de
tubérculo, BT: peso de biomasa seca total, ddi: dias después de la inoculacion, CV: coeficiente de variacion. Medias con distintas letras por columna
indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).
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Cuadro 2. Biomasa seca (g/planta) de las estructuras vegetales obtenida de la interaccién entre genotipo y la inoculacion
con los haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a 83 ddi.

Genotipo Inoculacion PSH PST PSR PSThb BT

T05-13-21 T1 11.7 ¢ 6.0c 05¢c 1461 b 164.3b
T05-13-21 T2 16.5¢ 82c 05¢c 1100b 1353¢
S. demissum T1 575 a 27.7b 49b 92.6¢c 182.7b
S. demissum T2 53.0ab 30.2a 144 a 85.0¢c 182.6b
T90-1-63 T1 216 b 6.8¢c 05¢c 1143b 1432 ¢
T90-1-63 T2 18.3b 90c 08c 132.6b 160.7b
Fianna T1 129 ¢ 39c 06¢c 221.7a 239.1a
Fianna T2 19.3b 45¢c 07c 1202 b 1447 ¢
CV (%) 96 101 167 55 39

TT: plantas sin inocular, T2: plantas inoculadas con Calso, PSH: peso seco hoja, PST. peso seco tallo, PSR: peso seco raiz, PSTb: peso seco de
tubérculos, BT: biomasa seca total, ddi: dias después de la inoculacion, CV: coeficiente de variacion. Medias con distintas letras por columna indican

diferencias significativas (Tukey, P<0.05)

Cuadro 3. Rendimiento y nimero de tubérculos por categoria de acuerdo con el didametro central del tubérculo de plantas
inoculadas con los Haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a 83 ddi.

Tratamiento Rendimiento NTP Clase

(g/planta) Grande Primera Segunda Tercera Cuarta
Sin inocular 551.1 a 432 b 08 a 09 a 23 a 20 a 376 b
Inoculadas 5474 a 65.5 a 02 b 1.2 a 20 a 24 a 59.6 a
CV (%) 57 163 204 128 91 133 188

ddi: dias después de la inoculacion, Rendimiento: peso de biomasa fresca de tubérculo, NTP. nimero de tubérculos por planta, CV: coeficiente de
variacion. Clasificacion de tubérculos: grande (mayor de 56 mm), primera (mayor de 45 mm hasta 55 mm), segunda (mayor de 35 mm hasta 45 mm),
tercera (mayor de 28 mm hasta 34 mm), cuarta (menor o igual a 28 mm). Medias con distintas letras por columna indican diferencias significativas

(Tukey, P <0.05).

tubérculos de segunda y el nimero de tubérculos de
tercera fue de P =< 0.05. La media del rendimiento de
tubérculo de Fianna fue 18 % mayor en plantas que no se
inocularon; ademas, Fianna fue el genotipo que presento
el mayor rendimiento, aun entre las plantas infectadas con
Cal.so. Solanum demissumy T90-1-63 presentaron mayor
rendimiento de tubérculo, 25 y 35 %, respectivamente, en
plantas inoculadas que en plantas sin inocular, mientras
que el rendimiento de T05-13-21 no fue afectado por la
inoculacion.

El nimero de tubérculos por planta de S. demissum fue
significativamente mayor (39 %) en las plantas inoculadas,
que superaron a los demas genotipos en 10 a 13 veces
en las plantas sin inocular y en 15 a 30 veces (T05-13-
21) en las plantas inoculadas. En los demas genotipos la
inoculacién no afecto el numero de tubérculos (Cuadro 4).

En cuanto a la calidad de tubérculo, las plantas de
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Fianna sin inocular produjeron el doble de tubérculos
grandes que las plantas inoculadas, mientras que los
demas genotipos no alcanzaron esta categoria. En
contraste, el nimero de tubérculos de primera calidad fue
28 % mayor en Fianna inoculada con la bacteria. El nimero
de tubérculos de segunda calidad de T05-13-21 fue 28 %
mayor en plantas sin inocular, mientras que las medias
de esta variable en los demads genotipos fueron iguales
entre plantas inoculadas y sin inocular. La inoculacion no
afectd el nimero de tubérculos de tercera calidad en los
genotipos, excepto en T90-1-63 con 30 % mas tubérculos
en plantas inoculadas. Solanum demissum sélo produjo
tubérculos de cuarta clase.

El porcentaje de dafo del drea foliar como resultado de
la inoculacion con Cal.so se presenta en la Figura 1. Fianna
presento porcentaje de dafio foliar mayor en 20 % en relacion
con los demas genotipos, mientras que S. demissum mMostro
el menor dafo foliar a través del periodo de evaluacion.
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Cuadro 4. Rendimiento y numero de tubérculos por categoria del tubérculo por genotipo de plantas inoculadas con los
Haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a 83 ddi.

Genotipo Inoculacion Rendimiento _ Clase

(g/planta) NTP Grande  Primera Segunda  Tercera Cuarta
T05-13-21 T1 6458 c 10.7¢c 0. ¢ 1.3b 35a 15c 40c
T05-13-21 T2 591.7¢ 75¢c 02c 1.8b 25b 1.0c 20c
S. demissum T1 234.4¢ 138.3b 00c 00c 00c 0.0d 138.3b
S. demissum T2 313.8d 2275a 00c 00c 00c 00d 2275a
T90-1-63 T1 282.3e 12.7¢c 00c 00c 25b 4.3b 58¢
T90-1-63 T2 432.0d 16.2¢c 00c 05¢c 22b 6.2a 6.3¢
Fianna T1 10419 a 11.2¢c 20a 1.8b 33a 1.8¢c 22¢c
Fianna T2 852.1b 120¢c 1.0b 25a 35a 2.3c 27¢
G-\ (%) 63 153 245 147 99 140 173

T1: plantas sin inocular, T2: plantas inoculadas con Calso, ddi: dias después de la inoculacion, Rendimiento: peso de biomasa fresca de tubérculo,
NTP. nimero de tubérculos por planta, CV: coeficiente de variacion. Clasificacion de tubérculos: grande (mayor de 56 mm), primera (mayor de 45y
hasta 55 mm), segunda (mayor de 35y hasta 45 mm), tercera (mayor de 28 y hasta 34 mm), cuarta (menor o igual a 28 mm). Medias con distintas
letras por columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).

100, ] T05-13-21 @ Solanum demmisum M T90-1-63 MFianna
& 75
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0
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Figura 1. Daio foliar en los genotipos evaluados inoculados con la combinacion de los haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB)
de Candidatus Liberibacter solanacerum.

En la prueba del clasificador con redes neuronales obtuvieron valores en cuatro categorias de la escala para
artificiales para identificar la proporcion de superficie con evaluar la severidad de la reaccion o intensidad de dafo
manchado se obtuvo 99 % de precision global con 97 % de (excepto en la Categoria 2). Se encontraron diferencias
sensibilidad para identificar pixeles de la superficie de la altamente significativas (P <0.01) en tres de las categorias
rodaja de tubérculo con manchado y 100 % de sensibilidad de la escala para evaluar el porcentaje de manchado de
para identificar pixeles de la superficie sana. Sdlo se la pulpa del tubérculo (Mtb) por efecto de la inoculacion
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Cuadro 5. Superficie sana (% sin manchado) de la pulpa de tubérculo (Mtb) por nivel de intensidad (eategoria) de plantas
de papa inoculadas con la combinacion de los Haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum

a 83 ddi.

Categoria de Mth

Tratamiento

1 2 3 4 5
Sin inoculacion 959 a 00a 017 a 35 b 04 b
Con inoculacién 526 b 00a 014 a 243 a 230a
CV (%) 32 0 179 78 140

Categoria 1: superficie sana sin manchado, Categoria 5: nivel maximo de manchado. ddi: dias después de la inoculacion, CV: coeficiente de variacion.
Medias con distintas letras por columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).

y la interaccion entre los genotipos y la inoculacion; en
cambio, el efecto de la inoculacion en la Categoria 3 no
fue significativo (P > 0.05). Cabe mencionar que no se
observaron valores de Mth en la Categoria 2. En plantas
sin inocular, la superficie sana calculada fue mayor de 96
%, mientras que los tubérculos de las plantas inoculadas
presentaron cerca de 50 % de Mtb en porcentajes similares
entre las Categorias 4 y 5; en la Categoria 3 no se observé
diferencia por efecto de la inoculacion y la superficie de
las rodajas de papa en esta categoria fue menor de 1 %
(Cuadro 5).

El porcentaje de superficie sana, calculado de las
rodajas de tubérculo de los genotipos, fue mayor de 97 %,
excepto en T90-1-63 que fue 7 % menor; esta superficie,
como era de esperarse, fue consistentemente menor en
plantas inoculadas (Categoria 1). Solanum demissum
presentd la mayor reduccioén de la superficie sana (70 %)

por efecto de la inoculacion, mientras que la inoculacion en
T90-1-63 sdlo redujo la superficie sanaen 11 %, por lo que
estos tubérculos alcanzaron cerca de 80 % de superficie
sana en plantas inoculadas. Los valores de superficie sana
de tubérculos de Fianna inoculados fueron similares a los
encontrados en T05-13-21, con reducciones en superficie
sanade 42a 49 %.

Como se habia mencionado, la Categoria 3 de Mtb
presentd superficies menores de 1 %; sélo disminuyo
cuando se inocularon las plantas de Fianna y en cambio
aumento en plantas inoculadas de T90-1-63. Los mayores
porcentajes de Mtb fueron en las Categorias 4 y 5. Los
genotipos T90-1-63y T05-13-21 presentaron los menores
valores (< 20 %) de Mtb en la Categoria 4 entre genotipos
inoculados. Solo en las rodajas de las plantas inoculadas
de T90-1-63 se observaron Mtb bajos (3.2 %), en la
Categoria 5 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Superficie sana (% sin manchado) de la pulpa de tubérculo (Mtb) por nivel de intensidad (categoria) de genotipos
inoculados con la combinacion de los Haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a 83 ddi.

Categoria de Mtb

Genotipo Inoculacion
1 2 3 4 5

T05-13-21 T1 99.1 a 0.0a 0.04 c 07d 02d
T05-13-21 T2 570 d 0.0a 002 c 191 b 239 b
S. demissum T1 96.9ab 0.0a 0.09 ¢ 2.1 d 09d
S. demissum T2 26.1 e 00a 004 c 31.3 a 42,6 a
T90-1-63 T1 90.6 b 0.0a 0.04 c 86 ¢c 03 d
T90-1-63 T2 794 ¢ 0.0a 05 a 169 b 32 ¢
Fianna T1 97.1 a 00a 01 b 2.7 d 01d
Fianna T2 480 d 0.0a 0.05c 29.7 ab 223 b
CV (%)

Categoria 1: superficie sana sin manchado, Categoria 5: la mayor intensidad de manchado. T1: planta sin inoculacion, T2: planta inoculada, ddi: dias
después de la inoculacion, CV: coeficiente de variacion. Medias con distintas letras por columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).
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DISCUSION

Fianna es una variedad de origen holandés introducida
al pais, que produce tubérculos de calibre grande a muy
grande, con caracteristicas deseables para el mercado
fresco e industrial y produce follaje de cobertura media a
alta (Secretaria de Fomento Agropecuario, 2009). En esta
investigacion, Fianna (testigo susceptible) presentd el
mayor porcentaje de severidad, con 100 % de senescencia
foliar en plantas inoculadas con Calso, aunque el
rendimiento en plantas sanas fue significativamente mayor
que el obtenido en los otros genotipos evaluados; cuando
las plantas de este genotipo se infectaron con Calso el
rendimiento disminuyd en 18 %. Munyaneza et al. (2011)
encontraron rendimientos de variedades comerciales
infectadas con Cal.so menores de 43 % hasta 93 %, y Gao et
al. (2016), observaron que éstos seredujeronde 7.8 % a 66.7
% cuando las plantas se infectaron en una etapa temprana
de desarrollo (cuarta semana después de la germinacion).
Otro factor asociado con la reduccién del rendimiento
es el haplotipo. Swisher Grimm et al. (2020) encontraron
que los haplotipos LsoA y LsoB causan menores tasas
de emergencia y retrasan la emergencia, lo que conduce
a obtener menor rendimiento y nimero de tubérculos;
ademas, el haplotipo LsoB parece ser mas virulento, ya
que produjo menor rendimiento y nimero de tubérculos.
Por otro lado, Hernandez-Deheza et al. (2018) encontraron
que la combinacion de los haplotipos LsoA y LsoB
causaban mayor severidad de dafo y area bajo la curva de
progreso de la enfermedad que cuando el haplotipo LsoB
se inoculaba individualmente, por lo que estos autores
consideraron efectos sinérgicos por la combinacion de los
haplotipos de Calso. En esta investigacion solo se evalud
la combinacion de los haplotipos LsoA 'y LsoBy se observo
reduccion en el rendimiento de tubérculo, aun cuando la
temperatura (12 a 22 °C) fue menor que el intervalo optimo
para el desarrollo de la bacteria (27 a 32 °C), mientras que
el promedio de temperatura (17 °C) fue el minimo requerido
para la movilidad de Cal.so (Camacho-Tapia et al., 2016;
Munyaneza et al., 2012).

Gao et al. (2016) consideran que el bronceado, el
curveado y la clorosis de las hojas son resultado de la
exposicion a B. cockerelli, como causas de la disminucion
en la tasa fotosintética y sus consecuencias en el flujo
de carbohidratos a los tubérculos. En esta investigacion
no se encontraron diferencias en la tasa instantanea de
fotosintesis neta del foliolo central de la primera hoja
completamente extendida de plantas infectadas y sin
infectar, después de 22 dias de la inoculacion (datos no
publicados).

La presencia de 52 % de manchado interno de la pulpa
(Mtb) en las clases con mayor grado de oscurecimiento (4
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y b) en tubérculos de Fianna confirma la susceptibilidad
al obscurecimiento del tejido vascular y medular de
tubérculos infectados de Fianna, mas evidente en el freido,
con consecuencias en la calidad de papas destinadas a
la produccion industrial. El oscurecimiento elevado se
atribuye al contenido alto de aminoacidos y azucares
reductores que, al exponerse al calor, forman acrilamida,
como resultado de la reaccion de Maillard (Rashed et
al, 2014); ademas, se asocia con la acumulacion de
compuestos polifendlicos (lignina), fendlicos y peroxidasas,
asi como con una menor concentracion de almidon (Gao
et al,, 2016; Miles et al,, 2010). En particular, el aumento
en las concentraciones de compuestos fendlicos y en los
niveles de polifenol oxidasa, encargada de convertir los
compuestos fendlicos en productos de color café obscuro,
causan oscurecimiento oxidativo al exponerse al aire
los cortes de tubérculo (Rashed et al., 2013, Wallis et al.,
2015a). Los compuestos fendlicos son los precursores
de los taninos y la lignina, los cuales permiten engrosar
las paredes celulares para dificultar la penetracion de los
microorganismos a los tejidos del hospedante, y poseen
efectos antibidticos contra patégenos (Wallis et al., 2015b);
ademas, el aumento en la concentracion de prolina en
hoja puede servir para proteger a las plantas enfermas
de especies oxidantes reactivas, asi como para fortalecer
la pared celular. Este conjunto de respuestas de defensa
de la planta de papa carece de efectividad para evitar la
infeccion por Calso, aunque el efecto del patdgeno no
sea tan severo en el hospedero (Wallis et al., 2015a). El
mejoramiento genético podria obtener genotipos de papa
con menor contenido de asparagina, lo que disminuiria la
formacion de acrilamida; sin embargo, seria mas deseable
la reduccion en la concentracion de azucares reductores
en tubérculo en plantas infectadas con Cal.so (Wallis et al.,
2014).

Los clones T05-13-21 y T90-1-63, resultado de un
programa de fitomejoramiento en el INIFAP, con criterios de
seleccioncomorendimiento, precocidady calidad industrial,
e incorporacion de resistencia a plagas y enfermedades,
fueron menos susceptibles a la infeccion de Cal.so que
la variedad comercial en la acumulacion de biomasa de
las estructuras vegetales y nimero de tubérculos, aunque
la biomasa seca total de plantas sin inocular fue mayor
en T05-13-21 y menor en T90-1-63 que en plantas
inoculadas. En particular, las plantas inoculadas del clon
T90-1-63 presentaron el menor porcentaje de manchado
de tubérculo (20 %) y también el menor porcentaje en la
clase con el Nivel 4 de obscurecimiento; es decir, el dafo
fue de menor intensidad, mientras que las plantas del clon
T05-13-21 inoculadas con Cal.so duplicaron el porcentaje
de manchado de tubérculo, que correspondié a la clase
de mayor nivel de oscurecimiento (Categoria 5). Ambos
clones presentaron 83 % de dafio en area foliar en plantas
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inoculadas, el cual fue 17 % menor que en Fiannay 8 %
mayor que en S. demissum.

Estos resultados permiten sugerir la necesidad de
investigar la presencia de genes de resistencia en el clon
T90-1-63, con la capacidad de reducir los sintomas de
la infeccion por Calso. Hernandez-Deheza et al. (2018)
encontraron que Atlantic desarrollé mayor porcentaje
de severidad a la enfermedad, mientras que el clon
experimental Real 14 presentd los menores porcentajes
de severidad, menor decoloracion del tubérculo y mayor
rendimiento. Rashidi et al. (2017) observaron tolerancia
relativa de algunos genotipos, comparados con Russet
Burbank, porque encontraron variacion significativa en
la severidad de los sintomas de tubérculos sin freir y
también después del freido. También, Cruzado et al. (2020)
encontraron varios genotipos con baja susceptibilidad a
Cal.so y sintomas leves de zebra chip, aunque el tiempo
de infeccion (etapa de desarrollo) tiene efecto en el grado
de resistencia. Algunos genotipos, como Russet Burbank,
muestran baja susceptibilidad a Cal.so, pero son altamente
intolerantes a la infeccion, debido a la alta expresion de los
sintomas.

Wallis et al. (2015a) consideran que bacterias del
tipo Liberibacter, como Calso, existen como parasitos
endofiticos no causantes de enfermedades en especies
hospedantes silvestres. La expansion de la agricultura
comercial, donde el mejoramiento genético se enfoca
a obtener variedades que respondan a necesidades
comerciales, permitid la colonizacion, desarrollo vy
reproduccion de la bacteria, lo cual dio como resultado una
respuesta del tipo patosista y el desarrollo de sintomas.
La ausencia de cambios bioquimicos y la disminucion
en el progreso de la infeccién en plantas inoculadas con
Cal.so pueden ser mecanismos de resistencia a zebra chip
(Wallis et al., 2015a).

EnMéxicoexisteunagrandiversidad de papas silvestres,
aunqgue con tubérculos de menor tamafo que las papas
cultivadas (Rodriguez y Villa, 2010), que poseen genes para
la expresion de caracteristicas de resistencia a plagas en
hojasytubérculos (Vleeshouwers et al., 2008). Larespuesta
de algunas especies de papa a los agentes patdgenos es
formar una gran cantidad de estolones para aumentar el
numero de tubérculos y garantizar la supervivencia de la
especie (Veitia y Leyva, 2004). En este estudio, las plantas
sanas de S. demissum produjeron el mayor nimero de
tubérculos por planta, aunque de menor tamafo que los
de otros genotipos evaluados y que los de materiales
registrados por Vossen et al. (2016); en consecuencia, sus
rendimientos y categorias de calidad fueron mas bajas
(tubérculos de 4a calidad); sin embargo, el rendimiento y
el numero de tubérculos por planta inoculada aumentaron
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significativamente, aunque con 73 % de manchado interno
de la pulpa y con mayores porcentajes en las clases de
mayor grado de oscurecimiento (Categorias 4y 5).

CONCLUSIONES

Candidatus Liberibacter solanacearum afectd la
produccion de biomasa seca, el rendimiento y la calidad
comercial del tubérculo. Las plantas de Solanum
demissum se caracterizaron por invertir en produccion de
biomasa seca de hoja, mientras que las plantas infectadas
de este genotipo aumentaron el nimero de tubérculos con
un tamafo pequefo y su consecuente incremento en el
rendimiento de tubérculo en fresco, aunque presentaron
el valor mas bajo de superficie sana del tubérculo. Los
clones experimentales T05-13-21y T90-1-63 presentaron
tolerancia a Cal.so; en particular, T90-1-63 presento los
valores mas altos de superficie sana de tubérculo y los
valores mas bajos en las clases de mayor intensidad del
manchado interno de la pulpa del tubérculo.
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