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Resumen

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo más importante a nivel mundial y es el producto agrícola con mayor 
demanda de fungicidas, insecticidas y fertilizantes químicos. Las pérdidas mundiales ocasionadas por Phytophthora infes-
tans (Mont.) de Bary en este cultivo, ascienden a 6,7 billones de dólares al año y su control químico genera un aumento en 
los costos, perjudica la salud humana y el ambiente. Todo esto justifica la búsqueda constante de mecanismos alternativos 
para el control de la enfermedad, entre ellos la obtención de variedades resistentes mediante cisgenesis usando genotipos 
silvestres. Como un aporte en este sentido, y dada la falta de conocimiento de lo que controla y constituye la diferencia 
entre una respuesta compatible e incompatible, en el presente estudio se compararon los perfiles de expresión génica obte-
nidos mediante Despliegue Diferencial de variedades resistentes y susceptibles durante su interacción con P. infestans. Los 
resultados evidenciaron diferencias en la expresión génica, tanto a distintos tiempos post-inoculación como en el tipo de 
cambio de expresión, incluyendo la presencia y ausencia de bandas diferenciales y el aumento o disminución en su inten-
sidad. Al analizar las secuencias de fragmentos diferencialmente expresados, se encontró que algunos fragmentos sobre-
expresados en las variedades susceptibles, tenían homología con secuencias que codifican para una serina-acetiltranferasa 
y para la subunidad β de la RNA polimerasa. Por su parte, fragmentos sobre-expresados en la variedad resistente, tenían 
homología con una secuencia codificante para un dominio transmembranal. 
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Abstract

Potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most important crop worldwide; also, is the agriculture product with most fun-
gicides, insecticides and chemical fertilizers requirement. Worldwide losses caused by Phytophthora infestans (Mont.) de 
Bary in this crop, amount to 6,7 billion dollars per year and its chemical control increase production costs, harming human 
health and environment. For these reasons, is necessary constant research for alternative mechanisms to control disease, 
including development of resistant varieties using cis-genesis from wild genotypes. As a contribution in this way, and the 
lack of knowledge of what controls and is the difference between compatible and incompatible interaction, in this study 
we compared gene expression profiles obtained by Differential Display from resistant and susceptible varieties, during their 
interaction with P. infestans. The results showed differences in gene expression between resistant and susceptible varieties, 
at different times post-inoculation as well as exchange expression rate, including the presence and absence of differential 
bands and increase or decrease in their intensity. After analyzing the sequences of differential expressed fragments, we 
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Introducción

Constantemente, las plantas son afectadas por virus, 
bacterias, oomicetos, hongos, nematodos e insectos 
(Jacobs et al., 2010); esto ha obligado a los agriculto-
res a realizar labores de prevención, manejo y control 
acordes con su disponibilidad de recursos técnicos y 
financieros. El manejo indiscriminado de los productos 
químicos para el control de los patógenos, que en la 
mayoría de los casos no tiene en cuenta su ciclo de 
vida o las condiciones meteorológicas durante el culti-
vo, ocasiona efectos perjudiciales en la salud, no sólo 
de los productores sino también de los consumidores, 
esto sin dejar de lado el daño generado en la biodi-
versidad y el medio ambiente (Giraldo et al., 2010). 
Además, la aparición de agentes etiológicos resisten-
tes a los productos químicos o que exhiben una mayor 
agresividad, incrementan sustancialmente los costos 
de producción, los impactos ambientales y en la salud 
(Leonards-Schippers et al., 1994). Por estas razones, se 
han invertido muchos esfuerzos para comprender los 
mecanismos de resistencia innata de las plantas contra 
patógenos, con el fin de establecer estrategias genéti-
cas que confieran resistencia en plantas susceptibles 
ante los agentes infecciosos (Cornelissen y Melchers 
1993; Martinez y Osorio 2007; McDowell y Woffen-
den 2003; Ros et al., 2005; Stuiver y Custers 2001). 
Para lograr esto, es muy importante conocer detallada-
mente cómo se da la interacción planta-patógeno y los 
mecanismos de respuesta que establece el hospedero 
para defenderse y limitar la infección (Martini et al., 
1993).

El tizón tardío de la papa (Solanum tuberosum L.), cau-
sado por Phytophthora infestans, es la enfermedad más 
devastadora reportada en plantas, ha sido responsable 
de hambrunas y grandes pérdidas económicas (Abad 
et al., 1995). En la actualidad, se estima que las per-
didas mundiales ocasionadas por la enfermedad as-
cienden a 6,7 billones de dólares (Haas et al., 2009)
Sus síntomas incluyen la destrucción o quemazón del 
follaje y la pudrición seca de los tubérculos (Díaz et al., 
2003). Adicionalmente, si los campos no están protegi-
dos y las condiciones ambientales son óptimas, los cul-

tivos pueden ser destruidos en su totalidad en tan sólo 
10 o 15 días (Fry 2008; Jaramillo 2003; Torres 2002).

El cultivo de la papa ocupa el cuarto lugar en  impor-
tancia a nivel mundial después del arroz, el trigo y el 
maíz, debido a que es una de las principales fuentes 
de alimento, especialmente en países en desarrollo, 
dado que satisface requerimientos energéticos y nutri-
cionales (FAO 2010; Donaire y Garcia 2006); de otro 
lado, es una importante fuente de empleo e ingresos 
económicos (Cevipapa 2010). En Colombia, es uno de 
los productos agrícolas con mayor demanda de fungi-
cidas, insecticidas y fertilizantes químicos (Agrocade-
nas 2006).

Según la Federación Colombiana de Productores de 
Papa (FEDEPAPA), en Colombia existen más de 30 va-
riedades pero sólo 10 de ellas tienen importancia co-
mercial. La variedad denominada Parda Pastusa es la 
de mayor consumo, le sigue en importancia la Diacol 
Capiro (conocida como R12 negra) utilizada principal-
mente a nivel industrial. Otras variedades son la ICA-
Puracé, la Tuquerreña o Sabanera y la Criolla (Solanum 
phureja). Desafortunadamente, la mayoría de estas 
variedades son altamente susceptibles a P. infestans 
(Maldonado et al., 2010) lo que conlleva a aplicacio-
nes frecuentes de fungicidas, representando más del 
6% de los costos totales de producción (Villareal et 
al., 2007).

En el genoma de Solanum sp. se encuentran codifica-
dos varios genes que confieren resistencia a diversos 
patógenos; inclusive, existen especies silvestres que 
tienen resistencia innata a P. infestans (Müller y Black 
1952; Collard et al., 2005; Colon et al., 1995a; Colon 
et al., 1995; Mosquera et al., 2008; Landeo et al., 2000; 
James y Fry 1983; Malcolmson y Black 1966; Schick et 
al., 1958; Turkensteen 1993; Wastie 1991). En papa 
se han descrito los tipos de resistencia genética a P. 
infestans “vertical” y “horizontal”. La primera de ellas 
es mediada por genes R y corresponde a una res-
puesta de hipersensibilidad (Li et al., 2009; Bormann 
et al., 2004; Mosquera et al., 2008; Wastie 1991). La 
resistencia horizontal, es controlada por loci de rasgos 
cuantitativos (QTL) (Agrios 2005; Collard et al., 2005) 

found that some overexpressed fragments from susceptible varieties had homology with an encoded sequence for a serine-
acetyltransferase and for a RNA Polymerase β subunit. On the other hand, overexpressed fragments from resistant variety, 
had homology with an encoded sequence for a transmembrane domain.
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que atenúan o detienen el progreso de la enfermedad 
(Mosquera et al., 2008). Las investigaciones referen-
tes al conocimiento del patosistema Solanum sp. – P. 
infestans y su consiguiente respuesta de incompatibi-
lidad o compatibilidad, también han esclarecido que 
además de los genes R y los QTL, en el control de 
la resistencia participan variedad de genes funcionales 
en la respuesta de defensa (Leonards-Schippers et al., 
1994; Trognitz et al., 2002), los cuales codifican com-
ponentes clave en la síntesis de metabolitos primarios 
y secundarios (Joos and Hahlbrock 1992). 

En las investigaciones encaminadas a la búsqueda de 
variedades resistentes, se han reportado algunas muy 
prometedoras, particularmente de S. phureja (Estrada 
2000; Guzmán et al., 1960) y variedades como la Al-
godona, la Jabonilla y la Flora de la especie S. andigena 
(Estrada 2000). Además, gracias al cruce entre las va-
riedades Branca Cascuda de S. tuberosum y Pana Blan-
ca de la subespecie andigena, se desarrolló el híbrido o 
cultivar comercial Diacol Monserrate, el cual presenta 
buenos rendimientos, aun siendo afectada por la en-
fermedad (Estrada 2000). Otras variedades con algún 
grado de resistencia, son la ICA Morita, ICA Única, ICA 
Zipa y el Clon 88357 (Rodriguez 2000). Sin embargo, 
en la mayoría de los casos la importancia comercial, 
las características organolépticas y la resistencia no es-
tán correlacionadas. El Grupo de Investigación de la 
Papa de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Nacional de Colombia, desarrolló la variedad denomi-
nada Pastusa Suprema. Esta variedad es ampliamente 
cultivada en el departamento de Nariño y en las zonas 
altas de los departamentos de Cundinamarca y Boyacá 
(Grupo de Investigación de la Papa, 2010), es útil para 
fines industriales ya que tiene buena calidad culinaria 
y presenta alta resistencia al tizón tardío, por lo cual 
requiere menor cantidad de fungicidas (Jimenez et al., 
2009).

Aunque se ha avanzado en el conocimiento de genes 
de resistencia y en su clonación en variedades suscep-
tibles, no se ha logrado establecer una resistencia dura-
dera al ataque de P. infestans. Además, la comprensión 
a nivel molecular de cómo actúan y se interrelacionan 
los diferentes genes para responder al ataque de los 
patógenos aún no es clara. Todavía no se conoce con 
exactitud que controla y constituye la diferencia entre 
una respuesta susceptible o resistente al ataque de P. 
infestans. No obstante, sí se sabe que el reconocimien-
to de la infección por P. infestans ocurre durante o des-
pués de la invasión de las primeras células de la planta 
y que la respuesta compatible o incompatible, se da 
poco después de este reconocimiento (Freytag et al., 
1994). Además, es claro que una vez se da el recono-
cimiento del patógeno, se desencadenan una serie de 

señales transduccionales que resultan en una reprogra-
mación del metabolismo celular; particularmente, se 
dan grandes cambios en la transcripción de genes y la 
incompatibilidad entre hospedero y patógeno deriva 
en la regulación y expresión de genes en la planta, rela-
cionados con la defensa y la muerte celular localizada 
(Ros et al., 2008;  Beligni, et al., 1999; Lawton y Lamb 
1987; McDowell y Woffenden 2003; Nürnberger y 
Lipka 2005). La activación de los genes relacionados 
con la defensa es afectado por el genotipo de la cepa 
de P. infestans que infecte la planta, el cultivar de papa 
y la proximidad del sitio de inoculación (Wang et al., 
2008). Por este motivo, estudios de expresión géni-
ca durante la interacción planta- patógeno, sumados 
al uso de nuevas metodologías para identificar genes 
que confieran resistencia a P. infestans en genotipos 
mejorados, silvestres, cultivares y materiales nativos 
(Jacobs et al., 2010; Ballesteros et al., 2010), ayudarán 
a comprender los eventos moleculares que determi-
nan una respuesta de resistencia a la infección. Este co-
nocimiento más detallado, sería de gran utilidad para 
poder avanzar en el mejoramiento genético de la papa 
y algún día conseguir cultivos con resistencia duradera 
a la enfermedad. 

Entre las principales tecnologías para estudiar la expre-
sión genética se encuentran el Despliegue Diferencial, 
Análisis en Serie de la Expresión Genética (SAGE) y los 
Microarreglos de DNA. Mediante los Microarreglos de 
DNA pueden analizarse varias muestras rápidamente 
(Kim 2003), pero se requiere cierto conocimiento de 
las secuencias a analizar (Ibrahim et al., 2005), además 
son específicos de especie (Liang et al., 2006), requie-
ren de una capacidad instalada altamente costosa y 
gran habilidad en su aplicación e interpretación (Stein 
y Liang 2002). Con los SAGE, es posible investigar ge-
nes cuya secuencia aún no se conoce (Ibrahim et al., 
2005;  Liang 2002; Stein y Liang 2002); sin embargo, 
al ser una técnica basada en la secuenciación, también 
requieren de una infraestructura apropiada (Stein y 
Liang 2002; Patino et al., 2002), además pueden pre-
sentarse artefactos o perdida de transcritos específicos 
(Ibrahim et al. 2005). A diferencia de las técnicas ante-
riores, el Despliegue Diferencial (DD-PCR) no requiere 
del conocimiento previo de las secuencias, se basa en 
técnicas de biología molecular sencillas, económicas 
y de frecuente uso (RT-PCR y PAGE; Velculescu et al., 
1995), los resultados son reproducibles (Bauer et al., 
1994) y es aplicable a un gran número de sistemas 
biológicos; en la actualidad, ha sido empleada en el 
estudio de interacciones planta- patógeno (Bailey et 
al., 2001; Jagoueix-Eveillard et al., 2001).

Mediante el análisis de los perfiles de expresión gene-
rados a partir de interacciones planta-patógeno, bajo 
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diferentes condiciones, es posible identificar genes 
que se expresan en las interacciones compatibles y no 
lo hacen en las incompatibles o establecer si la regu-
lación de estos genes varia en ambas situaciones (Pin-
zón et al., 2009). De este modo podría identificarse 
genes involucrados en la resistencia, pero también ge-
nes involucrados en la susceptibilidad, los cuales son 
mucho menos conocidos (Henriquez y Fouad Daayf 
2010) y que igualmente podrían modificarse con el fin 
de obtener resistencias (Vogel et al., 2006). Todo lo 
anterior valida la necesidad de continuar realizando 
investigaciones en torno a la respuesta de defensa en 
diferentes patosistemas, en aras de establecer estrate-
gias de control de las enfermedades que afectan las 
plantas. Por tal razón, el objetivo del presente estudio 
fue comparar los perfiles de expresión génica de las 
variedades Pastusa Suprema, Diacol Capiro y Parda 
Pastusa durante su interacción con P. infestans, utili-
zando el método del Despliegue Diferencial.

Materiales y métodos

Material vegetal 

Se utilizaron plantas de papa de las variedades Pastu-
sa Suprema (resistente al tizón tardío), Diacol Capiro 
y Parda Pastusa (susceptibles al tizón tardío). Todas 
fueron multiplicadas in vitro, trasplantadas a macetas 
con tierra abonada y climatizadas para su cultivo en 
los invernaderos del Centro de Investigaciones Cor-
poica - La Selva (Rionegro, Antioquia). Por un periodo 
de cuatro semanas fueron mantenidas en condiciones 
promedio de 18 °C y 90% de humedad relativa, sin 
aplicación de fungicidas y verificando periódicamente 
la ausencia de síntomas visibles de enfermedades.

Aislamiento del Oomiceto e inoculaciones

Como fuente de P. infestans se utilizó un aislamiento 
obtenido en el Centro de Investigaciones Corpoica - 
La Selva, a partir de un cultivo de papa infectado (va-
riedad Diacol-Capiro cultivada en la Unión, Antioquia). 
El asilamiento fue caracterizado para establecer su vi-
rulencia usando clones diferenciales de papa portando 
individualmente genes de resistencia de R1 a R11 y un 
clon sin genes mayores (r). El factor de virulencia fue 
determinado como número de diferenciales sintomá-
ticos después de ser inoculados con el aislamiento. La 
caracterización se realizó por duplicado, en dos prue-
bas independientes con una semana de diferencia en-
tre ellas. El aislamiento caracterizado fue mantenido 
en trifolios de Diacol Capiro para posteriores ensayos.

Previo a la inoculación, se seleccionaron trifolios de 
Diacol Capiro conteniendo abundantes esporangios y 
esporangióforos de P. infestans, se lavaron con agua 
destilada y se filtro a través de microporo de 0.45 µm. 
Finalmente, se preparó la solución de inoculación 
ajustando a una concentración aproximada de 3 x103 
esporangios/ml usando agua destilada estéril, la con-
centración fue estimada mediante microscopía. 

Se llevaron a cabo infecciones de trifolios del tercio 
superior de las variedades Pastusa Suprema, Diacol-
Capiro y Parda Pastusa con P. infestans bajo condicio-
nes controladas. Para ello, en cada hoja del trifolio se 
dispusieron dos puntos de infección, cada uno con 30 
µl de la solución de inoculación.  Finalmente, se incu-
bó en cámara húmeda disponiendo las hojas con el 
lado abaxial hacia arriba, con fotoperiodo de 12 horas 
luz, a 18 °C y 90% de humedad relativa en promedio. 
Los controles negativos fueron tratados de igual for-
ma, reemplazando el inoculo por 30 µl agua destilada 
estéril.

De esta forma se trataron dos trifolios de cada varie-
dad, cada uno con seis puntos de inoculación, para un 
total de 12 inoculaciones por variedad. 

Cada 24 horas post-inoculación, se realizó inspección 
visual, tanto macroscópica como microscópicamente, 
en búsqueda de lesiones de la enfermedad, esporan-
gios y esporangióforos.

Finalmente, se inocularon rodajas de papa (Tuquerre-
ña) de 7 cm de diámetro con 30 µl de solución de 
inoculación, disponiendo como soporte un segmento 
de papel filtro estéril para facilitar la separación del mi-
celio. La incubación se llevó a cabo por cinco días en 
las mismas condiciones ambientales descritas anterior-
mente (Correa y Monsalve, 2005).

Aislamiento del RNA y síntesis del DNA copia 

Empleando cuchillas estériles, se tomaron muestras de 
tejido vegetal de aproximadamente 0,25 cm2 alrede-
dor del sitio de inoculación a las 0, 24, 48, 72 y 96 ho-
ras post-inoculación (hpi); en el caso de los controles 
se tomaron muestras de las mismas características a las 
0 y 96 horas post-corte (hpc). Adicionalmente, se co-
lectaron esporangióforos y esporangios a partir del pa-
pel filtro dispuesto sobre las rodajas de papa, mediante 
lavados con agua destilada (Correa y Monsalve, 2005). 

Se extrajo el RNA total, tanto del material vegetal 
como de los esporangióforos y esporangios, median-
te TRIzol® (Invitrogen Corporation, CA) siguiendo las 
especificaciones del fabricante. La concentración del 
RNA extraído y su pureza fueron estimadas mediante 
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espectrofotometría utilizando el NanoDrop® ND-2000 
y electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en condicio-
nes desnaturalizantes, teñido con bromuro de etidio 
(10mg/ml) y visualizado bajo luz UV. Posteriormente, 
el RNA se trató con DNasaI® (Fermentas, USA) y se 
purificó nuevamente con TRIzol®. 

Para la síntesis del DNA complementario (cDNA), se 
utilizó el kit RETROscript® (Ambion, USA) siguiendo las 
especificaciones del fabricante. Como control se am-
plificó una región transcrita del gen que codifica para 
la nitrato reductasa con un tamaño esperado de 230 
pb. La mezcla de reacción se preparó como se descri-
be a continuación: 2 µl del cDNA, 2.5 µl de DMSO, 
0,2 µl de Taq Pol (5 U/µl; Fermentas, USA), 2 µl de 
dNTPs (2mM; Fermentas, USA), 4 ml de MgCl2 (25 
mM; Fermentas, USA), 5 µl Buffer Taq con (NH4)2SO4 
(10X; Fermentas, USA), 1 µl de iniciador en sentido 
(10 µM; 5› TGAATGTGTGCAAGCCTCACAAG 3›), 1 µl de 
iniciador en antisentido (10 µM; 5´ATGTCCATGGACTA-
TGATCCAAG 3›), finalmente, se ajustó a un volumen 
total de 50 µl. La reacción se llevó a cabo con el si-µl. La reacción se llevó a cabo con el si-. La reacción se llevó a cabo con el si-
guiente perfil térmico: una pre-desnaturalización a 94 
°C durante 7 minutos; seguida de 35 ciclos a 94 °C por 
30 segundos, 58 °C por 30 segundos y 74 °C por 30 
segundos, y una extensión final a 74 °C durante 5 mi-
nutos. Para visualizar el resultado de la amplificación, 
el producto de PCR fue sometido a electroforesis en 
gel de agarosa al 0,8%, teñido con bromuro de etidio 
y visualizado bajo luz UV.

Despliegue diferencial (DD-PCR)

El cDNA fue usado como templado para el despliegue 
diferencial (DD-PCR). La mezcla de reacción fue la si-
guiente: 1µl de cDNA, 2,5 µL de DMSO, 1,0 µl de Taq 
Pol (5 U/µl; Fermentas, USA), 1,25 µl de dNTPs (2mM; 
Fermentas, USA), 6 µl de MgCl2 (25mM; Fermentas, 
USA), 5 µl Buffer Taq con (NH4)2SO4 (10X; Fermentas, 
USA), 1 µl del coctel de iniciadores en sentido (6,25 
pM/ µl), 1 µl del coctel de iniciadores en antisentido 
(10 µM) y finalmente, se ajustó a un volumen total 
de 50 µl. Los cocteles de iniciadores constaron de 9 
oligos en sentido (P) y 9 Oligo(dT) en antisentido (T), 
sintetizados por MWG-Biotech AG (Alemania), cuyas 
secuencias son: 

P1: 5’-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA-3’; P2: 
5’-ATTAACCCTCACTAAATCG GTCATAG-3’; P3: 5’-AT-
TAACCCTCACTAAATGCTGGTGG-3’; P4: 5’-ATTAACCCTC 
ACTAAATGCTGGTAG-3’; P5: 5’-ATTAACCCTCACTAAA-
GATCTGACTG-3’; P6: 5’-ATTAACCCTCACTAAATGC-
TGGGTG-3’; P7: 5’-ATTAACCCTCACTAA ATGCTGT 
ATG-3’; P8: 5’-ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG-3’; 
P9: 5’-ATTAACCCTC ACTAAATGTGGCAGG-3’; 

P10: 5’-ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC-3’; T1: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA-3’; T2: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATC TTTTTTT TTAC-3’; T3: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAG-3’; T4: 
5’-CA TTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCA-3’; T5: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATCTT TTTTTTTCC-3’; T6: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCG-3’; T7: 
5’-CATT ATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGA-3’; T8: 
5’- CATTATGCTGAGTGATATCTTT TTTTTTGC-3’; T9: 
5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGG-3’.

El perfil térmico usado fue: un primer ciclo a 94 °C por 
5 minutos, 40 °C por 5 minutos y 74 °C por 5 minutos; 
seguido de dos ciclos a 94 °C por 2 minutos, 40 °C por 
5 minutos y 74 °C por 5 minutos;  37 ciclos a 94 °C por 
1 minuto, 60 °C por 1 minuto y 74 °C por 2 minutos y 
una extensión final a 74 °C durante 7 minutos. 

Los fragmentos amplificados por DD-PCR fueron sepa-
rados mediante electroforesis en gel de poliacrilami-
da al 6% en condiciones desnaturalizantes, utilizando 
una relación acrilamida/bis-acrilamida 38:2 y urea 7M. 
Previo a la electroforesis, 10 µl de cada muestra se 
mezclaron con 5 µl de buffer carga (urea 8 M, EDTA 
20 mM, TrisHCl 5 mM pH 7,5, xilencianol 0,5% y azul 
de bromofenol 0,5%), se incubaron a 94 °C durante 
5 minutos y posteriormente en hielo por 1 minuto. La 
electroforesis se realizó en un Sequen-Gen® GT Nu-
cleic Acid Electrophoresis Cell a 1.600 V por 2 horas, 
usando buffer TBE 1X. 

La visualización de las bandas se realizó mediante tin-
ción con plata. Inicialmente, se incubó el gel en etanol 
al 10% durante 8 minutos con agitación eventual, lue-
go se sumergió en ácido nítrico 1% por 8 minutos y se 
lavó con agua desionizada; posteriormente se sumer-
gió en la solución de tinción (2,5 g de nitrato de plata, 
3,75 ml de formaldehido al 37% en 2l de agua desio-
nizada) durante 20 minutos. Después se sumergió  en 
solución reveladora (60 g de carbonato de sodio, 3 ml 
de formaldehido al 37%, 400 µl de tiosulfato de sodio 
y 2l de agua desionizada) pre-enfriada a 10 °C con agi-
tación constante hasta visualizar las bandas. Finalmen-
te, se incubó en ácido acético al 10% por 3 minutos y 
un lavado final con agua desionizada. Se secó el gel a 
temperatura ambiente y la imagen se digitalizó con un 
scanner PowerLook 2100XL®.

El establecimiento de patrones y selección de ban-
das diferencialmente expresadas, se llevó a cabo por 
comparación visual de las imágenes digitalizadas di-
rectamente y mediante el Software Doc-ItLS Image 
Analysis®. Se contrastaron las condiciones infectadas 
(susceptibles y resistentes) y no infectadas, a las dife-
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rentes horas de muestreo. Adicionalmente, se compa-
ró con el patrón de bandeo del patógeno.

Elusión de bandas a partir del gel de poliacrilamida  
y clonación

Los fragmentos seleccionados por su expresión dife-
rencial fueron separados físicamente del gel y deposi-
tados en sendos tubos, se adicionó 20 µl de buffer TE 
y se incubó a 100ºC por 5 minutos. Posteriormente, 
se centrifugó a 8000 rpm por 2 minutos y se recuperó 
el sobrenadante. La integridad de los eluidos se verifi-
có mediante re-amplificación por PCR, utilizando 1µl 
como templado y las condiciones descritas anterior-
mente. Los productos de la re-amplificación fueron 
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, 
teñido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz 
UV. La integridad de los extremos fue re-establecida 
como se describe: 3µl de cDNA, 0,2 µl de Taq Pol (5 
U/µl; Fermentas, USA), 1 µl de dATP (2mM; Fermen-
tas, USA), 0,6 µl de MgCl2 (25mM; Fermentas, USA), 1 
µl Buffer Taq con (NH4)2SO4 (10X; Fermentas, USA), 
en un volumen total de 10 µl e incubación a 70 °C 
durante 30 minutos. 

Para la clonación se utilizó el kit QIAGEN PCR Cloning, 
siguiendo las instrucciones del fabricante, con con-
diciones de ligación de 4 °C por 12 horas. 10 µl del 
producto de ligación se incubaron con 100 µl de célu-
las E. coli cepa DH5αF´ calcio competentes en hielo 
por 20 minutos. Se procedió con el choque térmico a 
42°C por 2 minutos y 10 minutos en hielo; luego se 
adicionó 1 ml de medio LB líquido y se incubó a 37 °C 
por 2 horas con agitación constante. Finalmente, se 
seleccionó mediante incubación en medio LB sólido 
adicionado de X-Gal, IPTG, ampicilina y kanamicina a 
37 °C por 12 horas.

Secuenciación y análisis de secuencias

Los plásmidos recombinantes fueron recuperados 
mediante el sistema de lisis alcalina (Sambrook et al., 
1989), verificados por electroforesis en gel de agarosa 
al 0,8%, teñido con bromuro de etidio y visualizado 
bajo luz UV. La secuenciación se realizó en Macrogen 
USA Corp., mediante el sistema de “single extension”. 

Las secuencias se editaron utilizando el software Vec-
torNTI® y se analizaron empleando el software Blast-
2GO® (http://www.blast2go.com), el cual permite 
encontrar secuencias homologas en la base de datos 
pública del Centro Nacional para la Información Bio-
tecnológica (NCBI) mediante algoritmos blast y asignar 
las anotaciones génicas a dichas secuencias homolo-
gas empleando diferentes algoritmos y bases de datos, 

como Gen Ontology (GO), Enzyme code, InterProScan 
y KEGG. Para realizar el blast, se utilizaron los paráme-
tros de configuración del software: umbral de e-value 
1 e-3 y una recuperación de 20 hits por secuencia.

Resultados y discusión

Caracterización del Oomiceto y establecimiento  
de la infección

El aislado de P. infestans empleado fue colectado a par-
tir de un cultivo de Diacol Capiro infectado. Después 
de ser purificado y caracterizado el patotipo fue cata-
logado como CORPOICA – “La Unión-2”. En el primer 
ensayo de caracterización la virulencia se evidenció 
por la reacción de compatibilidad con los diferenciales 
R 1,2,3,4,7,8,10 y 11. Los resultados fueron reproduci-
dos en el segundo ensayo, excepto por la incompatibi-
lidad con el diferencial R11 (figura 1).  

P. infestans continuamente gana o pierde su virulencia 
con respecto a los genes R durante la reproducción 
asexual (posiblemente debido a mutaciones, entrecru-
zamientos mitóticos y/o influencia de elementos extra-
cromosomales). Esta podría ser una de las causas por 
las cuales, a partir de algunos aislamientos de zoospo-
ras se obtienen progenies que difieren en virulencia 
con respecto a sus parentales (Samen et al., 2003). Sin 
embargo, se debe recordar que en Colombia no ha 
sido reportada la reproducción sexual del oomiceto, 
aun así se presenta un grado de variación importante, 
no sólo cuando el patógeno es mantenido en roda-
jas de papa (Correa y Monsalve, 2005) sino también  
cuando es incubado en medios de cultivo o almacena-
do en nitrógeno líquido. Es por ello que este aspecto 
debe ser considerado con mayor detalle en el diseño 
de estrategias de control basadas en el uso de los ge-
nes R.

A pesar de la variación, la infección de los trifolios fue 
exitosa en todos los puntos de inoculación. Una vez 
identificadas las lesiones, éstas fueron examinadas en 
más detalle a fin de confirmar la esporulación del oo-
miceto en las hojas (figura 2D).

A las 24 hpi no se observaron síntomas en ninguna de 
las variedades evaluadas (figura 2A). Sin embargo, a las 
48 hpi fueron evidentes los primeros síntomas en algu-
nos trifolios de las variedades Diacol Capiro y Parda 
Pastusa, estas lesiones se restringieron al lugar de ino-
culación, a pesar de ello, no se observó esporulación. 
Al cabo de 72 hpi se observaron lesiones esporulantes 
en todos los trifolios de las mismas variedades. En este 
momento también fueron evidentes los primeros sín-
tomas en algunos sitios de inoculación de la variedad 
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Pastusa Suprema pero sin esporulación (figura 2B). 
Después de 96 hpi, en Diacol Capiro y Parda Pastusa 
las lesiones esporulantes se expandieron abarcando 
casi toda la hoja; mientras que en Pastusa Suprema 
sólo en los pocos trifolios que exhibían los síntomas se 
hicieron evidentes algunas lesiones esporulantes (figu-
ra 2C). Finalmente, pasadas 120 hpi todos los sitios de 
inoculación de las tres variedades presentaron lesio-
nes esporulantes, siendo más severas y expandidas en 
las variedades Diacol Capiro y Parda Pastusa.  

Estos resultados muestran, de acuerdo a reportes pre-
vios, que la variedad Pastusa Suprema no es inmune a 
P. infestans, pero sí presenta un retraso en la aparición 
de los síntomas y la formación de las estructuras re-
productoras del oomiceto con respecto a otras varie-
dades, comportamiento  que se ajusta a la definición 
de tolerancia (Elliott, 1996) y razón por la cual este 
genotipo ha sido catalogado como resistente a la en-
fermedad.

Esta tolerancia fue demostrada por Betancourth et al. 
(2008) al evaluar la respuesta de nueve genotipos de 
papa frente a la infección con P. infestans. Estos inves-
tigadores encontraron que Pastusa Suprema, además 
de no der afectada sensiblemente en su índice de 
área foliar, mantiene su rendimiento y el número de 
tubérculos por planta superiores a los obtenidos en las 
demás variedades. No obstante, se ha observado que 

la resistencia se ha venido perdiendo, probablemente 
por la ganancia de nuevos genes de virulencia.

Perfiles de expresión 

El cDNA obtenido fue de buena calidad y cantidad, 
óptimo para la generación de perfiles de expresión. 
Se evaluaron diferentes combinaciones de oligos (dato 
no mostrado); sin embargo, el mayor número de ban-
das diferenciales fue obtenido cuando se empleó un 
coctel de iniciadores que incluyó todos los oligos en 
sentido (P) y todos los Oligo-dT en antisentido (T), 
obteniendo alrededor de 30 bandas de interés. Estas 
bandas revelaron diferencias en la expresión génica 
a distintos tiempos post-inoculación, incluyendo la 
presencia y ausencia de bandas y el aumento o dismi-
nución de su intensidad; adicionalmente, fueron repro-
ducidas en las dos repeticiones llevadas a cabo, por lo 
cual fueron catalogadas como posibles determinantes 
en la  interacción P. infestans - S. tuberosum.

A través del tiempo se pudieron observar cambios en 
el nivel de expresión. Por ejemplo, en el segmento a 
de la figura 3, se resalta la disminución de la intensidad 
de una de las bandas de expresión basal, a las 24 hpi 
la señal es muy intensa y se va reduciendo en forma 
paulatina hasta las 96 hpi; la posibilidad que este efec-
to en la expresión sea debida al corte de los trifolios (u 
otra razón externa distinta a la infección) queda fuera 

Figura 1.  Caracterización del aislamiento de P. infestans. El factor de virulencia hace referencia al número de diferenciales sinto-
máticas. Contiguo a las barras se especifican las diferenciales afectadas. dpi: días posteriores a la infección.
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Figura 2. Infección de trifolios con P. infestans. De izquierda a derecha, trifolios 
de Diacol Capiro, Parda Pastusa y Pastusa Suprema.
A:  24 hpi.
B:  48 hpi.
C:  96 hpi.
D: Acercamiento estereoscópico en los puntos de infección en Diacol Capiro  
     a 96 hpi.
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al observar que el patrón se conserva entre los perfiles 
a las 96 horas con y sin infección. 

También se observó la aparición de bandas como res-
puesta a la infección. En los segmentos b y b´ de la 
figura 3, se observa una banda diferencial presente 
únicamente en las variedades Parda Pastusa y Diacol 
capiro y ausente en Pastusa Suprema. Esta banda es 
perceptible a las 96 hpi y nunca se detectó en la con-
dición sin infectar; esto hace suponer que la expresión 
de este gen en particular, pueda de alguna forma fa-
vorecer la susceptibilidad de la planta ante el ataque 
de P. infestans.

De otro lado, en los segmentos c y c´ se observa lo 
contrario. La banda se encuentra presente en todas las 
variedades a las 96 hpc, 24, 48, 72 y 96 hpi, pero sólo 
en la variedad Parda Pastusa a las 96 hpi deja de ser 
detectada. Como en el caso anterior, se podría espe-
cular que corresponde a un posible gen que favorezca 
la susceptibilidad, pero con un efecto de silenciamien-
to génico, mas no de activación.

Los cambios en la expresión génica también se apre-
cian en la variedad Pastusa Suprema. En los segmentos 
d y d´ se señala una banda que está presente en to-
dos los tiempos pos-infección pero es particularmente 

fuerte en la variedad Pastusa Suprema a las 96 hpi. Esta 
misma banda es casi imperceptible en la condición sin 
infectar. Lo anterior hace pensar que la sobre-expre-
sión de este gen pueda estar involucrada en algún me-
canismo de defensa. 

A las 48 hpi, en el fragmento e se resalta una banda de 
elevada expresión en las variedades reportadas como 
susceptibles, mientras que en la variedad Pastusa Su-
prema su expresión es relativamente más baja; siendo 
mucho más intensa en Parda Pastusa que en Diacol 
Capiro y en esta última es más intensa que en Pastusa 
Suprema. Es posible que en el caso de la variedad Pas-
tusa Suprema este comportamiento esté relacionado 
con el retraso de la aparición de síntomas. 

Para las tres variedades, las mayores diferencias se obser-
varon a las 72 y 96 horas post-inoculación. Esto demues-
tra una vez más, que el reconocimiento y la defensa de 
S. tuberosum ante P. infestans implica una regulación y 
expresión génica, compleja y dinámica, que incluye tanto 
la supresión como la sobre-expresión de genes. Estos re-
sultados son similares a los obtenidos por Restrepo et al. 
(2005) cuando evaluaron los perfiles de expresión génica 
durante interacciones compatibles e incompatibles en-
tre S. tuberosum y P. infestans empleando microarreglos. 
Estos investigadores también encontraron que a medida 

Figura 3. Expresión diferencial en las variedades Diacol Capiro (C), Parda Pastusa (P) y Pastusa Suprema (S) ante la infección con 
P. infestans. hpi: horas posteriores a la infección. C-: control negativo.
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que aumenta el tiempo post-inoculación se incrementa 
el número de genes expresados diferencialmente y que 
además, los genes expresados diferencialmente durante 
las primeras horas de la infección (6 y 12 hpi) corres-
pondieron a genes que fueron inducidos, mientras que 
durante las 48 y 72 hpi fue mayor la cantidad de genes 
reprimidos que inducidos.

Por su parte, Abu-Nada et al. (2007), al evaluar la di-
námica temporal de metabolitos relacionados con la 
patogénesis, encontraron que estos fueron detectados 
a niveles altos a las 24 y 48 horas post-inoculación, 
mientras que la abundancia de estos metabolitos de-
creció 96 horas post-inoculación, indicando el colapso 
de las respuestas de defensa primaria y secundaria. 
Aunque esta es una dinámica del metabolismo, y no 
directamente de la expresión diferencial de genes par-
ticulares, se podría pensar en la expresión diferencial 
de genes clave reguladores de las rutas metabólicas; 
sin embargo, no se debe dejar de lado que la tempora-
lidad de acumulación de los metabolitos no es coinci-
dente con la de los RNAm.

La diferencia entre los perfiles de expresión fue co-
rroborada mediante el análisis de las imágenes digi-
talizadas usando el software Doc-ItLS Image Analysis® 
(figura 4). Adicionalmente, este análisis permitió de-
mostrar la reproducibilidad de los ensayos, ya que las 
muestras individuales de cada variedad tuvieron un 
comportamiento similar y difirieron entre cada una de 
las variedades.

En todas las evaluaciones realizadas, se pudo constatar 
que la variedad Pastusa Suprema presenta un nivel de 

expresión comparativamente más alto que las demás; 
en tanto que el menor nivel se presenta en la varie-
dad Diacol Capiro. Esta expresión en Pastusa Suprema 
resulta interesante ya que la variedad corresponde a 
un hibrido, relativamente nuevo, que posee una gran 
complejidad genética dado que tiene por parentales 
tres especies diferentes; el parental  materno fue un 
hibrido inter-específico resultante de Solanum stoloni-
ferum 230490 (variedad silvestre) × Solanum phureja 
var. Yema de huevo, y el parental paterno fue Solanum 
tuberosum sp. andigena var. Parda pastusa (López  y 
Chaparro 2007). Adicionalmente, es de esperar que 
esta variedad posea importante información en refe-
rencia a la respuesta de resistencia ante la infección 
con P. infestans, dado que en los genomas de ambas 
especies del parental materno se han identificado ge-
nes R y QTLs, de gran relevancia para la resistencia a P. 
infestans (Lindqvist-kreuze et al., 2010). Los resultados 
presentados demuestran que en la variedad Pastusa 
Suprema existen genes que se sobre-expresan y se si-
lencian durante la infección con P. infestans. Como re-
sultado de estas variaciones génicas, la planta lograría 
su característica de tolerar el patógeno; y por ende, 
el estudio detallado de esta variedad, podría brindar 
nueva información de gran utilidad en la  comprensión 
molecular del mecanismo de defensa de la planta.

Secuenciación y análisis de los fragmentos 
diferencialmente expresados

De las bandas identificadas como diferencialmente 
expresadas, 20 fueron clonadas y secuenciadas. Una 
vez editadas las secuencias, solo se obtuvieron 10 con-

Figura 4. Análisis de la expresión diferencial mediante Doc-ItLS Image Analysis. Se compara la expresión a las 96 hpi, cada color 
corresponde a un evento de infección independiente. Rojo y amarillo: Diacol Capiro. Azul oscuro: Parda Pastusa. Verde y morado: 
Pastusa Suprema.
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tig, los cuales fueron analizados a través del software 
Blast2go. Para hacer la búsqueda de las secuencias ho-
mologas, se realizaron comparaciones contra la base 
de datos no redundante del Centro Nacional para la 
Información Biotecnológica (NCBI), empleando los al-
goritmos blastn y blastx. En la figura 5 se muestran los 
contig que fueron analizados, así como la descripción 
de la banda a partir de la cual se realizó la clonación y 
secuenciación.

Al realizar el blastx, fue posible hacer las anotaciones 
génicas de 8 contig. Las secuencias 12 y 13 no pudie-
ron ser anotadas. Para las secuencias 2, 3, 4 y 20 se 
encontraron homologías con la información contenida 
en la base de datos del NCBI y pudo realizarse la res-
pectiva anotación de estas secuencias, identificando 
su función molecular, su función en los procesos bio-
lógicos y su localización subcelular (ontología génica 
-GO-); inclusive, la secuencia 4 pudo ser relacionada 

con el código enzimático y determinarse su partici-
pación en rutas metabólicas según la base de datos 
KEGG. Por su parte, para las secuencias 5, 21, 22 y 
25 no pudo encontrarse su ontología génica pero tu-
vieron homología con la información contenida en la 
base de datos InterProScan y fueron relacionadas con 
características identificables de familias, dominios o si-
tios funcionales de proteínas conocidas (tabla 1).

Se encontró gran variación en las especies a las que 
pertenecen las secuencias con las que se presentaron 
los aciertos de los contig, al hacer el blastx; sin em-
bargo, las de mayor relevancia para llevar a cabo las 
anotaciones genicas, fueron Curvibacter putative y So-
lanum panduriforme (tabla 1).

Los contig 2, 3 y 20 tuvieron homología con una se-
cuencia que codifica para una serina acetiltranferasa 
(SAT). SAT es una enzima involucrada en el metabolis-
mo del azufre (López-Martín et al., 2008; Kopriva et al., 

Figura 5. Diacol Capiro (C), Parda Pastusa (P), Pasta Suprema (S) y Oomiceto (O). hpi: horas posteriores a la infección. La flecha 
señala el segmento recuperado.
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2009), que se encuentra presente en plantas, hongos 
y microorganismos capaces de asimilar el azufre inor-
gánico presente en la naturaleza, e incorporarlo a sus 
compuestos orgánicos (Kopriva et al., 2009; Haas et 
al., 2008). En plantas, esta enzima ha sido encontra-
da en el citosol, mitocondria y plástidos (Harms et al., 
2000; Haas et al., 2008; López-Martín et al., 2008). El 
producto final de la asimilación del azufre es la cisteína 
y a partir de este aminoácido se sintetizan, directa o 
indirectamente, otras bio-moléculas que tienen azufre 
en su estructura como glutatión, metionina y fitoalexi-
nas (Harms et al., 2000; Riemenschneider et al., 2005). 
La cisteína y la metionina son aminoácidos fundamen-
tales para la estructura y función de las proteínas, co-
enzimas y grupos prostéticos; además, los compuestos 
sulfurados están involucrados en las respuestas a es-
trés biótico y abiótico, por ejemplo el glutatión, que 
hace parte de la detoxificación de las especies reac-ón de las especies reac- de las especies reac-
tivas de oxígeno (ROS) (Davidian y Kopriva, 2010). 
Wirtz y Hell (2006) evaluaron la expresión de una SAT 

bacteriana en plantas transgénicas de papa y encon-
traron que la sobreexpresión de la enzima indujo el 
incremento de los niveles de cisteína y glutatión en 
dichas plantas. 

La secuencia del contig 4 tuvo homología con una se-
cuencia que codifica para la subunidad β de la RNA 
polimerasa. La transcripción de los genes que se en-
cuentran en el genoma de los plástidos es realizado 
por múltiples subunidades de RNA polimerasas depen-
dientes de DNA, cuyas propiedades y funciones no se 
conocen bien (Troxler et al., 1994). En el genoma de 
los cloroplastos de las plantas, existen diferentes genes 
(rpoA, rpoB, rpoC1 y rpoC2) que codifican para proteí-
nas homologas a las subunidades α, β, β’ y β’’ de las 
RNA polimerasa de las bacterias (Dubey et al., 2009). 
En los tilacoides de la membrana de los cloroplastos, 
se encuentra el sistema transportador de electrones 
fotosintético y allí es donde se producen la mayor 
cantidad de ROS (Kariola et al., 2005); por lo tanto, 

Tabla 1. Resultado del blastx: secuencias homólogas con meor e-value y porcentaje de similitud. a Tamaño del contig (pb). 
b Descripción de la secuencia homóloga. c Porcentaje de similitud. d Descripción del GO. F: función molecular. P: función en 
procesos biológicos. C: localización celular. e Código enzimático. f InterProScan.

Contig Tamañoa Descripciónb e-Value
Sim. 

%

Anotaciones génicas

GOd E.C.e InterProf

2 331 Serina acetil transferasa 1,1 e-18 62,0
F: actividad transferasa, acetiltransferasa, 
serina O-acetil transferasa

– –

3 331 Serina acetil transferasa 2,5 e-18 62,9
F: actividad transferasa, acetiltransferasa, 
serina O-acetil transferasa

– –

4 263
Subunidad β de la RNA 
polimerasa

2,9 e-44 97,3

F: actividad RNA polimerasa dependiente de 
DNA, unión a DNA, unión a ribonubleósido.
P: transcripción dependiente de DNA, 
metabolismo de purinas/pirimidina.
C: cloroplasto, nucléolo.

2.7.7.6 –

5 139 – – – – –
SIGNALP, 
TMHMM

12 132 – – – – – –

13 169 – – – – – –

20 331 Serina acetil transferasa 2,1 e-17 60,6
F: actividad transferasa, acetiltransferasa, 
serina O-acetil transferasa

– –

21 110 – – – – – SEG

22 125 – – – – – SIGNALP

25 154 – – – – –
SEG, 

TMHMM
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el cloroplasto tiene un papel muy importante durante 
la resistencia a enfermedades y la respuesta de hiper-
sensibilidad celular que se desencadena cuando se 
presenta una interacción planta-patógeno incompati-
ble (Kariola et al., 2005; Dubey et al., 2009). Dubey et 
al. (2009) al evaluar el genoma del cloroplasto de dos 
variedades de plantas, con diferente respuesta ante la 
acción de un patógeno, encontraron que la única di-
ferencia eran cuatro sustituciones nucleótidicas (SNP) 
en el gen rpoC1, que codifica para la subunidad β’ de 
la RNA; los investigadores concluyeron que es posible 
que esta diferencia sea la responsable de la respuesta 
susceptible o resistente ante el fitopatógeno.

En cuanto a los resultados del InterProScan, se encon-
tró que algunas secuencias, después de ser traducidas, 
tendrían homología con regiones de baja complejidad 
(SEG), dominios transmembranales (TMHMM) o 
péptidos señal (SIGNALP). Este dominio transmem-
branal  conlleva un gran interés dado que durante 
la inmunidad innata de las plantas existen proteínas 
encargadas de reconocer los patrones moleculares 
asociados a patógenos (PMAP) y desencadenar así la 
respectiva respuesta de defensa; en algunos casos, es-
tos receptores de PMAPs están formados por dominios 
transmembranales, como es el caso de los receptores 
semejantes a Toll, FLS2, RLP y CEBiP (Castro-Mercado y 
García-Pineda, 2009; Ojito-Ramos y Portal, 2010).

Conclusión 

Evaluando los perfiles de expresión generados a par-
tir de interacciones planta-patógeno, bajo diferentes 
condiciones, es posible identificar genes que se expre-
san en las interacciones compatibles y no lo hacen en 
las incompatibles, o viceversa. Así, esta herramienta 
permite clarificar que genes están involucrados en la 
resistencia; pero además, pueden conocerse genes 
involucrados en la susceptibilidad, los cuales son mu-
cho menos conocidos y que igualmente podrían ser 
usados en la búsqueda de estrategias de resistencia. 
Los estudios de expresión génica durante la interac-
ción planta- patógeno que se realizaron, demuestran 
que las diferencias en la expresión durante las inte-
racciones compatibles e incompatibles incluyen una 
variedad de respuestas como la sobre-expresión, el 
silenciamiento y los cambios en el nivel de expresión. 
Puede suponerse que estas variaciones son responsa-
bles de la resistencia a la enfermedad, pero del mismo 
modo también podrían serlo de la susceptibilidad, por 
lo cual es necesario continuar con estudios más deta-
llados. El análisis las secuencias reveló que los fragmen-
tos sobre-expresados en las variedades susceptibles, 
tienen homología con una serina-acetiltranferasa y la 

subunidad β de la RNA polimerasa, mientras que los 
fragmentos sobre-expresados en la variedad resisten-
te, tienen homología con un dominio transmembranal, 
sugiriendo que estas secuencias corresponden a genes 
involucrados en la respuesta de S. tuberosum ante el 
ataque de P. infestans.
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