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RESUMEN
Candidatus Liberibacter solanacearum (CaLso) produce la enfermedad ‘manchado de la pulpa del
tubérculo’, la cual ocasiona pérdidas econdmicas en las zonas productoras del pais. Hoy en dia el
control de esta enfermedad se enfoca principalmente en el control quimico del insecto vector
debido a la susceptibilidad de las variedades de papa que se produce en México. Considerando
estos antecedentes la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la bacteria en
el desarrollo de genotipos de papa. Como material genético se utilizé la variedad comercial Fianna,
S. demissum y los clones experimentales T90-1-63 y T05-13-21. Las variables evaluadas fueron
severidad de los sintomas del follaje de la planta, biomasa seca de los diferentes 6rganos de la
planta, biomasa fresca de tubérculo, calidad y manchado interno en la pulpa del tubérculo.
Mediante el analisis de imagenes se calculd el porcentaje de superficie sana y el porcentaje de
superficie con manchado. Las plantas de Fianna inoculadas con la combinacién de los haplotipos
LsoA + LsoB mostraron una mayor severidad de dafio foliar, mientras que los clones presentaron
83 % de dafio en area foliar, lo cual fue 17 % menor que Fianna y 8 % mayor a S. demissum. El
clon T90-1-63 sobresalié al presentar mayor rendimiento en plantas inoculadas y los valores mas
altos de superficie sana de tubérculo (> 79%) y los valores mas bajos en las clases de manchado

interno de la pulpa del tubérculo. Por lo que la presencia de CaLso si bien afecta el desarrollo y



calidad comercial del tubérculo, en comparacion con los deméas genotipos evaluados, los clones
experimentales presentaron caracteristicas que les permite disminuir algunos sintomas tipicos de
la enfermedad lo que los vuelve aptos para su uso en programas de mejoramiento genético

contribuyendo a disminuir el manchado interno de la pulpa mejorando la calidad del tubérculo.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, Solanum tuberosum L., intensidad del

manchado, rendimiento de tubérculo, analisis de imagenes.
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ABSTRACT
Candidatus Liberibacter solanacearum (CaLso) produces the disease ‘internal brown on tuber’,
which causes economic losses in the producing areas of the country. Nowadays, the control of this
disease is mainly focused on the chemical control of the insect vector due to the susceptibility of
the potato varieties produced in Mexico.Considering this background, the aim of this research was
to evaluate the effect of the CalLso on the development of potato genotypes. As genetic material,
the commercial variety Fianna, S. demissum and the experimental clones T90-1-63 and T05-13-21
were used. The variables evaluated were severity of plant foliage symptoms, dry biomass of the
different plant organs, fresh tuber biomass, quality and internal brown of tuber. Image analysis
was used to calculate the percentage of healthy area and the percentage of internal brown area.
Fianna plants inoculated with the combination of LsoA + LsoB haplotypes showed a higher
severity of leaf damage, while the clones showed 83 % leaf area damage, which was 17 % lower
than Fianna and 8 % higher than S. demissum. Clone T90-1-63 had the highest yield in inoculated
plants and the highest values of healthy tuber area (> 79%) and the lowest values in the classes
browing intensity. Therefore, although the presence of CalLso affects the development and
commercial quality of the tuber, in comparison with the other genotypes evaluated, the

experimental clones presented characteristics that allow them to reduce some typical symptoms of



the disease, which makes them suitable for use in genetic improvement programmes, contributing

to reduce the browing intensity or potato and improving the quality of the tuber.

Keywords Candidatus Liberibacter solanacearum, Solanum tuberosum L., browing intensity,

tuber yield, image analysis.
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) esta ubicado entre los primeros cuatro cultivos de
mayor importancia en el mundo (SAGARPA, 2014). Los principales factores que limitan su
produccion en México son: la insuficiencia de la semilla certificada, factores meteoroldgicos
adversos, las enfermedades y las plagas (Rivera-Pefia, 2001). La limitante en la seleccion de
variedades es la alta interaccidn genotipo-ambiente (Tirado et al., 2018; Lule et al., 2015), lo que
dificulta la posibilidad de garantizar que los genotipos seleccionados de papa tengan altos
rendimientos, calidad y resistencia a plagas y enfermedades.

Dos de las caracteristicas mas importantes en la seleccion de variedades para la produccion de
tubérculo de calidad para fritura y coccion son: el contenido de almidon y el contenido de azlcares
reductores, especialmente glucosa, fructosa y sacarosa que se encuentran en mayor cantidad en la
pulpa del tubérculo (Moreno, 2000). Esta proporcion de azlcares en tubérculo es afectada por la
enfermedad manchado de la pulpa del tubérculo o zebra chip (ZC) cuyo agente causal es la bacteria
Candidatus Liberibacter solanacearum y transmitida a la planta por el psilido Bactericera
cockerelli (paratrioza). Los tubérculos de papa infestados con la bacteria exhiben una decoloracion
en el parénquima de reserva que al freir o cocinar es mas visible resultado de la reaccién de Miller.
Miles et al. (2010) sugiere que este sintoma en los tubérculos esta asociado con muerte general de
las células y a la deposicién de compuestos polifendlicos (lignina), fendlicos, peroxidasas,
quitinasas, aminodacidos y azucares libres (sacarosa, glucosa y fructuosa): asi como una reduccion
en el nivel de almiddn, sugiriendo que esta enfermedad induce una respuesta hipersensible que
conduce a los tubérculos a una muerte celular programada, mientras que los sintomas foliares son

similares a los producidos por los fitoplasmas en la enfermedad conocida como “punta morada” e



incluyen: marchitez, enrollamiento y amarillamiento de hojas, nudos hinchados, proliferacién de
brotes axilares y formacion de tubérculos aéreos.

Por todo ello, en esta investigacion se estudid la respuesta de diferentes genotipos a la infeccion
de Candidatus Liberibacter solanacearum, mediante la evaluacién de variables fisioldgicas,
bioquimicas, de rendimiento y calidad del tubérculo que permitan identificar el genotipo con las

mejores caracteristicas agrondémicas ante la presencia del patdgeno.



1.1. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum en el desarrollo fisiologico

de genotipos de papa (Solanum tuberosum L).

1.2. HIPOTESIS

Los genotipos experimentales de papa son resistentes a la enfermedad “manchado de la pulpa del

tubérculo” causada por la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum.

La presencia de la bacteria CaLso en los genotipos experimentales no afecta el desarrollo en la

planta ni en la calidad comercial del tubérculo.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de Solanum tuberosum L

2.1.1.0rigen del cultivo de papa
La papa (Solanum tuberosum L.) es una Solandcea que posee, probablemente, mas especies
silvestres que cualquier otro cultivo. A lo largo de toda cordillera andina, existe una gran
variabilidad alrededor de 2,000 especies del género Solanum y ocho especies cultivadas todas ellas
afines a S. tuberosum subsp. tuberosum; se distribuyen desde el sureste de Norteamérica, pasando
por América Central y América del Sur hasta llegar a latitudes méas alla de los 50° latitud sur
(Clausen, 2003).
La evolucion filogenetica y las fuerzas de la seleccion, migracién, mutacion, hibridacion,
poliploidizacion han contribuido a la divergencia y a explicar el origen de la gran variabilidad
genética presente en las especies silvestres y cultivadas (Egusquiza, 1987). La papa alimento
basico de América del sur y descrito como la mayor riqueza del imperio de los incas fue
domesticada hace unos 10.000 afios en el altiplano, entre Pery Bolivia, alrededor del lago Titicaca
a 3.800 m sobre el nivel del mar en la cordillera de los Andes, donde se encuentra la mayor
diversidad genética de las especies afines (Engel, 1964).
Segun Hawkes (1979) las primeras plantas de papa domesticadas pertenecieron a la especie S.
stenotonum de la cual derivo S. leptophyes. A su vez, S. stenotonum se cruz6 probablemente con
S. sparsipilum, una especie diploide, lo que dio lugar a S. andigena, precursora de la planta de
papa tetraploide actual.
Segun Alfaro (1995) el origen y evolucién de la especie cultivada ha sido estudiado desde la
expedicion cientifica de Juzecpzuk y Bukasov en América Central y América del sur entre 1925y

1932, mostrando al mundo la inmensa variabilidad genética existente entre Peru y Bolivia.



Hawkes (1990) mencion6 que la papa tiene su origen en estos dos centros de América del Sur, y
se refirié a una especie de hojas pequefias que tuberiza en dias cortos haciendo referencia a S.
tuberosum subsp. andigena, y a otra denominada S. tuberosum subsp. tuberosum cultivada en el

sur de Chile con hojas anchas y que tuberiza en dias largos.

2.1.2.Diversidad genética de la especie Solanum tuberosum L

Onamu et al. (2015) reportan bajos niveles de variabilidad genética dentro de los cultivares que
estudiaron aunque éstos pueden considerarse elevados si se toma en cuenta la pureza que deben
guardar los cultivares mejorados.

La reproduccion vegetativa se realiza a traveés de los tubérculos, brotes o yemas, dando lugar a
clones genéticamente idénticos a la planta original. De esta forma se puede obtener facilmente
copias idénticas de los genotipos seleccionados, lo cual es una gran ventaja para los mejoradores.
Otra utilizacion préctica de la propagacion asexual es el cultivo de tejidos y de meristemos, cuya
finalidad esta relacionada con la eliminacién de algunos de los principales patégenos del cultivo
(Orillo et al., 2009).

Por otra parte, la reproduccion sexual permite que los materiales genéticos de dos individuos se
recombinen y formen nuevas estructuras alélicas. Este proceso requiere de la polinizacion de los
organos reproductores femeninos o pistilos por los masculinos o anteras, formando las bayas con
namero variable de semillas. Cada una de éstas constituye un nuevo individuo potencial (Acufia

etal., 2011).



2.1.3.Importancia y produccion de papa en Meéxico

En México existen fuertes diferencias entre los tipos de papa que cultivan los agricultores. En el
norte de pais existen grandes unidades de produccién donde predominan estandares tecnoldgicos
avanzados, mientras que en el centro y sur predominan pequefias unidades que disponen de pocos
recursos. Solo el 23 % de la tierra dedicada a la siembra de la papa se cultiva con semilla
certificada, comprada por productores a gran escala. Los pequefios productores casi no utilizan
semilla certificada o material limpio, la mayoria utiliza semilla de la cosecha anterior o compran
tubérculos destinados al mercado en fresco por los grandes productores. Debido a la rica diversidad
genética de la papa, las variedades criollas necesitan conservarse y explotarse. Onamu ey al. (2014)
distingue tres grupos de variedades comerciales en México: las originadas en Holanda, las
originadas en EE.UU., y las variedades mejoradas generadas por el INIFAP. El primer grupo
representa alrededor del 50 % del cultivo a nivel nacional, 38 % el segundo y el ultimo alrededor
del 8 %.

El cultivo esta ubicado entre los primeros cuatro cultivos de mayor importancia en el mundo.
México ocupa el lugar nimero 31 como productor mundial (Cuadro 1) con una produccion de
1,715,499 t durante el afio 2017 (Atlas Alimentario, 2018). Los principales estados productores
son: Sinaloa, Sonora, Puebla, Veracruz, Estado de México, Michoacén, Jalisco y Nuevo Leon

(Cuadro 2) (SAGARPA, 2019).



Cuadro 1. Produccion anual del cultivo de papa en México en los 10 ultimos afos agricolas
englobando riego + temporal.

Afio Superficie Sembrada Produccion Rendimiento
Agricola (ha) (t) (t hal)
2008 61,167 986,028 27.043
2009 53,465 948,563 27.624
2010 55,143 913,316 27.210
2011 68,833 893,346 25.824
2012 68,408 1,184,780 26.812
2013 62,816 1,008,052 26.626
2014 61,377 1,058,293 26.775
2015 63,900 1,129,864 27.093
2016 64,879 1,228,534 28.259
2017 60,204 1,154,068 28.842
2018 99,475 1,293,052 30.692

Fuente: SIAP (2019).

Cuadro 2. Produccion anual de los principales estados productores del cultivo de papa en México
en 2018.

Estados Superficie sembrada Produccion Rendimiento
(ha) (t) (tha?)
Baja California sur 1,346 51,148 38.000
Chiapas 248 5,671 22.903
Guanajuato 704 36,190 51.406
México 286 6,644 23.271
Michoacan 8 184 23.020
Puebla 2,474 74,316 30.037
Sinaloa 13,333 386,498 28.988
Sonora 7,225 239,695 32.725
Veracruz 1,989 24,000 12.067
Total 27,712 824,346 29.747

Fuente: SIAP 2019



2.1.4.Problemética del cultivo de papa en México

Los principales factores que limitan la produccion de papa en México son: la insuficiencia de la
semilla certificada, factores meteorolégicos adversos, las enfermedades y las plagas (Rivera-Pefia,
2001). De los dos tultimos aspectos O’brien y Rich (1976) describieron en papa 25 virus, 38
hongos, 6 bacterias, 2 micloplasmas, 1 virus, 68 nematodos y 128 insectos (Rivadeneira et al.,
2011)

Las enfermedades y plagas representan un reto para el desarrollo de las variedades en los
programas de mejoramiento genético de papa en México. Algunos agentes causales de
enfermedades son de gran importancia economica, entre los que se encuentran los patogenos
endémicos en las regiones productoras de papa, al grado de reducir los rendimientos hasta en 50
%. Ademas, causan altos costos de produccion por el uso de plaguicidas que representan hasta 30

% del costo total (Rivera-Pefia, 2001).

2.2. Candidatus Liberibacter solanacearum

El género Candidatus Liberibacter comprende a-proteobacterias Gram negativas exclusivas del
floema que no se ha logrado cultivar in vitro. Se report6 su presencia por primera vez en Nueva
Zelanda en 2008 en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) y chile (Capsicum annum) y se
le denomind Candidatus Liberibacter solanacearum (Lieftting et al., 2009), siendo ésta la causante
de la enfermedad de la papa conocida como zebra chip (ZC) y que ocasiona grandes pérdidas en
las cosechas. Esta enfermedad fue reportada por primera vez en México en 1994 y posteriormente
en USA en el 2000.

Plantas infectadas con CalLso pueden ser asintomaticas o presentar sintomas que pueden ser
similares a los asociados con otras bacterias limitadas por el floema u otros trastornos fisioldgicos.

Por lo tanto, se requieren pruebas especificas para la deteccién e identificacion de Candidatus



Liberibacter solanacearum, debido a la incapacidad para reproducirla y cultivar in vitro se

requieren pruebas moleculares para su deteccion e identificacion.

2.2.1. Informacién taxonémica
Nombre: "Candidatus Liberibacter solanacearum™ (Liefting et al., 2009)
Sin6nimo: "Candidatus Liberibacter psyllaurous" (Hansen et al., 2008)
Posicion taxondmica: bacterias, proteobacterias, alfaproteobacterias, Rhizobiales, Rhizobiaceae,
‘Candidatus Liberibacter".

Nombres comunes: chip de cebra, complejo de cebra o zebra chip (abreviacion en inglés).

2.2.2. Transmision de CalLso
Candidatus Liberibacter solanacearum es una bacteria que se restringe a los elementos cribosos
del floema de la planta, transmitida por el psilido Bactericera cockereli, insecto ampliamente
distribuido en la mayoria de las zonas agricolas. CalLso se restringe a las glandulas salivales del
psilido y se transmite cuando este introduce su estilete hasta el floema: por uno de los conductos
el insecto succiona la savia, mientras que por el otro inyecta su saliva junto con la bacteria que se
dispersa a través del sistema vascular. Los adultos de B. cockerelli tienen mayor eficiencia de

transmisién comparada con los estadios ninfales (Camacho-Tapia et al., 2016; Rashed et al., 2013).

2.2.3.Sintomatologia
La temperatura tiene efectos significativos en el desarrollo y sintomatologia de la enfermedad en
la planta hospedante inducida por CalLso, a 17 °C 0 menos se afecta la actividad de la bacteria, a
los 32 °C 0 mas, se inhibe la bacteria y los sintomas ocasionados por esta (Camacho-Tapia et al.,

2016). Munyaneza et al (2012) reporta que el desarrollo 6ptimo de CaLso se encuentra de 27 a 31



°C mismas que son favorables para el desarrollo 6ptimo de psilido B. cockerelli por lo que se cree
que hay coevolucion entre las bacteria y su vector.

Cuando Calso se distribuye en la planta mediante la translocacién de fotosintatos hacia el
tubérculo este presenta necrosis en el parénquima de reserva que al freir o cocinar (Figura 1), el

dafio se intensifica por la reaccion de Miller (Alvarado et al., 2012).

Figura 1. A) Dafio en hojuela de papa causado por Candidatus Liberibacter solanacearum,
B) hojuela de papa sin dafio.
En la planta la necrosis del floema podria causar un bloqueo en la corriente y translocacion de
fotosintatos que conducen a cambios anatomicos (Figura 2) como: amarillamiento con moteado,
epinastia de hojas, nudos hinchados, proliferacion de brotes axilares, tubérculos aéreos (Figura 3),

mismos que se asocian o confunden con fitoplasmas (Camacho-Tapia et al., 2016).
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Figura 3. Formacidn de tubérculos aéreos causado por Candidatus Liberibacter solanacearum.
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2.2.4.Importancia de la enfermedad Zebra chip en la produccion de tubérculo

La enfermedad conocida como “manchado de la pulpa” o Zebra Chip (ZC) se observo por primera
vez en papa (Solanum tuberosum L.), se origind en el Norte de América y posteriormente se
extendio a otros paises. Esta enfermedad se detecto en Saltillo, México en la década de los noventa,
y se asocié primeramente con un fitoplasma (Camacho-Tapia et al., 2016; Secor et al., 2004:). A
principios del 2000 se report6 en campos comerciales de papa en Texas mientras que para el 2006,
la enfermedad se habia dispersado a otras areas productoras de Estados Unidos.

En 2008, en Nueva Zelanda se presentaron sintomas como: apices clordticos, moteado general en
hojas, enrizado de las venas medias, achaparramiento de las plantas, reduccién de la produccion,
decoloracion en patron de rayas en los tubérculos crudos y oscurecimiento de estos cuando se frien,
y en algunos casos deformacion de tubérculos (Camacho-Tapia et al., 2016; Munyaneza et al.,
2008). Sugiriendo que esta enfermedad induce una respuesta de hipersensibilidad que inducen
como respuesta cambios anatomicos en la planta hospedante.

El aumento de la actividad reductiva de azucares y aminoacidos podria contribuir al aumento del
tono café en el tejido vascular que es mas evidente al freirse, lo que los vuelve no aptos para su
comercio. Munyaneza et al (2016) sugiere que esta sintomatologia en los tubérculos esta asociado
con la muerte general de las células que es lo que ocasiona pequefias y numerosas lesiones de
forma irregular a través de la region medular parenquimatosas, el anillo vascular y el cortex.
También se encuentran agregaciones de componentes fendlicos, peroxidasas, oxidasas,
polifenoles, quitinasas, aminoacidos y azucares (sacarosa, glucosa y fructuosa) dentro y alrededor
de las lesiones, factor que puede promover en los tubérculos a una muerte celular programada

(Rashed et al., 2013).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio experimental
El experimento se establecié bajo una estructura cubierta con malla anti-afidos en el campo

experimental del Colegio de Posgraduados en Texcoco, Estado de México (19.29°L.N.,
98.53°L.0. y 2260 m de altura) durante el verano e invierno del 2019 (Figura 4).

El clima del sitio experimental es C(Wo)(W)b(y)g, descrito como templado subhiimedo con
precipitacion media anual de 645 mm y temperatura promedio anual de 15°C, con heladas

tempranas a fines de septiembre y tardias en abril (Garcia, 1981).

Figura 4. Campo Experimental del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

3.2. Material vegetal
Los genotipos evaluados de papa fueron: dos variedades experimentales (T05-13-21 Y T90-1-63),

una colecta silvestre Solanum demissum y una variedad comercial Fianna. Obtenidas en el

“Programa de Mejoramiento Genético de Papa” del Instituto Nacional de Investigaciones
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Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Zinacantepec, Edo de México bajo la
direccion del Dr. Antonio Rivera Pefia.

Elclon T05-13-21 presenta resistencia media a tizon, tubérculo de cuticula marrén rojizo, de forma
oval alargada, de pulpa amarilla; la altura de la planta oscila entre los 50 cm, de porte erecto.
Mientras que T90-1-63 posee resistencia a tizon tardio, tubérculo de cuticula amarilla, de forma
oval alargada, de pulpa amarilla claro; la altura de planta es entre 50 a 80 cm, arbolada, de porte
semierecto.

En cuanto a Solanum demissum es una especie considerada silvestre de porte alto, alcanza cerca
de 60 cm de altura, con flores de color violeta a morado, los tubérculos son de color blanco a
bronceado, redondos a comprimidos y de 5 cm de diametro en promedio.

Finalmente Fianna es una variedad altamente tolerante al estrés ambiental; sin embargo susceptible
a Candidatus Liberibacter solanacearum; los tubérculos son de forma ovalada, ojos poco

profundos, una cascara lisa, brillante y de tamafio grande y uniforme.

3.3. Manejo del cultivo

El cultivo se fertilizé semanalmente con una mezcla papera comercial granulada bajo las siguientes
dosis 2 g/planta a la semana por 40 dias, posteriormente se realizd un ajuste de dosis de 4g/planta
de acuerdo al requerimiento del cultivo. Los riegos fueron terciados para mantener el contenido de
agua del sustrato a capacidad de campo, de 1 a 3 L de agua/planta dependiendo de las condiciones
ambientales y la etapa fenoldgica del cultivo. Ademas, se aplicéd Tecto 60® como preventivo para

el control de Phytophtora infestans.
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3.4. Manejo experimental

3.1.1.Fecha de trasplante
El trasplante de las variedades experimentales (T05-13-21 Y T90-1-63) procedentes de in vitro y
la variedad silvestre (Solanum demissum) se llevo a cabo el dia 2 de agosto del 2019, en bolsas de
plastico con exterior blanco e interior negro de 5 L, y en una mezcla de turba (Sunshine No.3) y
agrolita (1:1) como sustrato a 10 cm de profundidad. Las plantas se cultivaron a un solo tallo

principal.

3.1.2.Fecha de Siembra

La siembra de la variedad Fianna se llevo a cabo el 4 de agosto del 2019, en bolsas de plastico de
5 L en una mezcla de turba y agrolita (1:1) como sustrato. Se sembrd un tubéerculo-semilla por

bolsa, a una profundidad de 10 cm. Las plantas se cultivaron a un solo tallo principal.

3.1.3.Reproduccion del insecto vector

3.1.3.1. Colecta
Se colectaron adultos de B. cockerelli con un aspirador de insectos en un cultivo comercial de
tomate verde de cascara (Physalis philadelphica) bajo condiciones controladas de invernadero, en
el municipio de Ajacuba, Hidalgo, se colocaron en plantas hospederas de la familia Solanaceae
dentro de una jaula entomoldgica de 1.5 x 0.5 x 1.5 m cubierta con malla anti-afidos color cristal
de calibre 0.0009.

3.1.3.2. Deteccién de CaLso en adultos de Bactericera cockerelli
La deteccion de CaLso en adultos de B. cockerelli se hizo en el laboratorio de Fisiologia y Biologia

Molecular del Postgrado de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, bajo la supervision de la
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Dr. Reyna I. Rojas M. La extraccion de &cidos nucleicos de insectos de B cockerelli se realiz6 por
PCR empleando iniciadores OA2/012c, los cuales amplifican un fragmento de 1168 pb del gen

16SrARN, gen para la identificacion de Candidatus Liberibacter solanacearum.

3.1.4.Inoculacion de Calso a plantas de papa mediante adultos de Bactericera

cockerelli

La inoculacién se hizo con la combinacion de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) el 10 de
septiembre del 2019. Para lograr esto se colocaron diez psilidos de la colonia de B. cockerelli en
bolsas de malla antiafidos de 25 x 25 cm (Figura 5). Cada bolsa se coloco en la planta envolviendo
parte de la quinta hoja desde el foliolo terminal hasta el segundo par de foliolos laterales durante
cinco dias. Al cabo de este tiempo, se eliminaron los adultos aplicado el insecticida comercial

Actara ® dosis de 4 g disueltos en 15 L de agua.

Figura 5. Inoculacién de Candidatus Liberibacter solanacearum con Bactericera cockerelli en
planta de papa.
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3.1.4.1. Deteccién de Calso en plantas inoculadas
La deteccion de CaLso en plantas inoculadas se llevé a cabo en dos etapas; la primera etapa se fue
partir del décimo dia, donde se monitorearon los sintomas tipicos de la enfermedad y la severidad
mediante una escala descrita por Hernandez-Deheza et al. (2018). La segunda etapa se llevé a cabo
en el laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular del Postgrado de Fitosanidad del Colegio de
Postgraduados, bajo la supervision de la Dr. Reyna I. Rojas M., donde se procesaron muestras
foliares con sintomas de la enfermedad para verificar la presencia de CaLso en las plantas de los

genotipos inoculados.

3.2. Disefo experimental

Se uso el disefio experimental completamente al azar (DECA) con arreglo factorial con dos
factores: genotipo (4) y nivel de indculo (plantas inoculadas y plantas sin inocular), por lo que se
evaluaron 8 tratamientos con 12 repeticiones, donde la unidad experimental fue una maceta con

una planta.

3.3. Variables ambientales

Se obtuvieron registros de la humedad relativa (HR, %) y temperatura del aire (°C) cada 10 min
con dos HOBO modelo U12-012 (Onset Inc.) del 22 de julio al 2 de diciembre del 2019, que

corresponden a las fechas de inicio y final del experimento.

3.4. Variables fisioldgicas

3.4.1. Intercambio de gases en hoja
Se obtuvo la tasa de fotosintesis (umol CO, m? s?), transpiracion (mmol H,O m?s?) y

conductancia (mol H20 m2s™) con un sistema portatil para medir fotosintesis TPS2 (PP Systems
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International, Inc., www.ppsystems.com), se midié el foliolo central de la primera hoja

completamente extendida de cuatro plantas seleccionadas al azar por tratamiento a los 22 dias

después de la inoculacion, de 11:41 a 12:53 hrs,

3.4.2.Area foliar (AF, cm2/planta)
Se midio el area foliar de seis plantas por tratamiento con un integrador electronico modelo LI-
3100 (LI-COR, Nebraska, U.S.A.). En los muestreos destructivos a los 45 y 83 ddi (dias después

de la inoculacion), cada planta se defolio y antes del secado se midi6 el area foliar

3.4.3.Biomasa seca (g/planta)
Durante los muestreos destructivos (45 y 83 ddi) donde se muestrearon seis plantas por
tratamiento, cada planta se disect6 en sus diferentes rganos (hoja, tallo, raiz y tubérculo) los cuales
se colocaron en bolsas de papel y se secaron en una estufa con circulacion de aire forzado a 70 °C
por 72 h o hasta alcanzar peso constante. Antes de proceder a secar los tubérculos, estos se
almacenaron por 5 dias para identificar posibles dafios ocasionados por la enfermedad. El peso
seco de hoja (PSH), peso seco tallo (PST), peso seco raiz (PSR) y peso seco de tubérculo (PSTh)
se midié con una balanza electro-analitica marca Sartorius Modelo PT600. El peso de la biomasa

total se calculé con la suma de los diferentes 6rganos de la planta.

3.4.4.Rendimiento de tubérculo (g/planta)
Durante los dos muestreos que se realizaron (45 y 83 ddi) se evaluaron los siguientes componentes:
peso fresco de tubérculo(g/planta) , nimero de tubérculos por planta (NTP), didmetro ecuatorial
de cada tubérculo (mm/tubérculo); los cuales se clasificaron en las siguientes categorias

propuestas por el Dr. Rivera-Pefia y descritas por Herndndez-Deheza et al (2018): grande (>56
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mm), primera clase (45 a 55 mm), segunda clase (35 a 44 mm), tubérculo de tercera (28 a 34 mm),

tubérculo de cuarta o residuos (<28 mm).

3.5. Evaluacion del porcentaje de dafio del area foliar por planta (DAF)

Las plantas inoculadas con CalLso fueron monitoreadas a partir del décimo dia después de la
inoculacion hasta el final del ciclo del cultivo, para detectar los sintomas tipicos de la enfermedad
de acuerdo a la escala 1 a 5 descrita por Hernandez-Deheza et al (2018) propuesta por el Dr. Rivera
Pefia, donde 1 = planta asintomatica (0 %); 2 = enrollado de las hojas y coloracion amarillenta de
la planta (25 %); 3 = retraso del crecimiento, epinastia de las hojas y coloracion amarillenta de la
planta (50 %); 4 = tubérculos aereos y acostamiento de toda la planta, retraso del crecimiento, y

hojas ocasionales de color purpura (75 %); 5 = muerte de la planta (100 %).

3.6. Calidad de tubérculo

3.6.1.Obtencidn de imagenes digitales
Para la obtencion de imagenes se tomaron cinco tubérculos por tratamiento, cada uno se corto por
la mitad y de cada mitad se tomaron dos rebanadas de aproximadamente 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 (Hamilton beach® modelo 35033). En total se frieron 80
rebanadas de tubérculo. Se tomaron imagenes digitales de las rebanadas en el plano horizontal en
una caja de 0.073m3, forrada de tela negra para homogenizar la intensidad del brillo en las
imagenes, con un fondo verde mate a 200dpi. Se utiliz6 una cAmara modelo ZTE Blade V 10 de
16 megapixel, 1SO-100, con balance de blancos flourescente (4000 K), velocidad de obturador
1/120 s, sin flash. Se tomaron 240 imagenes digitales. Las imagenes se almacenaron en formato

JPGE, con una resolucion de 4608 x 3456 (4:3).
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3.6.2.Segmentacion de imagenes
Para la elaboracion de escala se utilizaron tubérculos comerciales con sintomas de enfermedad y
tubérculos con color uniforme. 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 imégenes digitales correspondientes a los diferentes grados de dafio en la pulpa del
tubérculo, al fondo y al area sana del tubérculo (tres clases). Para ello, se desarrollé un programas
escrito en Visual Basic de Microsoft® ElI RGB se refiere a un sistema de coordenadas y sub
espacios donde cada color se representa por un solo punto, las muestras se obtuvieron y se
almacenaron en una hoja de calculo. Con el conjunto de datos resultantes se entreno y probo el
clasificador PNN, el cual tiene algoritmos de correlacion, la variable de salida tuvo dos clases
(pixel perteneciente a area sana y pixel perteneciente a area con manchado (Carrillo-Salazar et al.,
2019). Con el clasificador obtenido se identificaron los pixeles pertenecientes a cada categoria y
se calculo el porcentaje de superficie sana y el porcentaje de superficie con manchado con respecto

a la superficie de la rodaja para 120 imagenes por tratamiento.

3.6.3.Porcentaje del manchado del tubérculo (Mtb)
El clasificador PNN fue entrenado y probado con un sistema computacional Neuroshell Classifier,
de Al Trilogy. Esta estrategia de entrenamiento termino cuando el clasificador PNN alcanzo su
desempefio maximo al clasificar las variables de entrada (los valores de los canales de los
diferentes espacios de color). Para cada escenario de clasificacion, se midié el tiempo de

entrenamiento del clasificador PNN (Carrillo-Salazar et al., 2019; Zeinali et al., 2017).
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Con el clasificador obtenido se identificaron los pixeles pertenecientes a cada categoria y se
calcul6 el porcentaje de superficie con dafio (manchado de la pulpa) y el porcentaje de superficie
sana, el fondo de la imagen se elimind con un umbral simple. Los valores RGB de los pixeles del
area identificada con manchado del mismo tono se cuantificaron para calcular el porcentaje con la

misma intensidad para determinar el porcentaje de dafio causado por la bacteria CalLso.

3.7. Andlisis estadistico

Con el programa estadistico R se hicieron los analisis de varianza y la prueba de medias de Tukey

(o = 0.05) de las variables respuesta
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RESULTADOS

4.1. Variables meteoroldgicas

4.1.1. Temperatura

Las temperaturas reportadas para el desarrollo 6ptimo del cultivo de papa en diferentes etapas
fenoldgicas son: 24 a 28 °C para el crecimiento vegetativo, 20 °C para la emergencia de brotes y
crecimiento de estolones y 18 a 22 °C para la formacion y desarrollo de tubérculos (Ledn et al.,
2006).

Las temperaturas registradas durante el ciclo de cultivo fluctuaron entre 12 y 26 °C con un
promedio de 19 °C (Figura 6) y 67 % de humedad relativa. Estas temperaturas estan dentro del
rango de temperatura 6ptimo para la formacion y desarrollo de tubérculos, y 1 °C por debajo de la
temperatura apropiada para la emergencia de brotes y crecimiento de estolones y 5 °C por debajo

de la minima Gptima para el crecimiento vegetativo.
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Figura 6. Humedad relativa, -~ Temperaturas maximas —— Yy minimas -~~~ registradas

con un Hobo durante la investigacién dentro del invernadero.
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La temperatura tiene un efecto significativo en el desarrollo de CaLso, el rango de temperaturas
reportadas para el desarrollo 6ptimo de la bacteria dentro de la planta es de 27 a 32 °C. A
temperaturas bajas (<17 °C) se afecta la movilidad dentro de la planta, mientras que atemperaturas
por encima de 32 °C se inhibe por completo el desarrollo de la bacteria y se dejan de presentar
sintomas (Camacho-Tapia et al., 2015; Munyaneza et al., 2012).

Las temperaturas registradas a partir de la inoculacion fueron entre los 12 y 22 °C con un promedio
de 17 °C y 71 % de humedad relativa. Esta temperatura media estuvo 10 °C por debajo del rango
de temperaturas optimas para el desarrollo de la bacteria en la planta, y fue la minima para la

movilidad de la bacteria.

4.2. Variables respuesta

4.2.1.Intercambio de gases
De acuerdo con el andlisis de varianza (Cuadro 3) no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en
las variables respuesta tasa de fotosintesis (A), conductancia estomatica (gs), concentracion interna
de CO> (Ci) y tasa de traspiracion (E) por efecto del genotipo (G), inoculacion (1) y la interaccion

(Gx1.
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Cuadro 3. Valores de F del andlisis de varianza de los componentes de intercambio gaseoso en
genotipos de papa inoculados con la combinacion de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de
Candidatus Liberibacter solanacearum a los 22 dias después de la inoculacion en Montecillo,
Texcoco, Edo. de México, 2019.

FV GL A gs Ci E
G 3 0.48 NS 1.64 NS 0.03 NS 0.57 NS
I 1 0.99 NS 1.53 NS 0.43 NS 0.6 NS
Gxl 3 0.77 NS 3.01 NS 0.14 NS 1.2 NS
CV (%) 44 113 18 33

FV= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; A= tasa de fotosintesis neta (umol CO2 m* s
1); gs= conductancia estomatica (mol H,O m* s); Ci= Concentracion interna de CO, (umol CO;
mol™?); E= tasa de transpiracion (mmol H,O m? s); G= Genotipo; I= Inoculacion; CV=
coeficiente de variacion; NS= no significativo (p > 0.05).

4.2.2. Area foliar (AF, cm2/planta)
De acuerdo al andlisis de varianza (Cuadro 4) en las dos fechas de muestreo se observaron
diferencias altamente significativas (P < 0.001), y significativas (P < 0.05) en el area foliar por

efecto del genotipo (G) y la interaccion (G x 1), respectivamente. En cambio la inoculacion (1) no

tuvo efecto significativo (P > 0.05) en el area foliar.

Cuadro 4. Valores de F del andlisis de varianza de la variable area foliar (cm?/planta) de genotipos
de papa inoculados con la combinacion de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus
Liberibacter solanacearum en dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo. de México,
2019.

FV GL 45 ddi 83 ddi
G 3 9.8 *x 21,1 ***
| 1 1.1 0.1
Gxl 3 16* 0.08 *
CV (%) 76 85

FV= fuentes de variacion; G=genotipo; I= inoculacion; G x I= interaccion; CV= coeficiente de
variacion; GL= grados de libertad; ddi= dias después de la inoculacion; *** Significancia
estadistica con p < 0.001; ** Significancia estadistica con p < 0.01; * Significancia estadistica con
p < 0.05.
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A los 45 ddi, T05-13-21 y Fianna presentaron las medias de area foliar més bajas (Tukey, 0.05),
mientras que a los 83 ddi Fianna presentd la media de area foliar mas baja porque las hojas habian
senescido (Cuadro 5). En ambas fechas de muestreo la mayor area foliar se observé en el genotipo

Solanum demissum.

Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable area foliar (cm?/planta) entre genotipos de papa
en dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México.

) Primer muestreo Segundo muestreo
Genotipo ) .
45 ddi 83 ddi
T05-13-21 897.62 c 1309.27 b
S. demissum 2928.02 a 6103.01 a
T90-1-63 1318.90 b 1966.21 b
Fianna 801.73 ¢ 0.00 ¢
CV (%) 75 81

CV= Coeficiente de variacion; ddi= dias después de la inoculacion; Medias con distintas letras
indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

En la interaccidn genotipo x interaccion (G x I) los clones T05-13-21 (45 ddi) y T90-1-63 (ambas
fechas de muestreo) presentaron medias mas altas del area foliar en plantas inoculadas; por el
contrario Fianna (45 ddi) presento las medias mas altas de area foliar en plantas sin inocular (T1).
A los 83 ddi solo en T90-1-63, el area foliar en T2 fue mayor que en T1, mientras que en los demas
genotipos las medias entre T1 y T2 fueron iguales. En ambas fechas de muestreo en Solanum

demissum, las medias de area foliar entre T1 y T2 fueron iguales (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparacion de medias del area foliar (cm?/planta) de papa de la interaccion genotipo
x inoculacion con los haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum
en dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco Edo de México, 2019.

Gxl 45 ddi 83 ddi
T1 T2 T1 T2
T05-13-21 412.55 ¢ 1382.70 b 1089.43 ¢ 1529.12 ¢
S. demissum 3080.99 a 2775.05 ab 6153.45 a 6052.57 a
T90-1-63 768.25 ¢ 1869.56 b 1704.24 ¢ 2228.18 b
Fianna 1008.71 b 594.76 ¢ 000 d 000 d
CV (%) 99 51 103 66

CV= Coeficiente de variacion; T1= Plantas sin inoculacién; T2= Plantas inoculadas con
Candidatus Liberibacter solanacearum; ddi= dias después de la inoculacién; Medias con distintas
letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

4.2.3.Biomasa seca (g/planta)

De acuerdo al analisis de varianza (Cuadro 7) hubo diferencias altamente significativas (P < 0.001)
en la biomasa seca de las diferentes estructuras vegetales en ambas fechas de muestreo por efecto
del genotipo, excepto en PSH (45ddi).

La inoculacién (1) fue altamente significativa (P < 0.01) en PSTh y BT en ambas fechas de
muestreo, mientras que en PSR fue significativa (P < 0.05) y altamente significativas (P < 0.01) a
los 45 ddi y 83 ddi, respectivamente. En PSH el efecto de | fue significativo (P < 0.05) a los 45
ddi, excepto a los 83 ddi (P > 0.05).

Por efecto de la interaccion (G x 1), se observaron diferencias significativas (P < 0.05) en PST a
los 45 ddi, en PSThb a los 83 ddi y en PSH en ambas fechas de muestreo; y diferencias altamente
significativasen P <0.01 0 P <0.001 para PSR y BT en ambas fechas de muestreo, en PST a los
83 ddiyenPSTbalos 45 ddi. Es decir, la interaccion fue significativa en ambas fechas de muestreo

en la biomasa seca de las diferentes estructuras vegetales.
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Cuadro 7. Valores de F del andlisis de varianza de las variables de biomasa seca en genotipos de papa inoculados con la combinacion
de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacearum en dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco,
Edo. de México, 2019.

FV GL 45 ddi 83 ddi
PSH  PST PSR PSTb BT PSH PST PSR PSTb BT
4.5 15
G 3 20  11.8%%x 387 kx 33k ] 4%ex 1] wmk D05 xx 3wk
*k%k *k*k
! 1 51* 23 54 * 90 * 19* 002 0.6 114 ** 40 ** 23 **
Gxl 3 42* 02¢  50*  19¥ 21 02 * 003 % 102 ** 27 * 20 **
CV (%) 27 51 93 29 24 74 72 88 43 36

FV= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; ddi= dias después de la inoculacion; G= genotipo; 1= inoculacion; PSH= peso seco hoja (g/planta); PST= peso
seco tallo (g/planta); PSR= peso seco raiz (g/planta); PSTh= peso seco de tubérculos (g/planta); BT= biomasa seca total (g/planta); CV= coeficiente de variacién;
*** Significancia estadistica con p < 0.001; ** Significancia estadistica con p < 0.01; * Significancia estadistica con p < 0.05.
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El genotipo Solanum demissum presento6 las medias mas altas de PSH, PSR y PST, mientras que
Fianna presentd las medias mas altas de PSTb y BT en ambas fechas de muestreo. Los clones
T05-13-21 y T90-1-63 presentaron las medias méas bajas de biomasa seca en todas las estructuras

de la planta excepto en PSH a los 45 ddi (Cuadro 8).

En ambos muestreos las plantas que fueron inoculadas con la bacteria (T2) mostraron mayor valor
de medias de biomasa seca en PSH, PST y PSR, pero el mayor valor de medias de PSTh y BT se

registré en plantas que no fueron inoculadas (Cuadro 9).

La variedad Fianna que es susceptible a Candidatus Liberibacter solanacerum en ambos muestreos
presento la media mas alta de biomasa seca en la estructura vegetal PSTh en T1, en general obtuvo
la media més alta de BT en plantas que no fueron inoculadas, en comparacion con el resto de los

genotipos inoculados y no inoculados.

El genotipo Solanum demissum obtuvo las medias mas altas de biomasa seca en las estructuras de
la planta PSH, PST y PSR en ambas fechas de muestreo, sin embargo a los 45 ddi los valores de
PSH y PSR fueron mayores en T2, mientras que en PST no present6 diferencias entre tratamientos.
Por el contrario a los 83 ddi las estructuras vegetales PST y PSR presentaron los valores mas altos
de biomasa seca en T2, mientras que PSH no presentd diferencias entre ambos tratamientos.

(Cuadros 10y 11)
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Cuadro 8. Comparacion de medias de la biomasa seca (g/planta) de las estructuras vegetales entre genotipos de papa en dos fechas de
muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

Genotipo 45 ddi 83 ddi

PSH PST PSR PSTDb BT PSH PST PSR PSTb BT

T05-13-21 160a 99 c 09 c 912 b 1181 ¢ 141 b 71 b 05b 1281 D 149.7 ¢

S. demissum 195 a 199 a 353 a 429 ¢ 1176 ¢ 55.3 a 29.0 a 9.7a 88.8 ¢ 182.7 b

T90-1-63 152 a 160b 19 b 116.5 b 1495 b 200 b 79 b 07b 12350D 1520 c

Fianna 173 a 52 ¢ 21 b 162.7 a 187.3 a 161 b 42 b 06b 1710 a 1919 a

CV (%) 32 o1 109 30 25 71 70 120 47 37

Primer muestreo= 45 ddi; Segundo muestreo= 83 ddi; PSH= peso seco hoja (g/planta); PST= peso seco tallo (g/planta); PSR= peso seco
raiz (g/planta); PSTh= peso seco de tubérculos (g/planta); BT= biomasa seca total (g/planta); CV= Coeficiente de variacién; Medias con
distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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Cuadro 9. Comparacion de medias de la biomasa seca (g/planta) de las estructuras vegetales entre tratamientos en dos fechas de muestreo
en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

Tratamiento 45 ddi 83 ddi

PSH PST PSR PSTDb BT PSH PST PSR PSTb BT

Sin inocular 155 b 11.3 a 6.9 b 116.2 a 1499 a 259 a 111 a 1.7 b 143.7 a 182.3 a

Inoculadas 185a 142 a 132a 905 b 1364 b 268a 129a 41a 1119Db 1558 b

CV (%) 31 66 180 52 31 95 108 177 50 37

PSH= peso seco hoja (g/planta); PST= peso seco tallo (g/planta); PSR= peso seco raiz (g/planta); PSTh= peso seco de tubérculos
(g/planta); BT= biomasa seca total (g/planta); ddi= dias después de la inoculacion; T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas
con Candidatus Liberibacter solanacearum; CV= Coeficiente de variacion; Medias con distintas letras indican diferencias significativas
(Tukey, 0.05).
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Cuadro 10. Comparacion de medias de la biomasa seca (g/planta) de las estructuras vegetales de la interaccion entre genotipo y la
inoculacion con los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a los 45 dias después de la inoculacién
en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

GxT PSH PST PSR PSTb BT

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

T05-13-21 143 c¢c 178 b 94 c 104 b 09 d 09 d 905 ¢ 920 ¢ 1151 c 1211 c

) 151 bc 239 a 18.6 ab 21.1 a 231 b 47.6 a 545 d 313 d 1113 c 1239 c
demissum

T90-1-63 131c 173D 135 b 184 ab 20 c 18 ¢ 1447 Db 883 ¢ 1733 b 1257 ¢c

Fianna 195b 151 bc 38 d 6.7 c 16 ¢ 26 C 1751 a 1503 b 2000 a 1747 b

CV (%) 31 24 56 47 90 89 33 18 27 19

T1= plantas sin inocular; T2= plantas inoculadas con Calso; PSH= peso seco hoja (g/planta); PST= peso seco tallo (g/planta); PSR=
peso seco raiz (g/planta); PSTh= peso seco de tubérculos (g/planta); BT= biomasa seca total (g/planta); CV= Coeficiente de variacion;
Medias con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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Cuadro 11. Comparacion de medias de la biomasa seca (g/planta) de las estructuras vegetales de la interaccion entre genotipo y la
inoculacion con los haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a los 83 dias después de la inoculacion
en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

G xT PSH PST PSR PSTb BT

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

T05-13-21 117 c 16.5 c 6.0 c 82 c 05c 05c 146.1 b 1100 b 1643 b 1353 c
S.

demissum

57.5 a 53.0 ab 277 b 30.2 a 49 b 144 a 926 ¢ 850 c¢ 1827b 1826 Db

T90-1-63 216 Db 183 b 6.8 c 9.0 ¢ 05¢c 08 c 1143 b 1326 b 1432 c 160.7 b

Fianna 129 ¢ 193 b 39 ¢c 45 ¢c 0.6 c 0.7 c 221.7a 1202 b 2391 a 1447 c

CV (%) 86 59 95 49 40 74 144 47 34 38

T1= plantas sin inocular; T2= plantas inoculadas con Calso; PSH= peso seco hoja (g/planta); PST= peso seco tallo (g/planta); PSR=
peso seco raiz (g/planta); PSTh= peso seco de tubérculos (g/planta); BT= biomasa seca total (g/planta); CV= Coeficiente de variacion;
Medias con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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4.2.4.Rendimiento (g/planta) y calidad de tubérculo

Como puede observarse en el andlisis de varianza (Cuadro 12) se encontraron diferencias
altamente significativas (P < 0.001) en el peso de la biomasa fresca del tubérculo (rendimiento),
namero total de tubérculos por planta (NTP) y en el nimero total de tubérculos por planta
clasificados por calidad, por efecto del genotipo en ambas fechas de muestreo.

El efecto de la inoculacion fue altamente significativa (P < 0.01) en el rendimiento y en el nimero
de tubérculos de calidad grande a los 45 ddi, y significativa (P <0.05) en el niUmero de tubérculos
de primera y segunda calidad a los 45 ddi, en el nimero de tubérculos por planta (NTP) y el namero
de tuberculos de calidad grande a los 83 ddi, y en el nimero de tubérculos de cuarta calidad en
ambas fechas de muestreo.

En la interaccion (G x I) se observaron diferencias altamente significativas (P < 0.01) en el
rendimiento de tubérculo, nimero de tubérculos de calidad grande, nimero de tubérculos de
primera calidad y el nidmero de tubérculos de cuarta calidad en ambas fechas de muestreo.
También hubo diferencia significativa (P < 0.05) en el nimero de tubérculos por planta (NTP) a

los 45 ddi, y en el nimero de tubérculos de segunda y tercera calidad en ambas fechas de muestreo.
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Cuadro 12. Valores de F del analisis de varianza de rendimiento (g/planta) y calidad de tubérculo en genotipos de papa inoculados con
la combinacion de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacearum en dos fechas de muestreo en
Montecillo, Texcoco, Edo. de México, 2019.

45 ddi 83 ddi
FV GL Rendimient NTP Calidad, namero de tubérculos por Rendimient NTP Calidad, namero de tubérculos por
0 planta 0 planta
Grande 12 22 3? 42 Grande 12 22 3? 42
16.9 7.8 306 78 7.7 197 454 153 145 116 131 499
G 3 989 e **k*k **k* **k* **kx **kx **kx 412 e *kx *kx *kx *kx *kx *kx
I 1 8.0 ** 0.2 if 1;8 0;3 0.7 02* 0.01 31* 25* 23 0.4 06 30*
Gxl 3 1.6 ** 0.1* 21** ?f 2;2 1;4 ?i 2.5 ** if iz (if 03 * 07 * ii
Cv
(%) 22 110 175 72 86 101 129 30 81 145 95 71 100 90

FV= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; G= genotipo; I= inoculacién; ddi= dias después de la inoculacion; Rendimiento=
peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta); NTP= nimero total de tubérculos por planta; Clasificacion de tubéerculos; grande (> 56
mm);la= primera clase (45 a 55 mm); 2a= segunda clase (35 a 44 mm); 3a= tercera clase (28 a 34 mm); 4a= cuarta clase o residuos (<
28 mm), CV= coeficiente de variacion; *** Significancia estadistica con p < 0.001; ** Significancia estadistica con p < 0.01; *
Significancia estadistica con p < 0.05.
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Fianna presentd los valores de medias mas altos en peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta),
namero de tubérculos de calidad grande, nimero de tubérculos de primera y segunda calidad en
ambas fechas de muestreo (Cuadro 13). En ambos muestreos T90-1-63 obtuvo el valor de media
mas alto de nimero de tubérculos de tercera calidad, mientras que Solanum demissum presento

las medias més altas de NTP y de nimero de tubérculos de cuarta calidad.

Las plantas que no fueron inoculadas (T1) presentaron medias mas altas de peso de biomasa fresca
de tuberculos por planta, nimero de tubérculos de primera, segunda y tercera calidad en ambas
fechas de muestreo. A los 45 ddi las plantas que no fueron inoculadas (T1) presentaron el valor de
medias en NTP mas alto, mientras que a los 83 ddi NTP fue mayor en T2. En ambas fechas de
muestreo en T2 se observaron medias mas altas de nimero de tubérculos de cuarta calidad (Cuadro

14).
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Cuadro 13. Comparacion de medias de rendimiento (g/planta) y calidad de tubérculo entre genotipos en dos fechas de muestreo en

Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

45 ddi 83 ddi
Genotipo Rendimiento  NTP Calidad, nimero de tubérculos por planta  Rendimiento ~ NTP Calidad, nimero de tubérculos por planta
Grande 12 28 3 42 Grande 12 22 3 42
T05-13-21 5132 b 64 b 03b 15b 22b 15b 09 c 618.7 b 91 b 03b 16b 30a 13b 30 b
S. demissum 1346 ¢ 9%6.1a 00c 00c 00c 00c 970a 2741 ¢ 1829a 00b 00c 00c 00c 1827a
T90-1-63 4525 b 54 b 00c 02c 28b 31la 105b 371 ¢ 139 b 00b 03c 23b 53a 30 b
Fianna 888.8 a 31 b 10a 26a 32a 17b 330D 947.0 a 116 b 15a 22a 34a 21b 250D
CV (%) 24 106 185 72 89 101 124 31 88 151 94 69 98 99

Rendimiento= peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta); NTP= nimero total de tubérculos por planta; ddi= dias después de la
inoculacion; Clasificacion de tubérculos; grande (> 56 mm); 1a= primera clase (45 a 55 mm); 2a= segunda clase (35 a 44 mm); 3a=
tercera clase (28 a 34 mm); 4a= cuarta clase o residuos (< 28 mm); CV= Coeficiente de variacion; Medias con distintas letras indican

diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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Cuadro 14. Comparacién de medias de rendimiento y calidad de tubérculo entre tratamientos en dos fechas de muestreo en Montecillo,
Texcoco, Edo de México, 2019.

45 ddi 83 ddi
. Rendimiento . , . . . , ,
Tratamiento NTP Calidad, nimero de tubérculos por planta Rendimiento NTP Calidad, nimero de tubérculos por planta
Grande 1@ 22 32 42 Grande 1@ 28 3 42

Sin inocular 541.4 a 308a 10a 1l2a 22a l1l4a 2560b 551.1 a 432 b 08a 09a 23a 20a 3760b

Inoculadas 4532 b 349a 02b 09b 18b 18a 302a 547.4 a 655a 02b 12a 20a 24a 596 a

CV (%) 59 155 216 127 107 122 155 57 163 204 128 91 133 188

T1= Plantas sin inoculaciéon; T2= Plantas inoculadas con Candidatus Liberibacter solanacearum; ddi= dias depsues de la inoculacion;
Rendimiento= peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta); NTP= numero de tubérculos por planta; Clasificacion de tubérculos;
grande (> 56 mm); 1la= primera clase (45 a 55 mm); 2a= segunda clase (35 a 44 mm); 3a= tercera clase (28 a 34 mm); 4a= cuarta clase
o residuos (< 28 mm); CV= Coeficiente de variacion; Medias con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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La media del rendimiento de Fianna fue mayor en plantas que no fueron inoculadas en ambos
muestreos. En los demas genotipos las medias de rendimiento fueron iguales entre plantas
inoculadas y no inoculadas a los 45 ddi (Cuadro 15), mientras que a los 83 ddi se observo en
Solanum demissum y T90-1-63 mayor biomasa de tubérculo fresco en plantas inoculadas, y en
T05-13-21 el rendimiento no fue diferente entre T1 y T2 (Cuadro 16).

El nimero de tubérculos por planta de Solanum demissum fue mayor en T2 que en T1 en ambas
fechas de muestreo. En los demas genotipos el nimero de tubérculos no fue afectado por la
inoculacion.

En cuanto a la calidad de tubérculo, Fianna presentd medias mas altas de nimero de tubérculos
grandes en plantas sin inocular durante ambos muestreos; sin embargo, presentd medias mas altas
del nimero de tubérculos de primera calidad en T1 a los 45 ddi y en T2 a los 83 ddi.

El nimero de tubérculos de segunda calidad de T90-1-63 y T05-13-21 fue mayor en plantas sin
inocular a los 45 y 83 ddi, respectivamente, mientras que en los deméas genotipos las medias de
esta variable fueron iguales entre plantas inoculadas y sin inocular.

Las medias de niamero de tubérculos de tercera calidad de plantas inoculadas y sin inocular fueron
iguales en la mayoria de los genotipos en ambas fechas de muestreo, excepto en T90-1-63 que fue
mayor en T1 a los 45 ddi, y en T2 a los 83 ddi. También en Fianna se observd mayor nimero de
tubérculos de tercera calidad en T2 que en T1 a los 45 ddi.

Solanum demissum fue el Unico genotipo que presentd diferencias en nimero de tubérculos de

cuarta calidad entre T1 y T2 con la mayor media en T2 en ambas fechas de muestreo.
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Cuadro 15. Comparacion de medias de rendimiento y calidad de tubérculo de la interaccion entre genotipo y la inoculacion con los
haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a los 45 dias después de la inoculacion en Montecillo,
Texcoco, Edo de México, 2019.

GxT Rendimiento NTP Calibre de Tubérculos
Grande 12 22 32 42
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
T05-13-21 5122 ¢ 5142c 58c¢c 70 ¢ 03 b 04 b 16 ¢ 13 ¢ 18 b 25b 12 b 1.8 b 0.8 d 1.0 cd
S.emissum 1609 d 1083 d 89.3b 1045a 0.0c 0.0 c 0.0d 0.0d 0.0 c 00 c 0.0 c 00 c 89.3 b 1045a
T90-1-63 5399 ¢ 3652 c¢c 170c 160 c 00c 0.0 c 02d 0.1d 40 a 15b 35a 27 b 93¢ 11.7 ¢
Fianna 9525 a 8252 b 112c 122 ¢ 15 a 05b 30a 22 b 28 b 35b 08 c 25b 30c 35¢c
CV (%) 22 21 112 108 161 181 65 81 84 90 75 113 135 125

Rendimiento= peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta); NTP= numero de tubérculos por planta; Clasificacion de tubérculos;
grande (> 56 mm); 1°= primera clase (45 a 55 mm); 2°= segunda clase (35 a 44 mm); 3°= tercera clase (28 a 34 mm); 4°= cuarta clase
0 residuos (< 28 mm); T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con Candidatus Liberibacter solanacearum; Medias con
distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05)
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Cuadro 16. Comparacion de medias de rendimiento y calidad de tubérculo de la interaccion entre genotipo y la inoculacion con los
haplotipos LsoA + Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum a los 83 dias después de la inoculacion en Montecillo,
Texcoco, Edo de México, 2019.

GxT Rendimiento NTP Calibre de Tubérculos
Grande 12 28 3 42
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
T05-13-21 645.8 ¢ 591.7¢c 107 ¢ 75 ¢ 03¢ 02c 13 b 18 b 35 a 25 b 15¢ 10 ¢ 40 ¢ 20 ¢
S.
234.4¢e 313.8d 1383 b 2275a 00c 00c 00 c 00 c 00 c 00 c 0.0 d 0.0d 138.3b 2275a
demissum
T90-1-63 282.3¢e 432.0d 12.7 ¢ 152 ¢ 00 c 00 c 00 c 05 ¢c 25 b 22 b 43 b 6.2 a 58 ¢ 6.3 ¢
Fianna 10419a 852.1b 112 ¢ 120 ¢ 20 a 10b 18 b 25 a 33 a 35a 18 ¢ 23 ¢ 22 ¢ 27 ¢
CV (%) 24 35 64 85 129 169 106 86 76 64 59 118 73 94

Rendimiento= peso de biomasa fresca de tubérculo (g/planta); NTP= numero de tubérculos por planta; Clasificacion de tubérculos;
grande (> 56 mm); 1°= primera clase (45 a 55 mm); 2°= segunda clase (35 a 44 mm); 3°= tercera clase (28 a 34 mm); 4°= cuarta clase
0 residuos (< 28 mm); T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con Candidatus Liberibacter solanacearum; Medias con
distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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4.2.5.Porcentaje de dafio en area foliar por planta (DAF)
De acuerdo con el andlisis de varianza (Cuadro 17) se observaron diferencias altamente
significativas (P < 0.001) del porcentaje de dafio en &rea foliar por planta (DAF) por efecto del

genotipo (G), inoculacion (1) y la interaccion (G x 1) a los 20, 50 y 83 ddi (cosecha).

Cuadro 17. Valores de F del andlisis de varianza del porcentaje de dafio del area foliar en plantas
de papa inoculadas con la combinacion de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus
Liberibacter solanacearum en Montecillo, Texcoco, Edo. de México, 2019.

FV GL 20 ddi 50 ddi 83 ddi
G 3 7.4 %%% 35.6 *** 29.5 ***
| 1 106.2 *** 189.6 *** 165.3 ***
Gxl 3 7.3 %** 20.6 *** 36.98 ***
CV (%) 19 8 9

FV= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; G= genotipo; I= inoculacion; Primer muestreo=
20 ddi; Segundo muestreo= 50 ddi; Tercer muestreo= 83 ddi; CV= coeficiente de variacion; ***
Significancia estadistica con p < 0.001; ** Significancia estadistica con p < 0.01; * Significancia
estadistica con p < 0.05.

_ i & = ST et e\ :
Figura 7. Dafio por CaLso en area foliar de plantas de papa del 75% se observé retraso del
crecimiento, hojas ocasionales de color purpura, acostamiento de la planta y inicio de formacion

de tubérculos aéreos
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Figura 8. Dario foliar (%) en los genotipos a) L1 T05-13-21, b) 4 Solanum demissum, ¢) BN T90-
1-63, d) # Fianna, despues de la inoculacién (ddi) con la combinacion de los haplotipos LsoA +
Lso B (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacerum en Montecillo, Texcoco, Edo. de México,

2019.

A los 20 ddi el clon T05-13-21 presento la media de DAF mas baja mientras que el resto de los
genotipos presentaron medias iguales (Tukey, 0.05). T90-1-63 y Fianna presentaron mayor DAF
gue Solanum demissum y T05-13-21 a los 50 ddi. En la cosecha, el clon T90-1-63 presento la
media de DAF maés alta, seguido de Fianna, mientras que el clon T05-13-21 y Solanum demissum
presentaron los menores valores (Cuadro 18).

Las plantas inoculadas presentaron mayor DAF (Cuadro 19) y en la interaccidn todos los genotipos
presentaron mayor DAF en plantas inoculadas (Figura 8), donde Fianna presentd las medias mas

altas en plantas inoculadas, en comparacion con lo observado en los otros genotipos (Cuadro 20).
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Cuadro 18. Comparacion de medias de porcentaje de dafio del area foliar entre genotipos de papa
en tres fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

) Primer muestreo Segundo muestreo Tercer muestreo

Genotipo ) ) )

20 ddi 50 ddi 83 ddi

T05-13-21 11 b 20 b 27¢C
S. demissum 15 a 20 Db 25¢c
T90-1-63 15 a 2.6 a 34a
Fianna 15 a 25 a 3.0b
CV (%) 37 54 57

Escala de porcentaje del dafio de area foliar por planta donde 1 = planta asintomatica (0 %); 2 =
enrollado de las hojas y coloracion amarillenta de la planta (25 %); 3 = retraso del crecimiento,
epinastia de las hojas y coloracion amarillenta de la planta (50 %); 4 = tubérculos aéreos y rodadura
de toda la planta, retraso del crecimiento, y hojas ocasionales de color purpura (75 %); 5 = muerte
de la planta (100 %); ddi= dias después de la inoculacion; CV= Coeficiente de variacion; Medias
con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

Cuadro 19. Comparacién de medias del porcentaje de dafio en area foliar por planta entre
tratamientos de papa en tres fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

Tratamiento 20 ddi 50 ddi 83 ddi

Sin Inocular 10 b 11 b 14b

Inoculadas 18 a 34 a 4.4 4
CV (%) 26 17 20

T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con Candidatus Liberibacter solanacearum;
Escala de porcentaje de dafio en area foliar donde 1 = planta asintomatica (0 %); 2 = enrollado de
las hojas y coloracién amarillenta de la planta (25 %); 3 = retraso del crecimiento, epinastia de las
hojas y coloracion amarillenta de la planta (50 %); 4 = tubérculos aéreos y rodadura de toda la
planta, retraso del crecimiento, y hojas ocasionales de color purpura (75 %); 5 = muerte de la planta
(100 %); ddi= dias después de la inoculacion; CV= Coeficiente de variacién; Medias con distintas
letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

43



Cuadro 20. Comparacion de medias del porcentaje de dafio en area foliar en plantas de papa en la
interaccion entre genotipo y la inoculacion con los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de
Candidatus Liberibacter solanacerum en tres fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de
México, 2019.

GxT 20 ddi 50 ddi 83 ddi
T1 T2 T1 T2 T1 T2
T05-13-21 1.0 ¢ 1.2 b 10 e 30 ¢ 1.0 d 43 b
demiss.sum 10 ¢ 2.0 a 10 e 30 ¢ 1.0 d 4.0 b
T90-1-63 1.0 ¢ 20 a 15 d 3.7 b 25 ¢ 43 b
Fianna 10 ¢ 20 a 1.0 e 4.0 a 10d 50 a
CV (%) 2 21 3 8 4 8

T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con Candidatus Liberibacter solanacearum;
Escala de porcentaje de dafio en area foliar donde 1 = planta asintomatica (0 %); 2 = enrollado de
las hojas y coloracion amarillenta de la planta (25 %); 3 = retraso del crecimiento, epinastia de las
hojas y coloracion amarillenta de la planta (50 %); 4 = tubérculos aéreos y rodadura de toda la
planta, retraso del crecimiento, y hojas ocasionales de color purpura (75 %); 5 = muerte de la planta
(100 %); ddi= dias despues de la inoculacion; CV= Coeficiente de variacion; Medias con distintas
letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

4.2.6.Calidad

4.2.6.1. Manchado de la pulpa de tubérculo (Mtb)
De acuerdo al andlisis de varianza (Cuadro 21) en las dos fechas de muestreo se observaron
diferencias altamente significativas (P < 0.01) en todas las clases de Mtb por efecto del genotipo
(G), inoculacién (1) y la interaccion (G x 1), excepto en la clase 5 a los 45 ddi y en la clase 4 a los
83 ddi en donde el efecto de G fue significativo con P < 0.05. En cambio no fue significativo (P >
0.05) el efecto del el genotipo (45 ddi) y la inoculacion (83 ddi) en la clase 3. Cabe mencionar

gue no se observaron valores de Mtb en la clase 2.
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Cuadro 21. Valores de F del anélisis de varianza del manchado de la pulpa de tubérculo (%) en genotipos inoculados con la combinacion
de los haplotipos LsoA + LsoB (LsoAB) de Candidatus Liberibacter solanacearum de dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco,

Edo. de México, 2019.
45 ddi 83 ddi
Vv GL
Clases evaluadas en el % de Mtb Clases evaluadas en el % de Mtb
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

G 3 7.1 *** 0 2 NS 19.3 *** 33 * 5.0 ** 0 14.0 ** 20 * 7.3 ***

I 1 89.2 *** 0 10.1 ** 156.2 *** 38.0 *** Q944 *** 0 0.3 NS 86.0 ***  5{.2 ***
Gxl 3 7.5 *** 0 3.6 ** 21.8 ** 3.0 ** 7.6 *** 0 0.2 ** 45 ** 6.9 ***
CV (%) 28 0 155 67 137 27 0 148 72 115

FV= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; G= genotipo; I= inoculacion; Primer muestreo= 45 ddi; Segundo muestreo= 83 ddi;
Clasel= 0% oscurecimiento; Clase 5= nivel méximo de oscurecimiento; Mtb= manchado del tubérculo; CV= coeficiente de variacion;
*** Significancia estadistica con p < 0.001; ** Significancia estadistica con p < 0.01; * Significancia estadistica con p < 0.05; NS= No

significativo.
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T05-13-21 y Fianna presentaron las medias de Mtb mas altas de la clase 1 y las medias de Mtb
mas bajas en la clase 5 a los 45 ddi. Ambos cultivares también presentaron media iguales en las
categorias 1, 3 y 5 a los 83 ddi, ademas Fianna y Solanum demissum presentaron medias de Mtb
mas altas en la clase 4 que los clones en esta fecha de muestreo. T90-1-63 presentd la media de
Mtb més alta en la clase 1 y la media mas baja en la clase 5 a los 83 ddi, y a los 45 ddi present6 la
menor superficie en la clase 4 junto con T05-13-21. Solanum demissum presentd la media de Mtb
mas baja en la clase 1y la media més alta de la clase 5 en ambas fechas de muestreo. A los 45 ddi
los genotipos presentaron las mismas medias de Mtb en la clase 3, y solo T90-1-63 presento la
media de Mtb mas alta a los 83 ddi pero solo fue 0.4 % (Cuadro 22).

Sin inoculacion la superficie sana fue mayor a 96 %, mientras que los tubérculos de las plantas
inoculadas presentaron cerca de 50 % de Mtb repartido casi equitativamente en las clases 4 y 5 en
ambas fechas de muestreo; en la clase 3 solo se observd mayor valor de Mtb en T2 a los 45 ddi,
aungue los valores en ambas fechas de muestreo fueron menores a 1 % (Cuadro23).

Los porcentajes de superficie sana en los tubérculos de los diferentes genotipos fueron mayores a
97 % en ambas fechas de muestreo, excepto a los 83 ddi en T90-1-63 debido posiblemente a que
las plantas venian contaminadas con la bacteria desde su propagacion in vitro; en todos los casos
fue menor la superficie sana en plantas inoculadas, donde Solanum demissum fue la que presento
la mayor reduccion de superficie sana (clase 1) en ambas fechas de muestreo, mientras que T90-
1-63 presento6 la mayor superficie sana en tubérculos de plantas inoculadas (cerca de 80 %) en la
cosecha. Los valores de superficie sana de tubérculos de Fianna inoculados fueron similares a

T05-13-21.
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Solanum demissum

Fianna

T05-13-21

190-1-63

Figura 9. Ejemplos del manchado interno de la pulpa en rodajas de papa mediante el procesamiento
de imagenes y uso de un clasificador PNN; Superficie con manchado se representa en color rojo,
superficie sana se representa en color azul. Derecha tubérculo de plantas inoculadas con CaLso.

Izquierda tubérculos de plantas sin inocular
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Los porcentajes més bajos de Mtb de plantas inoculadas fueron en clase 3 con valores menores a

1 %, por lo que esta clase no es representativa del dafio causado por la bacteria. En ambas fechas

de muestreo las plantas inoculadas con la bacteria presentaron mayor porcentaje de Mtb en las

clases 4 y 5. En clase 4, los clones T90-1-63 y T05-13-21 presentaron los valores de Mth mas

bajos (< 20 %) en ambas fechas de muestreo. Sin embargo en clase 5 Fianna y T05-13-21

presentaron los valores de Mtb mas bajos a los 45 ddi (< 12 %) y T90-13-21 presentd el valor mas

bajo de Mtb (3.2 %) a los 83 ddi. Solanum demissum presenté en general el porcentaje total de

superficie de Mtb mas alto en las clases 4 y 5 (mayor a 70%), en comparacion con el resto de los

genotipos inoculados en ambas fechas de muestreo (Cuadro 24).

Cuadro 22. Comparacion de medias del manchado de la pulpa de tubérculo entre genotipos durante
dos fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

45 ddi 83 ddi
. Superficie Superficie
Genotipo Clases evaluadas en el % de Mth Clases evaluadas en el % de Mtb
sana sana

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
T05-13-21 877 a 00a 006a 62 c 6.1 c 78.0 b 00a 003b 99 b 1210b
? 585 ¢ 00a 002a 246a 169a 615 ¢ 0.0a 007 b 16.7a 217 a

demissum

T90-1-63 771 b 00a 008a 73 c 1560b 85.0 a 0.0a 04 a 128b 18 ¢
Fianna 8l5a 00a 009a 1300b 54 ¢ 726 b 00a 009b 162a 112b

CV (%) 43 0 171 132 172 42 0 145 108 162

Clasel= 0% oscurecimiento; Clase 5= nivel maximo de oscurecimiento; CV= coeficiente de
variacion; Medias con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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Cuadro 23. Comparacion de medias del manchado de la pulpa de tubérculo entre tratamientos en dos fechas de muestreo en Montecillo,
Texcoco, Edo de México, 2019.

45 ddi 83 dd

i Superficie Superficie
Tratamiento  SUPErTIC Clases evaluadas en el % de Mtb Hpertict Clases evaluadas en el % de Mth
sana Sana
1 2 3 4 5) 1 2 3 4 5

Sin inocular 98.6 a 00a 003 b 08 b 06 b 959 a 0.0a 0.17 a 35 b 04 b

Inoculadas 538 b 00a 0.1 a 248 a 213 a 526 b 0.0a 0.14 a 243 a 23.0a

CV (%) 34 0 165 106 148 32 0 179 78 140

Clasel= 0% oscurecimiento; Clase 5= nivel maximo de oscurecimiento; T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con
Candidatus Liberibacter solanacearum; CV= coeficiente de variacion; Medias con distintas letras indican diferencias significativas
(Tukey, 0.05).
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Cuadro 24. Comparacion de medias del manchado de la pulpa de tubérculo de la interaccidn entre genotipo y la inoculacion en dos
fechas de muestreo en Montecillo, Texcoco, Edo de México, 2019.

45 ddi 83 ddi
Superficie Clases evaluadas en el % de Mtb Superficie Clases evaluadas en el % de Mtb
sana sana
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1T T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

T05-13- 980 774 0.0 00 003 009 14 110 06 115 991 570 0.0 0.0 004 002 0.7 191 02 239

21 b c a a b ab d c d c a d a a c C d b d b

S. 99.2 178 0.0 0.0 000 004 03 489 05 333 969 261 00 00 0.09 004 21 313 09 426
demissum a d a a c b de a d a ab e a a C C d a d a
T90-1-63 972 570 0.0 0.0 007 007 14 132 13 298 906 794 00 00 004 05 86 169 03 32

b c a a b b d c d b b c a a C a C b d C

999 630 00 00 000 018 002 260 00 108 971 480 00 00 01 0.05 27 297 01 223

Fianna c a a c a e b d c a d a a b C d ab d b

CV (%) 3 28 0 0 107 128 192 49 114 99 5 53 0 0 155 134 126 55 183 83

Clasel= 0% oscurecimiento; Clase 5= nivel maximo de oscurecimiento; T1= Plantas sin inoculacion; T2= Plantas inoculadas con
Candidatus Liberibacter solanacearum; CV= coeficiente de variacion; Medias con distintas letras indican diferencias significativas
(Tukey, 0.05).
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DISCUSION

Candidatus Liberibacter solanacearum (CalLso) produce la enfermedad conocida como
“manchado de la pulpa del tubérculo” o “Zebra Chip” (ZC, por sus siglas en inglés) caracterizada
por producir deformacion de tubérculos y oscurecimiento de la pulpa cuando se frien; las pérdidas
econdmicas de esta enfermedad pueden ser hasta del 90 % tanto en campo como en el proceso
agroindustrial (Melgoza et al, 2018; Munyaneza et al. 2007).

De acuerdo a Munyaneza et al. (2012), temperaturas por debajo de 17 °C afectan la movilidad de
la bacteria (CaLso) dentro de la planta, mientras que mayores a 32 °C inhiben su multiplicacion,
ya que su desarrollo 6ptimo se encuentra ente 27 y 32 °C. Para el cultivo de papa las temperaturas
optimas dependen de la etapa vegetativa en que se encuentra la planta (Flores et al., 2014);
temperaturas de 24 a 28 °C favorecen el crecimiento vegetativo, 20 °C promueve la emergencia
de brotes y el crecimiento de estolones (Rousselle et al., 1996), y de 18 a 22 °C se forman y
desarrollan tubérculos (Manrique, 1993). Durante el ciclo del cultivo la temperatura media del aire
(19 °C) fue menor al rango de temperaturas 6ptimas para el crecimiento vegetativo de la planta,
aungue fue 6ptimo para la formacion y desarrollo de tubérculos, mientras que la temperatura media
del aire desde la inoculacion hasta la cosecha (17 °C) se ubicé en el limite inferior del rango de
temperaturas para el desarrollo de Calso, por lo que se esperaria que los sintomas de la
enfermedad no fueran tan acentuados debido a la sensibilidad de la bacteria a temperaturas bajas.
Aun asi, en nuestra investigacion la mayoria de las variables respuesta evaluadas en los genotipos
de papa fue afectada por la bacteria.

En México existe una gran diversidad de papas silvestres de gran interés para el mejoramiento
genético, con variacion en forma, color, aunque con tubérculos de menor tamafio que las papas

cultivadas (Rodriguez et al., 2010). Ademas poseen genes que les permiten expresar caracteristicas
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de resistencia en hojas y tubérculos a plagas, enfermedades y estrés ambiental (Hawkes, 1990).
También la resistencia a las enfermedades depende de la interaccion entre factores ambientales y
factores genéticos, a través de manifestaciones de caracter fisico y bioquimico. Como respuesta a
los agentes patdgenos algunas especies de papa tienden a formar gran cantidad de estolones para
aumentar el namero de tubérculos y garantizar la supervivencia de la especie, por ende desarrollan
mayor area foliar para abastecer las demanda de tuberizacién (Veitia et al., 2004). Las plantas
sanas de Solanum demissum presentaron la mayor area foliar por planta, ademas produjeron el
mayor numero de tubérculos por planta, aunque de menor tamafio y por ende rendimientos y
categorias de calidad mas bajas (tuberculos de 42 calidad), que los demas genotipos evaluados. Sin
embargo las plantas inoculadas presentaron porcentaje de dafio foliar (75 %) menor con respecto
a los demas genotipos; ademas el rendimiento y el nUmero de tubérculos por planta aumenté
significativamente en comparacion con plantas sanas, con un total de 73 % de manchado interno
de la pulpa en las clases de mayor grado de oscurecimiento (4 y 5). Los tubérculos en general
fueron de menor tamafio que los registrados por Vossen et al. (2016).

Los cultivares mejorados se caracterizan por presentar altos rendimientos y excelente calidad para
la industria Sin embargo durante el fitomejoramiento se pierde variabilidad genética, y tienden a
ser susceptibles a diversos patdgenos (Parga et al., 2009). Fianna es una de las variedades
introducidas al pais, de origen europeo que produce tubérculos de calibre grande a muy grande,
con caracteristicas deseables para el mercado fresco e industrial. En condiciones adecuadas
produce follaje de cobertura media, y alta produccion de biomasa seca; presenta resistencia a
PLRV (Potato Leatroll Virus), a Spongospora subterrénea, y tolerancia a Phytopthora infestans
(SAGARPA, 2009). Sin embargo, Rivadeneira et al. (2011) encontraron que Fianna cuando se

expone al oomiceto de P. infestans presenta valores de dafio foliar mayores a 95 % y rendimiento

52



de tubérculo de solo 380 g/planta. En nuestra investigacion, Fianna presentd el mayor porcentaje
de severidad con 100 % de senescencia foliar en plantas inoculadas con Calso, aunque el
rendimiento fue significativamente mayor comparado con el rendimiento de los deméas genotipos,
1041.9 g/planta sin inocular y cuando se inocularon el rendimiento por planta disminuy6 en 18 %;
los tubérculos presentaron 52 % de manchado interno de la pulpa en las clases con mayor grado
de oscurecimiento (4 y 5). Esto indica que Fianna es susceptible a Candidatus Liberibacter
solanacearum.

A diferencia de Fianna, el mejoramiento genético de los clones T05-13-21 y T90-1-63 del
programa de fitomejoramiento de papa del INIFAP, ademas de considerar caracteristicas deseables
en la progenie en rendimiento, precocidad y calidad industrial, también se ha puesto énfasis en
incorporar genes de resistencia a plagas y enfermedades (Rivera-Pefia, 2000), utilizando materiales
silvestres para incorporar estos caracteres. En un estudio realizado por Rivedeneira et al. (2011)
quienes evaluaron la resistencia de diversos genotipos, incluyendo T90-1-63, a Phytopthora
infestans, obtuvieron como resultado que la mayoria de los clones experimentales presentaron
dafios en el area foliar mayores a 95 % y rendimientos de 100 a 140 g/planta por lo que se
consideran materiales susceptibles a P. infestans y posiblemente a otros patdgenos. En nuestra
investigacion, los clones presentaron retraso en crecimiento y desarrollo comparado con los demas
genotipos porque su origen fue in vitro, ademas tardaron en aclimatarse y presentaron pérdida de
dominancia apical y por ende mayor crecimiento de brotes laterales. Es notable que en ambos
genotipos no se observaron diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas en la biomasa seca
de cada una de las estructuras vegetales, ni en el 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. El rendimiento de T05-13-21 fue 27 y 41 % mayor al rendimiento de T90-1-63 en
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plantas inoculadas y sin inocular, respectivamente, con tubérculos de 22y 32 calidad. Sin embargo,
T90-1-63 presentd una superficie mas dafiada (90 %) en rodajas de tubérculos de plantas sin
inocular, debido posiblemente a que las plantulas venian contaminadas con CaLso desde el cultivo
in vitro. Las plantas de este clon inoculadas presentaron el menor porcentaje de manchado de
tubérculo (20 %), principalmente en la clase 4, mientras que las plantas de T05-13-21 inoculadas
presentaron el doble de porcentaje de manchado de tubérculo, principalmente en la clase de mayor
grado de oscurecimiento (clase 5). Ambos clones presentaron 83 % de dafio en area foliar en
plantas inoculadas, lo cual fue 17 % menor que en Fianna y 8 % mayor que en S. demissum.

En el caso particular de CaLso no se cuenta aun con un medio sintético para su aislamiento y por
ello no se pueden replicar los sintomas de ZC en cultivo in vitro (Secor et al., 2009), ademas no
hay informacidn precisa de cuéles son los mecanismos de defensa que utiliza las plantas de papa
ante CalL.so (Munyaneza et al., 2010). Los cambios fisiologicos que se observaron en los genotipos
inoculados son resultado de la presencia de la bacteria, pero no necesariamente se tratan de
respuestas de defensa inducidas por la planta. El clon T90-1-63 ademas de presentar menor
superficie de area foliar senescente y menor manchado de la pulpa del tubérculo, tanto en
superficie como en intensidad, también present6 mayor area foliar, biomasa seca total y
rendimiento en plantas inoculadas, lo que sugiere que este material puede presentar genes de
resistencia que le confieren la capacidad de reducir los sintomas de ZC. Sin embargo, estos genes
pueden no estar involucrados en la resistencia a otras enfermedades.

Los genes de resistencia que existen en una determinada variedad ejercen su accién a traves de
una serie de procesos metabdlicos y bioquimicos que dependen del tipo de patdgeno que los
induce. Lee et al. 2020 observaron en plantas resistentes de Solamun lycopersicum inoculadas con

CaLso, concentraciones de acido indol-3-acético bajas, sin cambio aparente en el crecimiento de
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la planta, mientras que los niveles de acido giberélico y &cido jasmdnico fueron mas altos.
Ademas, aunque se conoce que el &cido salicilico y el acido jasmonico desempefian un papel
importante en la respuesta de defensa de la planta inducida y sistémica respectivamente al ataque
del patégeno vy al brote de la enfermedad (Pandey et al., 2013), en ocasiones las plantas pueden
producir etileno y acido jasmonico mediante vias de sefializacion enddgenas independientes del
acido salicilico de manera que inhiben la sintesis de otras hormonas vegetales (Pieterse et al.,
1999).

De acuerdo a lo observado en los genotipos evaluados en esta investigacion, las diferencias en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, como el incremento del area foliar, y el aumento de la
formacion de estolones que genero mayor nimero de tubérculos en Solanum demissum, o el
crecimiento de tallos laterales que se observo en los clones experimentales, surge la siguiente
hipdtesis “la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum induce la sintesis de
hormonas vegetales, como respuesta de defensa por parte de la planta”.

En nuestra investigacion en los tubérculos de plantas inoculadas se observé manchado en la pulpa
debido al incremento de la actividad reductiva de azucares y aminoacidos (Camacho-Tapia et al.,
2016; Wallis et al., 2011). El contenido de azUcares (glucosa, fructuosa, sacarosa), después del
almiddn es una de las caracteristicas mas importantes en la determinacion de calidad de tubérculo
de papa y su mayor efecto se manifiesta en la alteracion del color durante el freido (Stark et al.,
2003). Esto se debe a que los azlcares reductores al estar expuestos a altas temperaturas durante
la fritura se da la formacion de acrilamida, mediante la reaccion de Millard, generando esa
apariencia marron o tonos cafés en las hojuelas de papas fritas, lo que vuelve a los tubérculos no
aptos para el comercio (Hernandez-Deheza et al., 2018; Camacho-Tapia et al., 2016; Wallis et al.,

2011). Rashed et al. (2013) encontraron en tubérculos de plantas infectadas de CalLso agregaciones
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de compuestos fendlicos, peroxidasas, oxidasas, polifenoles, quitinasas, aminoacidos y azlcares
libres (sacarosa, glucosa y fructuosa); estas respuestas aparecen entre tres y cuatro semanas
después de la inoculacion y se asocian con la duracion de los sintomas de ZC y de la infeccién.
CaLso se restringirse a los elementos cribosos del floema de las plantas de papa en donde tiene
acceso a grandes cantidades de azUcares reductores (Camacho-Tapia et al., 2016). Lin et al. (2011)
tienen la hipotesis de que la glucosa es la forma mas importante de carbono reducido utilizado por
Calso para llevar a cabo procesos metabdlicos, porque consideran que ninguna de las secuencias
en el repertorio de los genes de CaLso le permiten trasportar sacarosa o fructuosa a través de la
membrana celular.

En nuestra investigacion el analisis de imagenes nos permitio calcular el porcentaje de superficie
con manchado de la pulpa, ademas de la intensidad del oscurecimiento y la superficie sana del
tubérculo similar a como lo hizo Hernandez-Deheza et al. (2018), lo cual tiene importancia en la
determinacion cuantitativa de la calidad comercial de tubérculo y en el proceso de
fitomejoramiento para seleccionar genotipos resistentes a la enfermedad. El analisis de imagenes
se han utilizado en afios recientes para la deteccion y clasificacion de un gran numero de

enfermedades (Al Bashish et al., 2011).
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CONCLUSION

Candidatus Liberibacter solanacearum afectd el desarrollo de la planta 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 niamero de tubérculos en un tamafio pequefio con su consecuente incremento en el
rendimiento de tubérculo en fresco aunque presentaron el valor mas bajo de superficie sana. Los
clones experimentales presentaron un cierto grado de resistencia a Calso, caracteristicas que le
permitieron disminuir algunos sintomas tipicos de la enfermedad, principalmente T90-1-63 que
presento los valores mas altos de superficie sana de tubérculo (> 79%) y los valores méas bajos en
las clases de manchado interno de la pulpa del tubérculo, siendo un material que contribuye a la
resistencia al manchado interno de la pulpa se recomienda su uso en programas de mejoramiento

genético.
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