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RESUMEN: Este trabajo tuvo como objetivo evaluar las accesiones del género Nicotiana informadas
como fuentes de resistencia frente a aislamientos cubanos de Phytophthora nicotianae Breda de Haan.
Los ensayos se realizaron en aisladores biologicos en condiciones semicontroladas; se calculo el
indice de infeccion en 10 accesiones del género Nicotiana frente a 20 aislamientos de P. nicotianae
con agresividad diferencial y obtenidos en Cuba. Dentro de las accesiones evaluadas, se encuentran
especies de Nicotiana y cultivares de tabaco identificados, internacionalmente, como fuentes de
resistencia ante el patogeno. Los valores del indice de infeccion se utilizaron para clasificar a los
cultivares segin el nivel de resistencia frente al patégeno, ademas de efectuarse un Analisis de
Agrupamiento Jerarquico con distancia euclidiana y método de Ward. El dendrograma obtenido
agrup6 a las accesiones en tres grupos, donde el testigo susceptible KY-14 mostrd las mayores
afectaciones y se separ6 del resto de los cultivares. Los cultivares Florida 301 y Florida 513 integraron
otro grupo con niveles de resistencia variables, entre altamente resistentes y moderadamente
susceptibles. Las accesiones Nicotiana longiflora Viv., Nicotiana plumbaginifolia Cav., tres accesiones
de Nicotiana rustica L. (3100, 3137, 2834) y los cultivares Beinhart -1000 y Beinhart- 1000-1 se
reunieron en un mismo grupo y se comportaron como altamente resistentes frente a la mayoria de los
aislamientos cubanos evaluados.

Palabras clave: enfermedad pata prieta, fuentes de resistencia, manejo integrado de plagas, Nicotiana
tabacum.

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the accessions of the genus Nicotiana
reported as sources of resistance against Cuban isolates of Phytophthora nicotianae Breda de Haan.
The tests were performed under semi-controlled conditions in biological isolators, where the infection
rate was calculated in 10 accessions of the genus Nicotiana in the presence of 20 Cuban isolates of P.
nicotianae with differential aggressiveness. Among the accessions evaluated, there were Nicotiana
species and tobacco cultivars internationally identified as sources of resistance to the pathogen. The
values of the infection index were used to classify the cultivars according to the level of resistance to
the pathogen, in addition to a Hierarchical Grouping Analysis with Euclidean distance and the Ward
method. The dendrogram obtained grouped the accessions into three clusters, where the susceptible
control KY-14 showed the highest susceptibility and separated from the rest of the cultivars. The
cultivars Florida 301 and Florida 513 integrated another group with variable resistance levels, from
highly resistant to moderately susceptible. The accessions Nicotiana longiflora Viv., Nicotiana
plumbaginifolia Cav., three accessions of Nicotiana rustica L. (3100, 3137, 2834), and the cultivars
Beinhart -1000 and Beinhart- 1000-1 clustered into a group, and they behaved as highly resistant to
most of the Cuban isolates evaluated.
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INTRODUCCION

El tabaco (Nicotiana tabacum L.), planta anual
oriunda de América del Sur, representa un cultivo
extendido en diversos paises (1). Cuba es
reconocida a nivel internacional por producir el
mejor tabaco, por tanto, su cultivo requiere de
una atencidon priorizada para mantener la
exquisita calidad que lo distingue (2).

Desde el punto de vista economico, la primera
problemdtica fitosanitaria  del
constituye la enfermedad pata prieta, provocada
por el fitopatogeno de suelo Phytophthora
nicotianae Breda de Haan (3). Existen cuatro
razas descritas para P. nicotianae; sin embargo,
en Cuba se ha informado solamente la raza 0 de
forma generalizada, con escasos aislamientos de
la raza 1 en el afio 2003 (4); no obstante, este
hallazgo no se ha repetido en la ultima década
(5). Los estudios recientes indican la presencia de
la raza 0 altamente variable patogénicamente con
aislamientos muy agresivos (5); estos vencen la
resistencia de los nuevos cultivares de tabaco
cuando las condiciones son propicias para el
desarrollo de la enfermedad (6). Para mitigar los
dafios producidos por P. nicotianae se requiere
cumplir con medidas integrales de manejo, sobre
todo las relacionadas con la incorporacion de
cultivares que posean diferentes genes de
resistencia (7).

Internacionalmente se informan cuatro tipos de
fuentes de resistencia contra este patogeno. La
resistencia monogénica o completa a la raza 0,
atribuida a los genes Php y Phl introgresados en
N. tabacum, a partir de las especies Nicotiana
plumbaginifolia Viv. y Nicotiana longiflora Cav.,
respectivamente; los cultivares foraneos, donde
se introgresaron estos genes, son altamente
resistentes a la raza 0 del patdogeno y susceptibles
alaraza 1 (1). La resistencia poligénica o parcial,
procedente del cultivar Florida 301, es la primera
y mas utilizada en los programas de
mejoramiento en el tabaco. Este tipo de
resistencia es efectiva para todas las razas del
patoégeno, pero los cultivares que la presentan
expresan de bajos a altos niveles de resistencia
(8). Aunque el cultivar de tabaco Beinhart-1000
expresa también altos niveles de resistencia
poligénica, en la actualidad son pocos los
cultivares que lo presentan en su “pedigree” (9).

cultivo lo

Recientemente se inform6 otro tipo de
resistencia proveniente de Nicotiana rustica L.,
ubicada en la regién cromosomica denominada
“"Wz", que proporciona a los cultivares que la
portan una alta resistencia ante aislamientos de P,
nicotianae de las razas 0 y 1 (1).

En Cuba, los cultivares de tabaco expresan
niveles de resistencia de moderadamente
susceptibles a altamente resistentes a la raza 0 del
patogeno y son susceptibles a la raza 1 (10). Esta
situacion provoca el desarrollo de aislados cada
vez mas agresivos que logran vencer Ila
resistencia de los nuevos cultivares que se liberan
a la produccion en solo unos pocos afios de
explotacion agricola (11).

Para una resistencia mas duradera es
importante disefiar esquemas de pirimidizacion
génica que permita la combinacion de diferentes
fuentes de resistencia en un mismo cultivar. El
presente trabajo tiene como objetivo evaluar las
accesiones del género Nicotiana informadas
como fuentes de resistencia frente a aislamientos
cubanos de P. nicotianae.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron accesiones del género Nicotiana
informadas como fuentes de resistencia ante P.
nicotianae: N. plumbaginifolia, N. longiflora, N.
rustica (accesiones 3137, 3100 y 2834) y los
cultivares de tabaco Florida 301 y Beinhart -1000
(B-1000). Se incluyeron otros cultivares como
son Florida 513 y Beinhart 1000-1 (B-1000-1),
informados también como resistentes al patogeno
(9,12). Se empleo el cultivar KY-14 como testigo
susceptible.

Los semilleros se desarrollaron en canteros
tecnificados con sustrato de cachaza esterilizado
a 1,5 atmoésferas en una hora. Las medidas de
riego y laboreo fueron cumplidas segin el
Instructivo Técnico del Tabaco, pero sin
aplicaciones de fungicidas (13). A los 30 dias de
edad, las plantulas se trasplantaron de forma
individual a bolsas de polietileno negro que
contenian 1,1 kg de suelo Ferralitico Rojo
Compactado (14).

Todos los aislamientos utilizados en este
experimento pertenecen al cepario del laboratorio
de micologia del Instituto de Investigaciones del
Tabaco, ubicado en la provincia Artemisa, Cuba.
Se emplearon 20 aislamientos de la raza 0 del
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patogeno, caracterizados segun la metodologia de
Toledo (15) para la diferenciacion de grupos
patogénicos (Tabla 1). El inoculo de cada
aislamiento se reprodujo previamente en harina
de maiz y arena de rio, para posteriormente ser
ajustado a 3 x 10* unidades formadoras de
colonias (15).

A los 15 dias de efectuado el trasplante, se
realizo la inoculacion de las plantas. Para ello se
separ6 el suelo alrededor del tallo hasta ver las
primeras raices, sobre las cuales se afiadi6 el
inoculo. Posterior a la inoculacion, las raices se
cubrieron nuevamente con el suelo removido. Se
utilizaron 10 plantas por cada aislamiento del
patdgeno, las que se regaron diariamente con 150
ml de agua para preservar la humedad. Las
evaluaciones dias,
extrayendo las plantas de cada una de las bolsas
cuidadosamente. Para determinar el indice de
infeccion se utilizé la escala de grado propuesta
por Penalver (16), donde se asigna: grado 0=
planta sana; grado 1= presencia de la enfermedad
con afectacion en raiz; grado 2= afectacion en
raiz y tallo; grado 3= afectacion en raiz, tallo y
hojas; grado 4= planta muerta. Con los datos
obtenidos se utiliz6 la formula de Townsend y
Heuberger para estimar el indice de infeccion del
patoégeno (16).

se realizaron a los 21

donde:
I - Indice de infeccion (%);
n, - Total de plantas con grado v de la escala
v - Grado respectivo de la escala
N - Total de plantas evaluadas
J - Grado méaximo de la escala

El resultado del indice de infecciéon de cada
accesion frente a cada aislamiento fue procesado
en el programa STATISTICA 8.0 (17), mediante
un Analisis de Agrupamiento Jerarquico, con
distancia euclidiana y método de Ward. El indice
de infeccion también se empled para clasificar a
los cultivares segiin la escala del grado de
resistencia (12). (Tabla 2)

Se contabiliz6 la cantidad de aislamientos de P
nicotiane donde las accesiones se comportaron
con el mismo nivel de resistencia segun la escala
utilizada; los valores obtenidos se expresaron en
porcentaje.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el dendrograma obtenido se evidencia la
formacion de tres grupos, al considerarse los
valores de los indices de infeccion de cada

Tabla 1. Cantidad, procedencia y patogenicidad de los aislamientos de P. nicotianae utilizados para
la evaluacion de las accesiones del género Nicotiana. | Quantity, origin and pathogenicity of the P.
nicotianae isolates used to evaluate the accessions of the genus Nicotiana.

Cantidad de Procedencia Aislamientos del grupo 1 Aislamientos del grupo 2
aislamientos (altamente patogénico) (medianamente patogénico)
7 Pinar del Rio 4 3
5 Habana 3 2
1 Matanzas 1 0
5 Sancti Spiritus 3 2
2 Granma 2 0

Tabla 2. Clasificacion del nivel de resistencia de cada cultivar segun el valor del indice de
infeccion. / Classification of the resistance level of each cultivar according to the value of the infection
index

Escala

Indice de infeccién (%)

Altamente resistente (AR)

Resistente (R)

Moderadamente resistente (MR)
Moderadamente susceptible (MS)

Susceptible (S)

Altamente susceptible (AS)

0alo
11a20
21a30
31a40
41a50
>51
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accesion frente a los 20 aislamientos del

patogeno. (Fig.1)

El cultivar susceptible (KY-14) se separo del
resto de las accesiones. Los cultivares Florida
301 y Florida 513 se diferenciaron en otro grupo
con valores intermedios de indice de infeccidn; el
resto de las accesiones (especies silvestres del
género Nicotiana y los cultivares de tabaco
B-1000 y B-1000-1) presentaron valores mas
bajos de indice de infeccion. (Fig.1)

Los niveles de resistencia de cada cultivar
clasificados, segin los valores del indice de
infeccion, demostraron que el cultivar KY-14 fue
altamente susceptible frente a todos los
aislamientos del patogeno (Tabla 3). Este cultivar
se ha utilizado en otras investigaciones como
testigo susceptible y permite corroborar la
presencia y la viabilidad de los aislamientos del
patogeno (15). El resto de los cultivares
exhibieron diferentes niveles de resistencia frente
a los 20 aislamientos. Florida 301 y Florida 513
se clasificaron entre altamente resistentes a
moderadamente  susceptibles ~ (Tabla  3),
comportandose como altamente resistentes frente
a 25y 35 % de los aislamientos, respectivamente
(Tabla 4). Por su efectividad contra las razas 0 y
1 de P nicotianae, la resistencia poligénica
proveniente del cultivar Florida 301 se utilizo

ampliamente durante 40 afios en Estados Unidos
(8). En la actualidad se informa la adaptacion de
los aislamientos de P. nicotianae a estos genes de
resistencia (6). El cultivar Florida 513 present6
similar comportamiento ante los aislamientos,
pero no hay informes de que comparta el mismo
tipo de resistencia que Florida 301.

Los cultivares B-1000 y B -1000-1 presentaron
alta resistencia ante el 90 % de los aislamientos y
se clasificaron como resistentes ante el 10 % de
estos. (Tabla 4)

Los cultivares Florida 301 y B-1000 presentan
resistencia de herencia poligénica a la raza 0 y 1
del patogeno. La principal diferencia entre estos
cultivares es que B-1000 muestra alta resistencia
en raices (18); mientras que, en Florida 301, las
raices expresan de bajos a altos niveles de
resistencia (11). En ambos cultivares las hojas y
los tallos de estas plantas presentan baja
resistencia (11,18). Los cultivares B-1000-1 y
B-1000 exhibieron iguales niveles de resistencia
frente a los aislamientos de P nicotianae. El
cultivar B-1000-1 se origin6 a partir de B-1000 y
se clasifica internacionalmente como altamente
resistente al patogeno (9).

Las especies N. plumbaginifolia 'y N.
longiflora exhibieron alta resistencia frente al
100 % de los aislamientos del patdgeno (Tabla 4).
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Figura 1. Dendrograma obtenido mediante el Analisis de Agrupamiento Jerarquico tomando los
valores del indice de infeccion de cada accesion frente a cada aislamiento de P. nicotianae. /
Dendrogram obtained by the Hierarchical Grouping Analysis taking the values of the infection index
of each accession in the presence of each isolate of P. nicotianae.
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Tabla 3. Clasificacion del nivel de resistencia de cada accesion frente a cada aislamiento de P.
nicotianae. / Classification of the level of resistance of each accession to each isolate of P. nicotianae.

) . N. N. N.
Aislados B-1000 B-1000-1 » hf:; ba long];}lora Fl;);llda Fl;:;da rustica rustica rustica Iiz-
3137 3100 2834
935 AR AR AR AR AR AR AR AR AR AS
817 AR AR AR AR R R AR AR AR AS
853 AR AR AR AR AR AR AR AR AR AS
918 AR AR AR AR R AR AR AR AR AS
931 R R AR AR R MR R R AR AS
P6 AR AR AR AR R R AR AR AR AS
1004 R AR AR AR R R AR AR AR AS
FP AR AR AR AR AR AR AR AR AR AS
1 AR AR AR AR R R AR AR AR AS
17 AR AR AR AR MR R AR AR AR AS
224 AR AR AR AR MR MR AR AR AR AS
N.exigua AR AR AR AR MS R AR AR AR AS
MTZ AR AR AR AR AR AR AR AR AR AS
3 AR AR AR AR MR MR AR AR AR AS
10 AR AR AR AR R AR AR AR AR AS
N2 AR AR AR AR MS R AR AR AR AS
101 AR AR AR AR MR MR AR AR AR AS
130 AR AR AR AR AR AR AR AR AR AS
Gr-2 AR AR AR AR MS MS AR AR AR AS
EEG-2 AR R AR AR MR R AR AR AR AS

Tabla 4. Porcentaje de aislamientos de P. nicotianae con similares valores de indice de infeccion,

donde las accesiones se comportaron con el mismo nivel de resistencia. / Percentage of P. nicotianae

isolates with similar values of infection index, where the accessions behaved with the same level of
resistance

(AR) (R) (MR) (MS) (S) (AS)

Accesiones
B-1000 90
B-1000-1 90
N. plumbaginifolia 100
N. longiflora 100
Florida 301 25
Florida 513 35

N. rustica 3137 95

N. rustica 31000 95
N. rustica 2834 100
testigo KY- 14 0

La resistencia proveniente de estos cultivares es
especifica ante la raza 0 de P. nicotianae, pero no
contra la raza 1 del patéogeno (19). En las
regiones tabacaleras de Estados Unidos el gen
Php, que se deriva de N. plumbaginifolia, ha sido
incorporado en cultivares de tabaco tipo Burley y
Virginia (6). Segun datos no publicados, este gen

10 0 0 0 0
10 O 0 0 ©0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
35 25 15 0 0
40 20 5 0 0
5 0 0 0 0
5 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 100
no ha sido introgresado en los cultivares

comerciales del cultivo en Cuba.

Las accesiones de N. rustica 3100 y 3137 se
comportaron como altamente resistentes frente al
95 % de los aislamientos y como resistentes
frente al 5 %. El cultivar N. rustica 2834 resulto

altamente resistente frente al 100 % de los
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aislamientos (Tabla 4). Recientemente se informd
que la mayoria de las accesiones estudiadas de N.
rustica exhiben niveles muy altos de resistencia a
la raza 0 y 1 de P nicotianae. La region
genoémica "Wz~ de la especie silvestre N. rustica
ha sido introgresada en algunos cultivares de
tabaco, como en Virginia en Estados Unidos y en
Zimbabwe; se ha desarrollado asi una linea
estable denominada como "Wz~ (20).

Debido a la rapida adaptacion del patoégeno
ante un mismo tipo de genes de resistencia, los
programas de mejora deben estar enfocados en el
disefio de esquemas de piramidacion génica,
donde se combinen diferentes genes de
resistencia en un mismo cultivar para garantizar
una resistencia mas duradera (21). Esto no se
logra sin la previa evaluacion de las accesiones
informadas a nivel internacional como donadoras
de la resistencia, frente a aislados cubanos del
patogeno P. nicotianae.

Estos resultados permitiran iniciar nuevos
programas de mejoramiento genético en el
cultivo del tabaco contra la enfermedad pata
prieta en Cuba.
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