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L INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo alimenticio en orden de
importancia a nivel mundial, después del trigo, el arroz y el maiz (40, 79). Su
produccién es afectada por el hongo Phytophthora infestans en cualquier parte del

mundo donde se siembre papa (29, 56).

En zonas paperas endémicas para el P. infestans como las de Centro América, las
condiciones ambientales son ideales para su desarrollo, causando en pocos dias dafios
al follaje en variedades comerciales hasta del 100 por ciento. Esto hace que se destine
gran cantidad de recursos econdmicos, debido al elevado nimero de aplicaciones de

fungicidas llegando hasta 12 por ciclo, con intervalos de 3 a 8 dias (123).

El hongo'P. infestans se constituye en una amenaza creciente para la produccién
mundial de papa, provocando que mas fungicidas se apliquen a este cultivo
alimenticio que a cualquier otro. Al causar los primeros efectos devastadores en
Irlanda en el siglo XVIII, hizo que los cientificos de vanguardia aplicéran sus

conocimientos a la agricultura, desarrollando los primeros fungicidas efectivos,




estableciendo el mejoramiento institucionalizado de la papa (130) y por qué no

sefialarlo, al nacimiento de la fitopatologia como ciencia (34).

El tizén tardio es el nombre de la principal enfermedad de la papa causada por el
hongo P. infestans y actualmente es mas compleja y agresiva; mas compleja debido a
una nueva migracion del patégeno que incluye dos tipos de apareamiento sexual (Al
y. A2) procedentes de la sierra central de México, donde ambos tipos pueden
reproducirse sexual y asexualmente. Es mas agresiva ya que causa mayores dafios a
plantaciones de papa y tomate y en etapas mds tempranas del cultivo, lo que significa
una adaptacion més rdpida al ambiente y a las medidas de control, existiendo pocos

fungicidas efectivos para el control de este importante patdgeno (26, 27).

La mayoria de los cultivares de papa sembrados por los agricultores en el mundo
(Solanum tuberosum ssp. tuberosum), constituyen variedades susceptibles al ataque
del patégeno en estudio; entre éstas mencionaremos: Russet Burbank, Alpha,
Granola, Amigo, Bintje, Desiree y muchas méas. Surge en consecuencia desde el
reconocimiento de la resistencia horizontal, el desarrollo de cultivares de papa con
alta resistencia—como una prioridad—en los programas de niejoramiento genético

(22, 23, 24, 28, 30, 39, 45, 46, 131).



(99

La elaboracién e implementacién de estrategias de manejo integrado del tizon tardio
bajo un enfoque de sistemas, involucra el uso de medidas complementarias necesarias
al empleo de cultivares con resistenéia horizontal, las cuales estan dirigidas a bajar
significativamente Jos costos de produccion (por reduccion en el uso de fungicidas),
contribuyendo al establecimiento de una produccién sostenible de papa que considere
entre sus metas la proteccién y conservaci(’)n.de los agroecosistemas y sus cuencas,

ademads de la productividad y rentabilidad (26, 37, 98)

Sin embargo, el mejoramiento genético de la papa es complejo pues requiere la
combinacién de muchos caracteres para mejorar una futura variedad y requiere de
abundantes recursos (25). Los programas de mejoramiento genético desde 1950 han
orientado sus esfuerzos hacia la busqueda de fuentes de resistencia horizontal
controlada por la accién de genes menores, por ser de caracter cuantitativo, mas

- estable y duradera (21, 25, 75).

Los programas de mejoramiento con enfoque de seleccidn para uso global inician con
una estricta seleccién en invernaderos, algunas veces seguida por una evaluacién
detallada de los componentes de resistencia, lueg(; por las pruebas de campo en zonas
endémicas (México) y finalizan con las evaluaciones en campo bajo condiciones

locales y las pruebas de resistencia en tubérculos (121).



Las pruebas de evaluacién de plantulas de papa con resistencia a P. infestans en
invernaderos posee grandes ventajas comparativas a las pruebas de campo, como la
eliminacién de individuos susceptibles que conforman una poblacién de material
genético en una etapa temprana de un programa de mejoramiento genético para
- resistencia al tizén tardio; sin embargo, para muchos cientificos no representa en

forma clara a las pruebas de resistencia en el campo (9, 95, 115).

Si la prueba de resistencia con plantulas en invernadero permite predecir el
comportamiento de las plantas adultas en campo, tanto la seleccidon de progenitores
como el tamizado de progenies segregantes serian mds eficientes. Caso contrario, se
determinara que las pruebas de campo son muy necesarias para la cuantificacion de la

resistencia horizontal tanto en clones como en progenies segregantes.

Considerando la importancia de las pruebas de invernadero y campo en el proceso de
seleccion de material genético de todo programa de mejoramiento genético para
resistencia horizontal al tizén tardio de la papa, en el presente trabajo de investigacion

se plantearon los siguientes objetivos:




Objetivos
1. Establecer la correlacion entre la expresion de la resistencia horizontal a nivel de

plantulas en invernadero y plantas adultas en campo.

2. Determinar el método (invernadero o campo) més apropiado y practico de prueba

de progenies segregantes para la seleccién de genotipos resistentes.




II. REVISION DE LITERATURA

2.1 El patégeno Phytophthora infestans (Mont.) de Bary

Inicialmente, el hongo P. infestans causante del tizoén tardio de la papa, fue descrito
por Montagne en 1845 como Botrytis infestans, luego Walker lo incluy6 en el género
Peronospora (34). En 1876, Anton de Bary clasific6 al hongo ubicandolo en el Reino
Mycetae (Hongo), a la clase Oomycete, orden Peronosporales y a la familia

Phythiaceae (2, 34).

Hawksworth y colaboradores (57) y Erwin y Ribeiro (34), presentan la nueva
clasificacion del género Phytophthora, ubicandolo dentro del Reino Protoctista o
Chromista que incluye algas marrones y todos los protistas, ambos con flagelos
tubulares, mastigonemas (pelos cortos unidos lateralmente al flagelo) y reticulo
endoplasmaético. A la divisién Oomycota, cuyos miembros son hongos unicelulares a
filamentosos méviles, caracterizados por la ausencia de quitina en la pared celular,

pero rica en celulosa.




La division Oomycota éontiene a la clase Oomycete que se caracteriza por la
produccion de zoosporas con dos flagelos, uno tipo latigo y otro tipo plumilla, y por
la incapacidad de sintetizar los esteroles, que es un componente de la membrana
celular. Ademés de la naturaleza diploide, la presencia de tipicos cristales tubulares
en la mitocondria y los estudios filogenéticos de pequefias subunidades de secuencias
de ADN ribosomal; sugieren que los Oomycetes estdn mas relacionados a los
Chrysophytos que a los hongos superiores como los Ascomycetes y Basidiomycetes

(34).

El hongo P. infestans, es un patégeno de gran potencial destructivo en muchas
especies de la familia Solanaceae, principalmente en papa y tomate.. Es un hongo
especializado que se comporta como hemibiotréfico ya que es biotréfico en el borde

de la lesion pero, necrotrofico cerca del centro de la lesion (45, 95).

Ataca hojas, tallos, bayas y tubérculos de las plantas de papa (60, 90), causando la
enfermedad conocida como tizén tardio, rancha, lancha, hielo, gota, mildiu, late
blight (1, 19, 34, 60). Se considera que esta enfermedad bajo condiciones
ambientales muy favorables, puede destruir totalmente una plantacién en corto
tiempo sino se aplican medidas de control oportunas. Aun con niveles bajos de

infeccién la cosecha puede resultar disminuida (37, 81).



Actualmente se gastan sumas exorbitantes en el control de P. infestans en papa y
tomate, principalmente en fungicidas. Segtn Landeo (70), se gasta alrededor de 1.8
billones de délares en fungicidas para controlar el tizén tardio en papa y que el mundo
en desarrollo gasta 600 millones de délares en fungicidas. Los fungicidas utilizados
para controlar el tizén tardio no sélo son potencialmente peligrosos y costosos, sino

que estan perdiendo su efectividad (27).

2.2.1 Origen y distribucién geogrifica
Existen evidencias genéticas de que el hongo se originé en el Valle de Toluca de la
zona central de México, considerandose a Reddick y Crossier eﬁ 1943 entre los
primeros que reportaron que este lugar es el principal centro de origen de P. infestans
(92). La gran diversidad genética observada en las plantas hospedantes y en el hongo
apoyan la hipdtesis que el patosistema papa-P. infestans ha coevolucionado en este
lugar en el tiempo. Niederhauser (91), a través de colecciones de muestras del hongo
en 1956 en plantaciones de papa localizadas en el centro de México, identifico el tipo
de apareamiento A2 por medio de la presencia de oosporas, las cuales fueron capaces
de producir progenies patogénicas. En las poblaciones del patégeno de estas zonas

paperas, los tipos de apareamiento Al y A2 aparecen en igual frecuencia (33,84).

Casi a mediados del siglo XIX muestras del hongo salieron de su enclave biologico y

se diseminaron rapidamente a través de tubérculos semillas infectados, llegando a



Norte América, luego a Europa y de alli al resto del mundo. Actualmente es el mas
importante patégeno de la papa en cualquier lugar donde ésta se cultive. En esta
primera fnigracién, s6lo se disemino el tipo de apareamiento sexual Al y los es;tudios
recientes de estructura genética de estas poblaciones, indican que éstas estaban

dominadas por un linaje clonal simpleb (por ejemplo el US-1) (25, 43, 45, 81, 128).

Alrededor de 1976, se produce una nueva migracion de P. infestans incluyendo los
dos tipos de apareamiento sexual Al y A2 desde su centro de origen a Europa, y
desde alli a través de la venta de tubérculos-semilla, a Asia, Africa y Sudamérica
(anteriormente el tipo sexual A2 no habia sido detectado fuera de México) (26, 46,

112).

Posteriormente, nuevos genotipos del hongo aparecieron en Estados Unidos y
- Canadd, pero no a través de tubérculos de papa provenientes de México, sino de las
grandes importaciones de frutos de tomate infectados -aparentemente sanos- con P.
infestans, los cuales eran descartados. Debido a que este hongo puede esporular
facilmente en frutos de tomate infectados, quizds la dispersién aérea contamind
cultivos cercanos de papa y tomate en produccion (45). La nueva migracion estd
distribuyéndose en el mundo rdpidamente y debido a su mayor agresividad
(incremento rapido de la enfermedad en el hospedante) y capacidad de adaptacion

tiende a desplazar con facilidad a las antiguas poblaciones del hongo (32, 43).
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La nueva migracién de P. z'nfesz‘ansv se caracteriza por presentar: a) incremento de la
capacidad de adaptacién y “fitness” (patogenicidad intrfnseca), su agresividad y
potencial de causar epidemias mds severas de la enfermedad y en etapas mds
tempranas del cultivo, b) desarrollo de resistencia al fungicida metalaxil con mas
frecuencia, ¢) mas virulencia que las poblaciones antiguas, d) produccion de
oosporas, que son estructuras de conservacion producto de la recombinacion sexual,
capaces de sobrevivir en estado latente en el suelo durante afios y pueden convertirse
en una fuente adicional de indculo que incrementarfa el desarrollo epidemiolégico de
la enfermedad, y e) compatibilidad en algunas variantes del hongo para atacar papa y

tomate al mismo tiempo (43).

Al inicio de 1990, los linajes que contribuyeron a aumentar la amenaza de P.

infestans en la nueva migracién fueron (45):

1.- US-6: Tipo de apareamiento Al, usualmente muy patogénico en tomate -pero no
siempre- y resistente al metalaxil. Este genotipo raramente se aislé después de
1993.

2. US-7: Tipo de apareamienfo A2, patogénico en tomatevy resistente al metalaxil.

Genotipo causante de epidemias en tomate en los Estados Unidos y Canada.
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3. US-8: Tipo de apareamiento A2 y es el genotipo que ha creado mayores
problemas. Muy patogénico bal follaje y tubérculos de papa y resistente al
metalaxil.

Desde el descubrimiento del tipo de apareamiento A2 en aislamientos de muestras de

papa en Europa, se han formulado cuatro principales hipdtesis para explicar su

aparicién: (i) surge del tipo Al, a través de mutacidén o recombinacién >mit6tica entre
ambos (107), (i) ha existido antes de 1980 pero en tan baja frecuencia que éstos
nunca fueron detectados (108), (iii) aislamientos introducidos por la migracién del
patdégeno provenientes de su centro de origen en México (47) y (iv) surge por

cambios del tipo de apareamiento, por estar expuestos constantemente a fungicidas o

por induccién a la autofecundacién (64). Entre éstas, la hipotesis de la migracién es

la més aceptada cientificamente.

La répida distribucion de las nuevas variantes del hongo, principalmente del genotipo
US-8 (47), se debe entre otros factores a: (i) el envio transcontinental de tubérculos-
semilla de papa, como un método muy efectivo para el movimiento a grandes
distancias, (ii) la caracteristica de US-8 (patogénico al follaje y tubérculos), y cuya
infeccic_')n al tubérculo resulta de los esporangios producidos en el follaje;. indicando
que quizés el US-8 es el causante de la infeccion a los tubérculos de papa (67) y (iii)
la diseminacidn de los esporangios del hongo por el viento, conduce a una dispersion

local.
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El hongo P. infestans se reproduce en forma asexual y sexual, pero la reproduccién
sexual ocurre tnicamente por recombinacién entre tipos de apareamiento opuestos
(Al y A2). Tooley y colaboradores (118) encontraron que los alelos de las
aloenzimas Isomerasa de glucosa fosfato y Peptidasa (Gpi y Pep), en una poblacion
del hongo colectada en la zona central de México, se encontraban en igual proporcion
de equilibrio, indicando que esta condicién ocurre en poblaciones con apareamiento
sexual al azar (Hardy - Weinberg). Por otro lado, el mismo estudio con poblaciones
asexuales del hongo provenientes de aislamientos colectados en Estados Unidos y

Canada, no resulté en equilibrio para estos alelos.

2.1.2 Biologia de P. infestans
2.1.2.1 Caracteristicas morfolégicas
El micelio del hongo se caracteriza por presentar hifas o filamentos hialinos,
ramificados y cenociticos (sin septas). Esporangiéforos que se diferencian de las
hifas somaticas, ramificados en forma simpddica y de crecimiento indeterminado, en
cuyo &pice se forman los esporangios ovoides, elipsoidales a limoniformes; con
tamafios entre 22 a 36 um de largo y de 19 a 29 um de ancho. Los esporangios son

semipapilados, con tallo corto (< 5 pm) y caducos (al madurar se desprenden) (2, 34).
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Durante el crecimiento de los esporangiéforos de P. infestans, los esporangios son
desplazados hacia una posicién lateral y posteriormente se desprenden siendo
diséminados por el viento. Los esporangidforos forman un simpodio con un
crecimiento mas o menos ondulacio en los sitios donde emergen los esporangios y

forman dilataciones que es una caracteristica particular del hongo (34).

Los esporangios pueden germinar emitiendo un tubo germinativo, pero con mayor
frecuencia liberan zoosporas méviles, uﬁicelulares, periformes a renifomes y con dos
flagelos de diferentes tamafios que son utilizados para nadar libremente en el agua.
Cada zoospora contiene tipicamente un solo nucleo y cerca de éste se encuentran dos
cuerpos basales a partir de los cuales salen dos flagelos, uno liso y el otro tipo

plumilla (1,34,60).

En cuanto a las estructuras sexuales de P. infestans, el oogonio (6rgano femenino) es
de 31 a 50 um de didmetro y generalmente es globoso o subgloboso, pero
ocasionalmente es piriforme; es hialino y en algunos casos la pared se torna
ligeramente pigmentada de una tonalidad marrén amarillenta. El anteridio (érgano
masculino), es conocido como anfigeno por el tipo de insercién con el oogonio (2).
El anteridio es anfigeno ya que al inicio de su desarrollo el oogonio atraviesa la pared

y se transforma en una estructura esférica situada sobre el anteridio (32).
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Cada talo es bisexual con potencial para formar anteridios y oogonios; por falta de
nutrientes una cepa produce anteridios, mientras que una bien nutrida produce los
oogonios. Ademas, diversos aislamientos de P. infestans tienen diferentes grados de
fuerza sexual; es decir, cuando una cepa se aparea con clertos aislamientos puede
mostrar potencial masculino, pero cuando se aparea con otros puede actuar con

potencial femenino (109).

Verificada la fecundacién del oogonio se forma la oospora, la cual es aplerética (no
llena toda la cavidad oogonial). Es una estructura de conservacién que estd
compuesta por tres capas siendo la externa lisa y llega a medir de 24 a 35 pm de

didmetro (34).

2.1.2.2 Ciclo del tizon tardio de la papa

2.1.2.1.1  Ciclo de vida asexual
En algunas zonas productoras de papa la infeccidn inicial parte de los tubérculos-
semilla infectados con micelio del hongo (figura 1). En condiciones ambientales
favorables, los esporangidforos aparecen en gran cantidad a través de las Ien'ticelas 0
lesiones de los tubérculos. Es frecuente el desarrollo del micelio hacia el tallo de las
plantas con mayor rapidez a nivel de la regién cortical, dando como resultado la

decoloracién y necrosis de las células de esa zona. Posteriormente el micelio se
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desarrolla entre las células medulares del tallo, pero rara vez se le encuentra en el

sistema vascular, finalmente el micelio llega a la superficie del suelo (1,32).

El hongo crece en los nuevos tejidos de las plantulas y esporula en sus partes aéreas,
siendo la esporulacién més abundante en el envés de las hojas que en el haz de las

mismas, causando una rapida diseminacion de la enfermedad.

En presencia de agua los esporangios pueden germinar directamente, mediante un
tubo germinativo que emerge por el extremo papilado, el cual penetra por un estoma e
infecta el tejido de las hojas de las plantas de papa. También pueden liberar de 10 a
12 zoosporas en presencia de agua y temperaturas mas bajas. Una vez que las
zoosporas entran en reposo, se enquistan y germinan produciendo un tubo

germinativo y micelio (34).

Las zoosporas son consideradas los mayores propagulos infectivos. El tubo
germinativo produce un apresorio, érgano aplanado, adherido a la superficie de las
hojas, a partir del cual se forma la hifa de infeccidn que penetra en la célula

epidérmica del hospedante (53).

El tubo germinativo puede penetrar en forma directa la cuticula de la hoja, por medio

de las enzimas galactanasa y galacturonasa producidas por P. infestans; sin embargo,
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la enfermedad del tizén tardio no se caracteriza por causar una desintegracién
completa del tejido y pared celular. El tubo germinativo penetra mayormente a través
de los estomas (20). Después de penetrar en la hoja por los estomas, el tubo
germinativo se transforma en un micelio ramiﬁcado, que desarrolla dentro del tejido
vegetal a nivel intercelular y solo sus haustorios largos entran a las células del

mesofilo de las hojas (53).

Después de la infeccidn, en condiciones ambientales favorables, surgen numerosos
esporangioforos por los estomas de las hojas de plantas de papa y dan lugar a un gran
numero de esporangios, los cuales se forman entre 4 a 5 dias después de la infeccion.
Estos son dispersados por el viento e infectan nuevas plantas, de esta manera, si las
condiciones son favorables para el desarrollo del hongo, en un periodo de crecimiento
del cultivo, puede producirse nuevas infecciones y numerosas generaciones asexuales
del hongo (enfermedad policiclica). Al avanzar la enfermedad, las lesiones previas
contintian extendiéndose apareciendo otras, dando como resultado la muerte
prematura del follaje de las plantas y una disminucién proporcional en la produccién

de tubérculos de papa (1, 2, 34, 60).

En condiciones de presencia de lluvias, los esporangios y zoosporas son lavados y

caen al suelo en donde éstos germinan y sus tubos germinativos penetran en los



17

tubérculos a través de lenticelas, yemas, heridas o por cualquier superficie que no ha

suberizado completamente (1, 87).

En las zonas templadas de diaé largos el hongo P. infestans sobrevive en forma de
micelio que crece en los tubérculos dejados en el campo o en los utilizados como
semilla. En las éreas tropicales, donde sé cultiva papa durante todo el afio, su
presencia es constante debido a la siembra permanente de plantaciones de papa. El
patdégeno también puede sobrevivir en especies silvestres de papa que se encuentran
ampliamente distribuidas tanto en América Central como en América del Sur,
propagandose desde alli a plantaciones comerciales (4). Las estructuras de

propagacion del hongo mueren si no encuentran un tejido hospedante vivo.

2.1.2.2.2  Ciclo de vida sexual
P. infestans es heterotalico ya que requiere del apareamiento de dos aislamientos con
tipos de compatibilidad opuestos para que se produzca la reproduccién sexual. Esta
tiene lugar mediante la formacién del anteridio y del oogonio en tipos de

apareamiento opuestos (Figura 1).

El anteridio que es anfigeno, en su fase inicial de desarrollo no intercambia

citoplasma con el oogonio (34). El oogonio se expande y su tallo es taponado,
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posteriormente todos los nucleos en el oogonio -excepto uno- emigran hacia la

periferia.
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Figura 1. Ciclo del tizén tardio de la papa causado por el hongo Phytophthora infestans.
Fuente: André Drenth, 1994.
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La meiosis ocurre en los gametangios multinucleados (29, 32). La fecundacién se
verifica al penetrar el tubo de fecundacion del anteridio a través de la pared oogonial,
depositando sus nucleos. El oogonio fertilizado se convierte en una estructura con

pared gruesa, conocida como oospora (2).

Las oosporas a diferencia de los esporangios y las zoosporas pueden resistir
condiciones ambientales desfavorables como temperaturas congelantes, sequias y la
ausencia de hospedantes. Las plantas de pépa totalmente afectadas por el tizon tardio
conteniendo oosporas que se dejan en el campo, con el tiempo se descomponen en el
suelo y las oosporas son liberadas (33). Las oosporas pueden germinar e infectar
tubérculos y plantulas de papa, asi como hojas y tallos que estén en contacto con el
suelo. Las germinacién de las oosporas se inicia con el consumo de los cuerpos
lipidos presentes en el ooplasto, seguida por la disolucién de su pared y finaliza con la
formacién de uno o varios tubos germinativos. Cada uno de éstos, pueden iniciar un
crecimiento micelial directamente o terminar en un esporangio que puede germinar

directamente o produciendo zoosporas (2,32).

2.2 Sintomatologia
Los primeros sintomas en las hojas consisten en pequefias manchas himedas entre
verde claro y oscuro, de forma circular a irregular y por lo comun aparecen en las

puntas o bordes de las hojas. En condiciones hiimedas, las lesiones se extienden




21

rapidamente convirtiéndose en zonas necroticas grandes de color café a negro que
presentan bordes irregulares. A menudo se forma un halo de color verde claro a

amarillo en la parte externa de la zona necrética de la hoja (1, 60, 95).

En el borde de las lesiones, especialmente en el envés de las hojas, se forma una zona
blanca de aspecto algodonoso, constituido por esporangios y esporangiéforos. En
condiciones fav‘orables, en menos de una semana la enfermedad puede propagarse de
los primeros foliolos infectados a todos las hojas de una planté, cubriendo a casi toda

la plantacion (18, 60).

Las lesiones necroticas se extienden por toda la hoja hasta el peciolo y muchas veces
infectan los tallos, los cuales son quebradizos y al colapsar matan finalmente las
partes de la planta por encima de las lesiones. En campo, las plantas severamente
afectadas emiten un olor caracteristico debido a la rdpida descomposicion del tejido
~ foliar muerto. En climas secos las lesiones existentes dejan de extenderse, se

ennegrecen, enrollan, se secan y el hongo ya no se desarrolla més en el envés de las

hojas (60).

El hongo también ataca a las bayas y los tubérculos (60, 90). En muchos lugares las
infecciones a los tubérculos son poco frecuentes (87). Cuando estos érganos son

infectados muestran éreas de la piel levemente hundidas de color café a morado,
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debajo de la cual se observa una pudricién seca y granular de color café palido, que se
extiende dentro del tubérculo aproximadamente de 1 a 2 cm en un patron irregular.
Posteriormente, las zonas afectadas adquieren firmeza y se secan en cierto grado. Las
lesiones en la piel pueden ser pequefias o cubrir toda la superficie del tubérculo, sin

extenderse mas adentro del mismo (87).

Los tubérculos al ser infectados durante la cosecha con esporangios todavia presentes
en el suelo, o al ser expuestos con el hongo esporulante presente en el follaje
parcialmente enfermo de algunas plantas, es muy probable que se produzca otra
infeccién, la cual se desarrolla durante el almacenamiento de los tubérculos.. La
mayoria de los tubérculos que han sido infectados se pudren en el campo o bien

cuando son almacenados (1, 60).

2.3 Condiciones ambientales favorables

La temperatura y la humedad relativa son factores importantes para el deéarrollo del
tizén tardio de la papa. Erwin y Ribeiro (34) mencionan las siguientes condiciones
ambientales que generalmente preceden al desarrollo de la epidemia del tizén tardio:
a) temperaturas nocturnas igual que las gotas de rocio al menos por 4 horas, b)
temperaturas nocturnas menores a 10°C cuando no se forman gotas de rocio sobre las
hojas, y ¢) por lo menos un dia con neblina y posterior a éste, lluvia de por lo menos

0.1 mm.
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La esporulacién es mas intensa a 100 por ciento de humedad relativa y temperatura
optima de 21°C, pero se ha observado crecimiento entre 4 y 26°C. Temperaturas
superiofes a 26°C, matan las hifas en una semana. La produccién més abundante de
esporangios se evidencia a temperaturas entre 9 y 22°C, siendo lo 6ptimo entre los 18
a 22°C. En este rango se forman abundantes esporangios en 14 h, mientras que a
temperaturas mas bajas, 9 a 15°C, se requieren 48 h. En cuanto a la humedad relativa

para la produccién de esporangios, el optimo es de 100 por ciento y el minimo de 91

por ciento (34,60).

Los esporangios son capaces de germinar dentro de un amplio rango de temperaturas,
desde 4 hasta 24°C; sin embargo, a temperaturas mayores de 24°C los esporangios
pierden viabilidad en un tiempo de 1 a 3 h en aire seco y de 5 a 15 h en aire himedo.
Ademas de la temperatura y la humedad, la edad de los esporangios influyen sobre la

germinacién (1, 34).

Los esporangios requieren de agua libre para germinar, la cual puede darse en forma
directa mediante la formacién de un tubo germinativo que es favorecido por
temperaturas altas (60), siendo la temperatura Optima para la germinacién directa de
24°C. Una vez que los esporangios han germinado, se requiere un periodo de 2 a 2.5
h con temperaturas entre 15 a 25°C para que se produzca la penetracién de los tubos

germinativos en los tejidos de las plantas de papa (2, 34).
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Los esporangios también liberan zoosporas, favorecidos por temperaturas baja entre
12 a 16°C. La temperatura determina el periodo de nado de las zoosporas en la

pelicula de agua que se forma sobre las hojas, registrandose de unos pocos minutos a

horas.

El desarrollo del hongo en la hoja es poco afectado por la humedad ambiental. Sin
embargo, los esporangios sélo se forman cuando la humedad relativa dentro del
follaje es superior a 95 por ciento. Cuando la temperatura es 6ptima, se requieren
ocho horas de alta humedad para la produccidén de esporangios, la liberacion de

zoosporas y la penetracion (2).

2.4 Variabilidad genética de P. infestans

Meéxico es considerado como el centro de diversidad del hongo, con 4reas de
dispersiéon en el valle de Toluca y en la Sierra Central mexicana (92, 106). Sin
embargo, la distribucién de la variabilidad genética de las poblaciones de P. infestans
debe ser determinada en los diferentes niveles geograficos, tales como entre regiones,

entre campos dentro de regiones y dentro de campos.

La diversidad genética de las poblaciones del patdgeno han sido estudiadas a nivel

mundial, utilizando los siguientes marcadores:
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2.4.1 Tipos de apareamiento
La presencia de los grupos de apareamiento Al y A2 en las poblaciones de este hongo
posibilita de reproduccién sexual y consecuentemente, la variabilidad genética.
Romero (102), sefiala que este hongo posee gran cabacidad de generar nuevos

biotipos por hibridacién.

La gran variabilidad geqética encontrada en aislamientos del hongo dentro de un
campo, indican que ademds de las esporas vegetativas, el estado sexual,
especificamente las oosporas, contribuye a la propagacién de las poblaciones de P.
infestans en el campo. Los reportes de la existencia de una gran variabilidad genética
han coincidido con la introduccién de aislamientos del hongo con los nuevos tipos de
apareamiento Al y A2 alrededor de 1980 (32, 45,48). Por ejemplo, en los Estados
Unidos, de 75 aislamientos del hongo provenientes del valle de Toluca, México, la
mayoria estaba constituido por un genotipo diferente unico; es por ello que la

estructura poblacional de P. infestans presenta variaciones entre localidades (55, 83).

2.4.2 Ploidia
Fry y Spielman, citados por Umaerus y Umaerus (121) y Tooley y cc;laboradores
(117), en recientes estudios de la ploidia de aislamientos de P. infestans provenientes
de diversas localidades, encontraron que todos los aislamientos mexicanos

pertenecian a una poblacién diploide pero, aislamientos de otras localidades
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presentaron altos niveles de ploidia. Reportaron que los individuos diploides tienen

la capacidad de acumular un amplio arreglo de combinaciones de alelos virulentos.

2.4.3 Agresividad
Umaerus v Umaerus (121), reportaron que existen suficientes evidencias de que
muchos aislamientos del hongo son mas ag;esivos en ciertos cultivares resistentes; es
decir, el patégeno crece mas rapidamente sobre los tejidos de las plantas de papa. La
agresividad es la capacidad que tiene el patégeno de incrementar rapidamente su

poblacién y por consiguiente la enfermedad.

L‘La agresividad en el patdgeno es un caracter heredado poligénicamente, por lo tanto,
esta ligado a la resistencia horizontal. La importancia de esta relacion esta basada en
la presencia del estado perfecto del hongo, en el cual la gran influencia del ambiente y
de la recombinacién sexual contribuyen a la disminucién o aumento de la agresividad
del hongo. Fry .(43) indica que las nuevas migraciones de P. infestans son mas
agresivas porque causan epidemias més severas de la enfermedad y en etapas mas

tempranas del cultivo.

2.4.4 Virulencia
La evaluacién fenotipica de virulencia fue quizés el primer marcador utilizado en los

estudios de genética de poblaciones de P. infestans. A pesar de los problemas con los
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estudios de virulencia, éstos son de gran utilidad y se utilizaron para comparar grupos
de poblaciones de P. infestans. Historicamente, las pruebas de virulencia fueron

hechas en un esfuerzo para predecir la utilidad de genes R (107, 108, 113).

El patbgeno P. infestans es capaz de presentar amplias variaciones patogénicas,
reportandose que el organismo adquiere mayor capacidad de virulencia a medida que
se le enfrenta con genes mayores -genes R- de las variedades resistentes,
evidenciando asi mutaciones frecuentes (58). Las mutaciones en P. infestans ocurren
de manera espontanea, independientemente del tipo de reproduccién y dado el gran
numero de progenie producida por el hongo, es posible que muchos mutantes que
difieren de sus progenitores en cuanto a virulencia aparezcan en los campos de cultivo

cada campaila de produccién (1).

Las razas fisiologicas de P. infestans son identificadas y clasificadas segin su
virulencia sobre una serie de plantas diferenciales. La virulencia es a menudo un
caracter heredado oligogénicamente. La virulencia en el patégeno sigue el esquema
de la relacién del gen por gen (38) y esté ligada a la resistencia vertical, por ello, un
aislamiento es mas virulento que otro por su capacidad_ de vencer mas genes R (85,

95).



28

Henfling (58) sefiala que por simple segregacién y recombinacién somatica, las
poblaciones de P. infestans a nivel de campo pueden adqui;ir genes de virulencia y
avirulencia. Tooley y colaboradores (117), reportaron que los aislamientos de P.
infestans mexicanos presentaron mas virulencia que los aislamientos colectados en

Estados Unidos provenientes de poblaciones del patdgeno propagadas asexualmente.

2.4.5 Resistencia al fungicida Metalaxyl
Las variaciones en la susceptibilidad al fungicida metalaxyl han dificultado el
establecimiento de programas de manejo de la enfermedad del tizon tardio de la papa
en muchas localidades en el mundo. La resistencia al metalaxyl dentro de las
poblaciones de P. infestans se reportd inicialmente en Irlanda del Norte, Europa,
Israel y posteriormente en los Estados Unidos (;;% A mediados de 1980 a pesar de
que los fungicidas junto con la resistencia genética habian funcionado bien en
diversas partes del mundo -entre éstas México- se registraron epidemias severas de

tizon tardio, acompafiadas por la pérdida de la efectividad de los fungicidas (84).

Las nuevas variantes del hongo, por ejemplo US-8, son mas resistentes a los
fungicidas que las antiguas poblaciones, donde prevalecia el US-1 (48). Estas
diferencias fueron analizadas por Bruhn y Fry (8) con la ayuda de un modelo de

simulacién computarizado para el tizén tardio, concluyendo que el genatipo US-8
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requeria un 25 por ciento mas de aplicaciones de fungicidas que el US-1 para>

controlar esta enfermedad.

La resistencia al metalaxyl incluye a todos los fungicidas de composicién similar
dentro del grupo de las acilalaninas, siendo detectada inicialmente en México por
medio del marcador de aloeﬁzimas (47). Shattock (106) al estudiar la genética de la
resistencia al metalaxyl demostrd que la herencia de la resistencia estd gobernada por

un simple gen con dominancia incompleta.

La virulencia y la resistencia al fungicida metalaxyl, han sido los principales
marcadores bioldgicos relacionados con P. infestans. Estos ejercen una fuerte presién
de seleccion en los sistemas de produccién; por lo tanto, probablemente no son
adecuados para estimar la estructura y diversidad genética en las poblaciones del
patdégeno. Ademas, con estos marcadores es imposible determinar si un alelo

especifico se origina independientemente en diferentes aislamientos del hongo, o si

éstos se originaron de un progenitor comun.

2.4.6 Marcadores moleculares y bioquimicos
2.4.6.1 Analisis de aloenzimas
El ntimero de marcadores de aloenzimas polimoérficas disponibles para P. infestans,

tales como isomerasa de glucosa fosfato (Gpi) y peptidasa (Pep) son utiles para



30

detectar genotipos individuales dentro de las poblaciones del hongo, ya que la
» diversidad por estas aloenzimas es limitada por dos alelos (55). La similitud de los
genotipos de aloenzimas no es necesariamente indicativo de Ia ausencia de
variabilidad genética entre diversos aislamiéntos. Actualmente, por lo menos seis
alelos por Gpi y seis por Pep han sido detectados. El andlisis de aloenzimas puede
dar una buena indicacién de los patrones de distribucién temporal y espacial sobre

una base mundial (46).

2.4.6.2  Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccién de ADN (RFLP)

Es utilizado para la produccién de mapas genéticos por ligamiento del genoma de P.
infestans en su desarrollo evolutivo. En esta prueba el ADN extraido de muestras de
aislamientos del hongo pasan por un proceso de digestién con la enzima EcoR1 que
reconoce secuencias especificas en el ADN cortandolo en ciertos sitios (sitios de
restriccién), obteniendo una serie de fragmentos de diferentes tamafios. El ADN es
hibridizado con la sonda RG57 y finalmente los fragmentos unidos a las sondas

pueden visualizarse en el revelado.

En la sonda RG57 los fragmentos de ADN son seleccionados al azar de un genoma de
P. infestans, reconociendo muchos locus no relacionados que estan dispersos sobre el

genoma. Los fragmentos gendémicos hibridizando a la sonda RG57 presentan
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independientemente la herencia mendeliana y son estables a través de la reproduccién
asexual. La impresiéon del ADN con la sonda RG57 es utilizada para identificar
genotipos individuales de P. infestans y para distinguir los progenitores de su

progenie hibrida producida sexualmente o por autofecundacién (55).

La sonda RG57 ha sido utilizada para estudiar la variabilidad genética de méas de 200
aislamientos de P. infestans, colectados en todo el mundo. Aislamientos de diversas
localidades en México presentaron diferentes niveles de variabilidad genética. En la
zona central de México, cada aislamiento fue diferente, se identificaron 25 bandas en
la impresion del ADN de la sonda RG57, confirméndose que éste es el centro de

origen del hongo (46,47,49).

2.4.6.3 RFLP DEL ADN mitocondrial
El tipo de ADN mitocondrial de las poblaciones del hongo es un marcador muy ttil
para el seguimienfo de las migraciones de P. infestans alrededor del mundo, con
efectos en la herencia materna Unicamente y para el seguimiento de medidas
cuarentenarias. El polimorfismo del ADN mitocondrial también es un marcador para
genes citoplasmaticos y puede ser utilizado para estudiar el fenotipo de una poblacién

del hongo cuando no presentan la clasica herencia mendeliana (13).
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Goodwin (54) describié las formas variantes de acuerdo al genoma mitocondrial,
siendo comun la forma A que es de distribucion mupdial y una variante de la forma A
llamada forma B, también de distribuciéon mundial. La forma B no es frecuente en las
muestras de hojas de papa cultivadas en la zona central de México pero, es mas
comun que la forma A en las zonas noreste y noroeste de México. Carter citado por
Umaerus y Umaerus (121) sefialan que estas dos formas estdn asociadas con otros

marcadores genéticos, como las isoenzimas.

La forma C del ADN mitocondrial ha sido recientemente encontrada en un
aislamiento de Perd que parece ser el resultado de una insercién simple sin un
ordenamiento adicional. La forma D que ha sido encontrada en aislamientos
provenientes de muestras de papa de México y Pertl es més compleja y parece ser la
combinacién de las formas A y C con dos bandas adicionales de origen desconocido
que no se presentan en otros aislamientos. Goodwin (54) concluye que la estrecha
asociacién entre las formas del genotipo del hongo en el ADN mitocondrial e
isoenzimas, indican que es probable que la reproduccion sexual no ocurra dentro de

estas poblaciones aunque los tipos de apareamiento, Al y A2, estén presentes (55).




2.5  Tipos de resistencias
2.5.1 Resistencia vertical

La resistencia vertical es aquella controlada por genes mayores dominantes -también

llamados genes R- de herencia mendeliana simple, que generalmente resultan faciles

de manejar en los programas de mejoramiento. Esta resistencia tiene la desventaja de
no ser durable ya que acttia solamente contra las razas no compatibles del hongo y no
asi contra las compatibles. Turkensteen (119) sefialé que este tipo de resistencia no
puede ser considerada durable ya que la vida 1til de un gen R, dura entre 5 a 7 afios a
partir de su introduccién. Esta resistencia es vencida con relativa facilidad por

mutacion o recombinacién sexual del hongo (1, 6, 82, 119).

Se le conoce también como resistencia vertical especifica, racial, cualitativa, de genes
mayores, monogénica u oligogénica (85, 101). En este tipo de resisten‘cia se
evidencia el postulado de “gen por gen” (38) que sefiala que por cada gen de
resistencia del hospedante, el hongo puede tener un gen de virulencia ‘que supera el
gen de resistencia y produce compatibilidad entre el hongo y el hospedante. Esto
quiere decir que los genes en el hospedante que condicionan reaccion de resistencia o
susceptibilidad s6lo pueden ser identificados por su interaccién con aislamientos

especificos del hongo (82, 125) (Cuadrol).
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Las razas que son capaces de infectar a genotipos resistentes son llamadas razas
compatibles y aquellas que inducen a una reaccién de hipersensibilidad son llamadas
razas incompatibles. Robinson (101) sefiala que las principales caracteristicas que
evidencian la resistencia vertical en la planta de papa son la completa ausencia de
parasitismo y la presencia de lesiones neqréticas microscopicas localizadas en las

hojas por la reaccion de hipersensibilidad.



Cuadro 1. Sistema internacional de genes para resistencia a P. infestans en papay

los genes correspondientes para virulencia en razas del patogeno (6).*

Hospedantes Razas de P. infestans (genes de virulencia)
diferenciales
(gen de 0 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 1.3.4
resistencia) A
R1 -a +a - - - + + + - - - + +
R2 - -+ - -+ - - + + - + -
R3 - e T + - + + +
R4 - T e - + + - +
RIR2 - - - - -+ .- - - - + -
RIR3 TR T - - - + +
RIR4 T T T S - - - +
R2R3 e 5 - - + .
R2R4 - - - - - - - - + - - -
R3R4 R - - + - +
RIR2R3 - - - - . - - - + .
RIR2R4 - - - e e e e - - - - -
R1R3R4 - - .- .. - - i, - +
RI1R2R3R4 - - - - - e e e . - - - , .
r + + + + 4+ + + o+ o+ + + + +
* Solamente estan indicadas algunas de las posibles combinaciones de los genes R de

resistencia y virulencia.

Infeccion de diferenciales de Solanmum demissum con Phytophthora infestans,

resultando en una interaccién compatible (+) o en una reaccidn incompatible (-).
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La hipersensibilidad es bésicamente inducida después de la formacién del haustorio
por el hongo en las células invadidas (95). La reaccién de hipersensibilidad
generalmente estd acompafiada por la acumulacién de fitoalexinas alrededor de la
lesién necrdtica, en donde la muerte de las células de la planta de papa precede a la
muerte de las células del hongo, lo cual indica que la necrosis de las células vegetales

es la causa de la resistencia.

La hipersensibilidad involucra el reconocimiento a nivel bioquimico, citolégico y
fisiologico; asi como alteraciones morfologicas en las células adyacentes la las
invadidas por el patégeno y la activacién de la sintesis de componentes fisicos y
quimicos que funcionan como barreras a la dispersién y finalmente al confinamiento

efectivo del patdgeno (53).

Doke, citado por Lépez (80), encontrd que la presencia de una raza incompatible de
P. infestans induce la formacién de superdxidos en ios tejidos de una variedad de
papa resistente. Este compuesto por si mismo no muestra actividad antibiética, pero
es responsable de la reaccidn hipersensitiva y de la biosintesis de ﬁtoalexinas.. Las
fitoalexinas de la papa son compuestos de sesquiterpenos y de éstos los que son
considerados de mayor importancia para la resistencia a P. infestans son la rishitina,

lubimina y phytuberina (121). La cantidad de superdxidos producidos por el tejido de
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papa es mayor en combinaciones papa - P. infestans incompatibles que en las

combinaciones compatibles.

La resistencia vertical estd estrechamente relacionada con la virulencia del hongo, que
es la cuantificacién de la patogenicidad caracterizada por la presencia de interacciones
entre los genotipos del hongo y los genes R de la planta. El numero de razas con

interaccion diferencial es limitado por el numero de genes de resistencia (95).

En la actualidad se han identificado 11 genes R provenientes de la especie silvestre de
. papa S. demissum, originaria del valle de Toluca en la meseta central de México, los
cuales han sido llamados R1-R11. Sin embargo, se han identificado mas razas
especificas con genes dominantes de otras especies de Solanum. Por esta razon, no se
conoce el numero exacto de genes R que frecuentemente son utilizados en
mejoramiento, pero lo mds acertado es que exceden de 11 (33, 41). Si se consideran

dos alelos por locus todas las combinaciones teéricas posibles (2)!! produciran 2048

razas posibles del hongo (62).

Niederhauser (92) reporta que en México se han identificado mas de 15 genes R, la
mayoria provenientes de la especie silvestre S. demissum y unos pocos de S.
stoloniferum; cada uno de estos genes R posee su correspondiente gen de virulencia

en P. infestans. Este es el mayor numero de razas del registrado en cualquier otro



pais debido a la coexistencia a través del tiempo entre plantas de papa y las
poblaciones del hongo nativas, lo cual ha creado la mas compleja relacién genética en

el patosistema papa - P. infestans (62,102).

La determinacién de todas las razas del patégeno se ve imposibilitada por: a) la
dificultad practica de obtener una muestra mundial adecuada de todos los biotipos
silvestres y cultivados del hospedante, b) si es posible lo anterior, esta informacion es
inadecuada después de cierto tiempo por la gran variacién en las poblaciones del

patdégeno y su hospedante (60,85).

La introduccion de genes R en los materiales de mejoramiento genético, trajo consigo
el cambio de las poblaciones del hongo hacia un predominio de razas compatibles y
consecuentemente la duracién breve de la resistencia en las nuevas variedades

liberadas (58).

Debido a la alta variabilidad de la virulencia del hongo, los fitomejoradores desde el
aflo 1950 abandonaron el uso de los genes R, a pesar de que éstos se encuentran
‘ampliamente distribuidos en los materiales de mejoramiento por el uso extensivo de

S. demissum (75).
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2.5.2 Resistencia horizontal
Es la resistencia que no implica una interaccién gen por gen y se encuentra
uniformemente distribuida contra todas las razas del patégeno (124). La resistencia
horizontal es la que involucra diversos mecanismos de resistencia gobernada por

varios genes de herencia cuantitativa (51, 95).

Es estable y no esta dirigida a detener el desarrollo de nuevas razas sino a reducir el
dafio que las razas existentes puedan ocasionar. Su estabilidad es atribuida a la
capacidad de mantener un balance entre todas las razas del hongo presentes en una

localidad (101). En general, el rango de resistencia horizontal de los cultivares es

independiente del genotipo del patdgeno (95).

También se le conoce como resistencia de campo, durable, general, no especifica,
lateral, cuantitativa, resistencia de genes menores, poligénica o de genes multiples
(60, 58,91,95,119, 124).' Desde 1973, el programa de mejoramiento genético para
resistencia al tizén tardio de la papa del Centro Internacional de la Papa (CIP), orientd

sus actividades exclusivamente a la bisqueda de resistencia general o de campo (14).

Esta resistencia esta controlada por una serie de genes de caricter aditivo y herencia
cuantitativa, y que interactian frente al hongo uniformemente sin causar una

interaccion diferencial con los genes R de la planta (101). Cuando el hongo P.
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infestans ataca a plantas de papa con resistencia horizontal, los aislamientos difieren
significativamente en el grado y severidad de las lesiones causadas en las plantas. La
resistencia horizontal puede no prevenir completamente la patogénesis pero si

suprimir adecuadamente la enfermedad (126).

Se asume que la resistencia horizontal esta controlada por una serie de genes menores
o poligenes que protege a las plantas contra todos los variantes del hongo. La serie de
genes menores asociados con caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas de la planta

determinan el grado de susceptibilidad y la presencia de lesiones en el follaje (51).

La resistencia horizontal es de naturaleza hereditaria cuantitativa y es gobernada por
un numero grande y desconocido de genes con efectos pequefios y de carécter aditivo
(7). Estos genes son independientes y por separado son ineficaces para contrarrestar
los efectos del patégeno, sin embargo, en conjunto y en forma concertada ofrecen una
resistencia horizontal significativa (122). La resistencia horizontal en una poblacién
segregante se reconoce por presentar una distribucién continua, entre individuos

susceptibles y resistentes (70, 95).

Se han descrito varios componentes de resistencia horizontal, destacando los
siguientes: a) resistencia a la entrada del patdégeno o infeccién, b) resistencia al

crecimiento y desarrollo del hongo dentro de la planta, c¢) reduccion de la
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esporulacién del patégeno, y d) incremento del periodo de latencia del hongo (17, 91,

- 101, 125).

A continuacién se describen los mecanismos y reacciones bioquimicas de algunos

componentes de resistencia horizontal al tizén tardio de la papa:

2.5.2.1 Resistencia a la infeccién
Se caracteriza por un menor nimero de lesiones causadas por una cantidad fija de
inéculo, debido a la resistencia de la cuticula y de las células de la epidermis a la
fuerza mecanica y/o a la accion de las enzimas secretadas por el hongo. Se reporta
que el engrosamiento de la pared celular de las células del mesofilo foliar de la planta
de papa comienza inmediatamente después de la formacién de las hifas de infeccion

del hongo en su superficie foliar (1, 53).

2.5.2.2 Periodo de latencia o pre-reproductivo
Es el tiempo que transcurre entre la infeccion y la produccién de propagulos en el
sitio infectado. Las plantas de papa adquieren resistencia al ataque de P. infestans
incrementando el tiempo requerido para completar el periodo de incubacién (11,132).
Los genes que determinan el periodo de latencia son los mismos que resultan en una
reduccion en la frecuencia de infeccidn y menor tamafio de lesiones y por lo tanto

reduce la produccién de esporas (11). Estudios realizados en Ecuador sobre
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componentes de resistencia horizontal en la especie de papa diploide S. phureja,
indicaron que sélo para esta especie el periodo de latencia es considerado de

importancia para la evaluacién de la resistencia horizontal (24).

2.5.2.3 Crecimiento lento de »la lesion
Los genes de resistencia reducen la tasa de desarrollo de la enfermedad por la
actividad de las sustancias de las hojas que inhiben la germinacién de las esporas, la
penetracion y el desarrollo del micelio en el tejido. La resistencia también puede ser

conferida por una restriccion de la cantidad de tejido que es colonizado desde un sitio

unico de infeccién (20,53).

2.5.2.4 Esporulaciéon reducida
La esporulaciéﬁ- es reducida debido a un menor nimero de estomas o falta de
sLlstancias nutritivas en la planta que son requeridas por el hongo. Lopez N. (80)
menciona que el control' genético de eventos fisioldgicos estd involucrado en la
resistencia horizontal y citando a Grainger, sefiala que la resistencia es mayor cuando
la cantidad de carbohidratos es menor. La cantidad de carbohidratos estd determinada
por el bélance entre la fotosintesis por un lado y la respiracién y crecimiento por el

otro. También involucra el tamafio y nimero de los estomas.
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2.5.2.5  Formacion de calosas o papilas
Se ha reportado que en los estados tempranos de la penetracion del hongo P. infestans
en las células epidermales de la hoja de papa, entre la pared celular y la membrana
plasmica se forman depositos de calosa o papila (121). Al parecer las .células
producen estas papilas después de unos minutos de haber sido lesionadas por el

hongo, las cuales se desarrollan y se saturan de sustancias fendlicas que finalmente

cubren la hifa que estd en elongacion (122).

2.5.2.6 Actividad de la peroxidasa
En plantas de papa infectadas con el tizén tardio se ha detectado incremento en la
actividad de una enzima oxidasa, la peroxidasa, correlacionandola con la resistencia
horizontal. Esta enzima presente en el citoplasma 'celular, no solo oxida a los
compuestos fenolicos, sino también acelera la velocidad de polimerizacién de esos
~compuestos en sustancias similares a la lignina, que se depositan en las paredes y

papilas celulares e interfieren con el posterior crecimiento y desarrollo del hongo P.

infestans (1,20,36,122).

2.5.277  Actividad de la adenosinasa
Esta relacionada con la disminucién de las reservas energéticas del patégeno debido
posiblemente a la accién de la purina y adenina. En las plantas con resistencia

horizontal, una marcada inhibicién del crecimiento hifal en presencia de la adenina, la
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acumulacién de la purina y la adenina en hojas con tizén en el campo y la presencia
de la enzima adenosinasa que cataliza la separacién de adenosina a adenina y ribosa
en las plantas de papa con lesiones, forman la base de un sistema para estimar los
niveles de separacién de la édenosina con relacién a la resistencia al tizon tardio (20).

A pesar que la relacién entre la actividad de la adenosinasa en la planta y la
resistencia a la invasién por el hongo tiende a disminuir durante y después de la fase

de floracion, existe una alta correlacién entre este pardmetro con la fase de

prefloracién (20).

2.5.2.8  Actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL)
Esta enzima presenta una mayor actividad o una nueva sintesis en los tejidos
enfermos en respuesta a la infeccion por el tizén tardio. La PAL es una enzima vital
en la produccién de la molécula bésica que se utiliza para la biosintesis de la mayoria
de los compuestos fendlicos, entre éstos las fitoalexinas y la lignina; ambas

relacionadas directamente con la resistencia al tizén tardio (20, 53).

Parlevliet (95) considera que la resistencia general por su naturaleza poligénica es
afectada por factores ambientales locales especialmente la temperatura, humedad
relativa, humedad del suelo, intensidad de luz y el fotoperiodo, con variaciones en las
condiciones de la planta como el estado de desarrollo, edad del tejido afectado, altura

de la planta, densidad de siembra y la nutricién de la planta. Asi, Falconer (35)
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considera que el estudio de la interaccion genotipo ambiente es un componente de

gran importancia en la cuantificacion de la resistencia horizontal.

En el patosistema papa - P. infestans se evidencia una fuerte asociacién entre la
resistencia horizontal con ciclos de cultivo largos; es decir, nunca se han observado

cultivares muy precoces con altos niveles de resistencia horizontal (95).

2.6  Interaccion de resistencia vertical con resistencia horizontal en campo

Tal como se ha mencionado, las principales fuentes de resistencia tanto para
resistencia vertical como horizontal se han obtenido en gran parte de la especie S.
demissum, es por ello que, los dos tipos de resistencia -por genes R y genes menores-
estdn frecuentemente presentes en la mayoria de los materiales genéticos de los
programas de mejoramiento para resistencia horizontal (58). Vanderplank en 1963
(124) analizé los problemas de la iﬁteraccién enfre la resistencia cualitativa y

cuantitativa.

La resistencia horizontal puede estar presente en muchas especies de papa, incluso en
las especies mexicanas pero, pueden también tener genes R. Estos genes cuando
estan presentes frecuentemente interfieren con el reconocimiento y seleccién precisa

de la resistencia horizontal o de naturaleza cuantitativa (26). El efecto de un gen
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mayor y la resistencia por genes menores pueden ser confundidos en algunos casos

especiales cuando los genes R simulan resistencia horizontal (68).

Utilizando plantas diferenciales con un grupo de genes R e infectadas con el hongo 2.
infestans, se observd que en todos los casos no es posible distinguir la resistencia
debido a genes R de la resistencia por genes menores; €sto podria ser la razén por la
cual algunos clones seleccionados como resistentes en Toluca, México, donde el tizén
tardio es endémico, se expresen como susceptibles en otras localidades -éstas son
Costa Rica y Panama- ya sea inicialmente o luego de su establecimiento como

variedades (15).

Cuando los dos tipos de genes -mayores y menores- estidn presentes en el material
genético, una rigurosa clasificacion por resistencia tiende a seleccionar genes mayores
pero, una seleccién menos intensa, favorece tanto a los genes mayores como menores
(95). Los sintomas variables que se visualizan en las plantas de papa con genes R, es

un aspecto de gran importancia que se debe considerar en el desarrollo de resistencia.

Turkensteen (119) describi6 algunos efectos, por los cuales la interaccidon de los genes-.
R con las razas del hongo presentes en el campo pueden conducir a evaluaciones

equivocadas de la resistencia cuantitativa; éstos son:
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2.6.1 Efectos enmascarados
Los genes R confieren una resistencia total, dando la apariencia que las plantas estan
completamente libres del patogeno, también conocido como inmunidad o “efecto
Vertifolia” (72). Este efecto fue observado por‘ mejoradores del programa dé
resistencia al tizon tardio de la papa del CIP cuando algunos cultivares mexicanos
fueron usados como padres, muchas ﬁléntulas fueron inmunes debido a la presencia

de genes mayores, lo cual complicé la seleccidn para resistencia horizontal (15).

Por estos efectos no es posible la seleccién para resistencia horizontal, como
consecuencia de la falta de presion por el hongo para expresar la resistencia
horizontal en el material genético. En general, con la presencia de razas compatibles

los niveles de la resistencia horizontal son bajos.

2.6.2 Dilucién de inéculo
Este efecto es debido a la incompatibilidad entre las plantas de papa y las poblaciones
del patégeno. Es decir, el genotipo del hospedante es portador de uno o més genes R
o sus combinaciones, los cuales son incompatibles para una o mas razas existentes en
la poblacion del hongo al que fue expuesto. El genotipo portador de los genes R es

poco afectado, al igual que el genotipo sin estos genes; por consiguiente ambos
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genotipos son seleccionados, lo que trac como consecuencia la contaminacién por

acumulacién de genes R en la poblacién mejorada (119).

Este efecto es observado en la prueba monociclica de seleccién por tamizado de
plantulas en invernadero. En esta prueba la carga 6ptima de esporas para un genotipo
del hospedante estd directamente relacionada con la proporcién de esporas
compatibles con su genotipo. El genotipo libre de genes R es afectado por el total de
la carga de esporas, mientras que el genotipo portador de genes R, sélo es afectado

por la proporcién compatible de la carga de esporas de la poblacién mejorada (119).

En ensayos de campo en pruebas policiclicas, también se presentan los efectos de
dilucién de indculo, lo cual reduce la incidencia de la enfermedad en poblaciones de
pocas plantas con genes R, sin embargo, existe un aumento en la velocidad epidémica

del hongo al aumentar el nimero de plantas con genes R compatibles (16,17).

2.6.3 Retardo de la epidemia
Este efecto estd asociado con la relativa baja frecuencia de razas compatibles del
hongo v con el correspondiente genotipo de la planta con genes R, o sea, un genotipo
libre de genes R es afectado por cualquier raza del patégeno y un genotipo portador
de genes R sélo es afectado por una raza compatible. Esto se presenta en la prueba

policiclica de tamizado, que por lo general son ensayos de campo.



49

La baja proporcion de razas compatibles en la poblacién del hongo con la baja
proporcién de sus correspondientes genotipos compatibles en el hospedante, reduce la
posibilidad de que se acoplen. En estos genotipos -portadores de genes R- como en
los que estan libres de genes R, los sintomas de la enfermedad se presenta mas tarde
con un menor desarrollo. Al igual que la dilucién de indculo, el retardo de la

epidemia puede contaminar y acumular genes R en la poblacion mejorada.

| 2.6.4 Simulacién de la resistencia horizontal
Indudablemente los genes R interfieren con el reconocimiento efectivo de la
resistencia horizontal. De acuerdo a Landeo y Turkensteen (72), algunos genes R
simulan la resistencia horizontal al mostrar infeccidén restrictiva frente a razas

incompatibles.

Esta simulacién de resistencia horizontal se presenta con los genes R2, R4, RIO y
R11 y sus combinaciones y que en presencia de razas incompatibles desarrollan
sintomas en el hospedanfe que pueden ser confundidos con los de resistencia
horizontal (86). Lo que parece ser resistencia de campo en algunos clones, solamente
es el resultado de la expresién de resistencia parcial de los genes arriba mencionados
(17). Por consiguiente, se crean falsas expectativas de alta resistencia horizontal en

materiales genéticos en condiciones de alta presién de la enfermedad (69, 74, 119).
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A pesar que algunas de las interferencias presentadas por los genes R han sido
superadas utilizando razas complejas compatibles, mejorandq el manejo del in6culo,
métodos de inoculacién y las técnicas de campo; la incompatibilidad parcial
presentada por algunos genes R frente a aislamientos incompatibles, llegan a
confundirse con resistencia horizontal verdadera; retrasando de esta manera el
progreso en la seleccién para resistencia horizontal (69). De igual forma, Landeo
(69), sefiala que el principal problema para la selecciéon efectiva de resistencia
horizontal en la mayoria de los programas de mejoramiento del mundo, es la
presencia de genes mayores en los materiales genéticos obtenidos de las principales

fuentes de resistencia al tizon tardio.

2.7  Estrategia de mejoramiento genético para resistencia horizontal
El mejoramiento para resistencia horizontal al tizén tardio de la papa se constituye en
la mejor alternativa de manejo debido a la gran variabilidad natural del hongo P.

- infestans (110, 122, 129).

Landeo (68, 70, 71) ha utilizado dos estrategias de mejoramiento utilizando fuentes

de resistencia introducida en materiales mejorados. La primera, el mejoramiento para
(]

resistencia horizaontal en presencia de genes R (Poblacién A) y la segunda en

ausencia de genes R (Poblacion B). Resultados recientes incluyen la seleccién de
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clones sobresalientes por su estabilidad y altos niveles de resistencia horizontal,
adaptabilidad a diversos ambientes, precocidad, alto potencial de rendimientos y por

el alto contenido de materia seca; entre otras cualidades.

2.8 Utilidad de la resistencia horizontal

La adopcién de practicas agrondmicas y culturales ayudan a reducir la diseminacién
del patégeno y a disminuir los riesgos de pérdidas del cultivo, sin embargo, las
opciones de los agricultores de los paises en desarrollo son muy limitadas. Si el
ataque del hongo se hace muy severo, més aun por la reciente migracion de nuevas
variantes del patégeno, incluyendo sus dos tipos de apareamiento sexual -Al y A2-
creando estructuras infectivas adicionales y que germinan en el suelo (oosporas), las
opciones seran aun mas limitadas. Por ello, el uso de variedades resistentes se
constituye en el componente mas importante en el manejo de la enfermedad dentro

del concepto de un manejo integrado (121).

Con el uso de variedades de papa con resistencia horizontal se ha logrado reducir
significativamente el uso de fungicidas (reduccion hasta del 80 por ciento), bajo una
fuerte presion del patdgeno en muchas zonas productoras de papa en el mundo (4,
23,24,39,52,88). Landeo ﬁ%? reporta que con el uso de variedades resistentes, los
costos de produccion pueden ser reducidos en una magnitud del 23 por ciento;

aproximadamente 416 millones de délares a nivel mundial.
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El manejo integrado del tizon tardio, basado en el uso de variedades con resistencia
horizontal ha sido practicado en las tierras altas tropicales de Centro América (Costa
Rica y Panamad), disminuyendo el 50 por ciento de aplicaciones de fungicidas -de 26
aplicaciones normalmente usadas con variedades tradicionales susceptibles- y con
ello reduccién de la contaminaciéon de los agroecosistemas en cada ciclo de
produccién (97). Se ha constatado que las variedades resistentes liberadas en México
ocupan una superficie importante con un 40 por ciento, en Costa Rica 25 por ciento y
en Panamd un 20 por ciento del 4rea total sembrada. Ademaés, los materiales
generados y liberados se destacan por un mayor rendimiento y en algunos casos con

mejor calidad industrial (76).

En Perd, recientemente se estim6 que productores que utilizaron variedades con
resistencia horizontal al tizén tardio liberadas por el CIP, redujeron a cuatro
aplicaciones comparadas a 12 que requerian las variedades susceptibles; esto equivale
a una reduccién de aproximadamente 66 por ciento del total de aplicaciones de

fungicidas para el control del tizéon tardio (70).

El uso de variedades con resistencia horizontal reduce los costos de produccién al
requerir menos aplicaciones de fungicidas, permite incrementar las édreas de
produccién al controlar la enfermedad e incrementar los rendimientos, reduce las

poblaciones de P. infestans y disminuye el potencial de indculo en el tiempo,




evitando el desarrollo de variantes resistentes a fungicidas. Ademads, con todos estos
atributos es posible el manejo integral de la enfermedad, dentro de un marco de
manejo sostenible, con miras a ofrecer a las futuras generaciones un ambiente con

menos contaminacién y un alimento de mejor calidad (37, 71, 98).

2.9 Pruebas de evaluacion de la resistencia horizontal y su cuantificacién

La seleccién por resistencia implica que ésta debe ser estimada en la planta del
cultivo hospedante. Lo ideal serfa medir el crecimiento y desarrollo del patdgeno y la
cantidad del patégeno presente en los tejidos de la planta; sin embargo, no siempre es
posible y practico hacerlo ya que en muchos casos el patdgeno no es visible o no hay
relacién entre la cantidad del patégeno presente y la cantidad de enfermedad. Es
posible evaluar los efectos del patégeno sobre la planta susceptible y la resistencia
cuantitativa de una poblacién genética debe ser medida en términos relativos

comparada con un cultivar susceptible (95).

Umaerus y Umaerus (121), reconocen la necesidad del uso de técnicas para evaluar
resistencia, indicando que se puede realizar en plantulas expuestas al patdgeno en el
invernadero y plantas adultas que pueden ser evaluadas en el campo mediante la

evaluacion de la cantidad de dafio ocasionado por el patégeno.
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A continuacién se detallan las principales pruebas para la evaluacién y seleccidn de

material genético para resistencia horizontal al tizén tardio de la papa:

2.9.1 Prueba de plantulas
El principal objetivo de la prueba en plantulas es la eliminacién rapida de los
genotipos indeseables o susceptibles, llevandose a cabo en experimentos uniformes
con condiciones controladas. Las pldntulas de 4 a 8 semanas de edad, que posean al
menos dos hojas compuestas, son inoculadas con una suspensién de esporangios a

una concentracién de 4000 esporangios/ml de agua (58, 66).

2.9.2 Camara de inoculacién
Esta prueba es muy eficiente para estimar la variabilidad genética y cuantificar la
resistencia horizontal en material segregante. Este mecanismo de seleccién se basa en
pruebas monoéiclicas tamizando plantulas colocadas en bandejas. La inoculacién de
esporas del hongo se realiza en forma uniforme por planta , las cuales son colocadas
en canastillas de alambre forradas con plastico para darle al hongo las condiciones
6ptimas de crecimiento y desarrollo. La temperatura de la camara de inoculacién se
debe mantener de 18 a 20°C, con una humedad relativa de 100 por ciento y

exposicién a la luz por 24 h (51).
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Luego de cuatro dias de la inoculacién se realiza la evaluacién del area foliar
destruida por P. infestans. Las plantulas sobrevivientes son cosechadas y mantenidas

clonalmente para la posterior evaluacion de resistencia horizontal en campo.

2.9.3 Prueba de invernadero
Laprueba de invernadero se incluye en la mayoria de los programas de mejoramiento
para resistencia (9,110,116). De acuerdo a Garcia y colaboradores (50), la evaluacion

de la resistencia horizontal en invernadero ofrece las siguientes ventajas:

a. Grandes poblaciones de plantas pueden ser inoculadas simultdneamente y. su
resistencia puede ser comparada bajo condiciones ambientales similares.

b. El grado relativo de esporulacién como un componente de la resistencia
horizontal, puede ser estimado visualmente cuando el hongo es inducido a
esporular sobre hojas infectadas en condiciones controladas de alta humedad
relativa y temperatura adecuada.

¢. Lainoculacién natural por aspersién aérea del hongo puede ser simulada.

d. Esun método muy econémico que facilita la eliminacién de plantas susceptibles.

En invernadero la cuantificacidon de la resistencia horizontal al tizén tardio es efectiva
por medio de la prueba monociclica de tamizado de plantulas y con pruebas

policiclicas de plantulas distribuidas uniformemente en camas.



56

En la prueba de invernadero la seleccién para resistencia horizontal es dificultosa,
pues se considera que la susceptibilidad de las plantas a la enfermedad cambia con la
edad. En el patosistema papa, P. infestans se verifica una etapa de susceptibilidad
juvenil durante el periodo de crecimiento (no se expresa plenamente la resistencia
horizontal del material genético), seguida de un periodo de resistencia relativa en la
planta adulta temprana (se expresa claramente la resistencia horizontal) y de

susceptibilidad una vez alcanzada la madurez fisioldgica (1,12,44).

Caligari y colaboradores (9) confirmaron que la prueba con plantulas en invernaderos
provee indicios de la verdadera resistencia horizontal de progenies en planta adulta en

campo, siempre y cuando el tamizado en las plantulas se realice en la edad apropiada.

2.9.4 Prueba de campo
En campo se estima el grado de resistencia horizontal del material genético,
sometiéndolo a presion vnatural en condiciones de suficiente indculo inicial para que la
enfermedad sea uniforme y con condiciones climatologicas favorables para el
desarrollo y reproduccién del patégeno (51). chhas veces no se puede predecir la
ocurrencia del patégeno, lo cual se puede mejorar mediante la introduccién de plantas
o surcos esparcidores de la enfermedad (95). Ademas, se ha contemplado la infeccién

artificial en el campo como una forma de asegurar que todas las plantas sometidas a
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evaluacién estén sometidas a la misma presion inicial (50). El comportamiento del

material de mejoramiento para resistencia al tizon tardio se estima visualmente.

En la prueba de campo el rendimiento de cada clon o material de mejoramiento es
utilizado como un criterio de seleccién. Este pardmetro no es recomendado en los
programas de mejoramiento genético para resistencia al tizon tardio, ya que el
rendimiento es determinado por muchos factores y la resistencia por un solo factor;
ademds, la capacidad de rendimiento y la resistencia son atributos totalmente
independientes (18). Utilizando este método se obtienen mejores resultados

comparando el rendimiento de clones con y sin proteccién de fungicidas (58).

Los métodos de seleccion de cultivares con resistencia horizontal en campo tiene
grandes limitantes, destacandose entre éstas el espacio y los recursos disponibles, toda
vez que detectar resistencia mediante evaluaciones detalladas en las plantas es una

labor intensa y larga (3).

2.9.4.1 Modelos matematicos de epidemiologia
Para analizar mejor la epidemia del tizon tardio de la papa, Vanderplank (124) sefialo
que si las condiciones ambientales en campo son favorables para el desarrollo del
patdgeno, éste puede tener muchos ciclos infecciosos y producir mas de un inéculo

durante una sola campaiia, caracteristico de una enfermedad policiclica. Sus primeros
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analisis se basaron en Iés tasas de infeccidn y en la relacién cantidad de inéculo -
cantidad de enfermedad, por lo tanto, en las enfermedades policiclicas la cantidad de
enfermedad es proporcional a la cantidad de indculo inicial y al que se produce
subsecuentemente. El hongo P. infestans se multiplica por generaciones sucesivas en

el transcurso de la epidemia.

Para los analisis de las curvas de progreso se utilizan los mismos métodos y modelos
del amplio campo de las curvas de crecimiento y dindmica de poblaciones, aunque
recientemente se han desarrollado métodos y modelos especialmente adaptados para

el estudio de enfermedades de plantas (11).

2.94.1.1 Modelo logistico
Una caracteristica del tizon tardio es que el incremento de la enfermedad se realiza
diseminandose de lesion a lesion y de planta a planta, por lo que Van der Plank
propone la forma linealizada del modelo logistico para resumir matemétiéamente el
patrén de crecimiento de P. infestans en el tiempo. Este modelo ampliamente
difundido es muy importante para el andlisis temporal del progreso de las

enfermedades y se adapta a muchas epidemias (11,78,125,132).
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2.9.4.1.2 Estimacion de la tasa de infeccién
Van der Plank (125) indica que en el modelo logistico se incorpora la ecuacién de
regresion (I'=a + bx), donde la tasa de desarrollo de la enfermedad no es méé que la
tasa de infeccion aparente (b) -en epidemiologia es r- porque lo que realmente se
observa es el tejido aparentemente enfermo o sintomatico. La tasa de desarrollo estd
definida por el coeficiente de regresion lineal determinando la inclinacién de la recta
(la pendiente) de las lecturas de 4rea foliar afectada en el tiempo desde el

establecimiento del experimento (11,58,132).

El grado de infeccion del area foliar de un material de mejoramiento es estimado en el
tiempo durante una epidemia. Los resultados de estas estimaciones son resumidas en
un parametro, la tasa de infeccién. Actualmente la mayoria de los programas de
mejoramiento genético para resistencia al tizén tardio de la papa utilizan el pardmetro
tasa de infeccién como un criterio de seleccion. La técnica consiste basicamente en la
transformacion logaritmica del porcentaje del 4rea foliar destruida por el tizon tardio
en cada evaluacién. Se procede a relacionar los datos transformados con el tiempo y

el coeficiente de regresién calculado se constituye en la tasa de infeccién (11,58,132).

El nivel de infeccién con el indculo inicial y secundario, son considerados los factores
determinantes de la enfermedad causada por P. infestans. Se asume que al aumentar

el nivel de infeccion por la enfermedad, aumenta la tasa de desarrollo absoluto hasta
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que esta tasa llega a un méaximo. Si se infectan muchas plantas y grandes cantidades
de tejidos a una tasa de desarrollo absoluto constante, disminuye el tejido a ser

infectado y por consiguiente la tasa absoluta también disminuye (11).

2.9.4.2 Escalas
La evaluaci6n de la enfermedad del tizén tardio, es la labor més importante y
probablemente la mas dificil de realizar. Es la base para los andlisis estadisticos e
interpretacion de las posibles interacciones. La estimacién de la severidad es la
evaluacién més dificil y probablemente la que toma maés tiempo de realizar pero, es la
medida méas importante para estudiar el patosistema papa - P. infestans en los
aspectos relacionados a su manejo, dindmica de poblaciones y estimacion de las
pérdidas que causan, para cuya determinacién es necesario conocer con el mayor

grado de exactitud la fraccion afectada o enferma (11,40,132).

Se han descrito una gran cantidad de escalas diagraméticas para evaluar la severidad
de enfermedades en hojas o plantas individuales (11,63,65,132). Para la evaluacién
del tizén tardio de la papa Cruickshank y colaboradores (31) elaboraron una escala
diagramatica con categorias de 1 a 8 por incremento en la resistencia, basada en el
porcentaje de tejido foliar afectado por planta, la cual fue preparada fotografiando y

luego dibujando una planta representativa de la categoria.
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Para evaluar un grupo de plantas o parcelas enteras, se han utilizado métodos rapidos,
donde las escalas dividen el rango posible de enfermedad en un ntimero definido de
clases o categorfas. La base de estas escalas es la ley de Weber & Fechner (61), la
cual establece que la precision visual es proporcional al logaritmo del estimulo y la
hipétesis que plantearon es que el ojo humano ve realmente el tejido enfermo por
debajo del 50 por ciento y el tejido sano superior a este porcentaje. Hebert (11) fue el
primero en rebatir este argumento y recientemente se ha demostrado que la precisiéon

y exactitud de esta escala es afectada por la forma de las partes de las plantas

evaluadas (40).

Varias escalas se han utilizado para evaluar la infeccion al follaje por P. infestans,

destacédndose entre éstas:

. La escala de evaluacion del porcentaje de follaje afectado propuesta por Van der

o

Plank (124).

b. Escala holandesa de 1 a 9 por incremento en la resistencia (127).

c. Escala de clases o categorias de 1 a 9 introducida por el CIP en 1976 (16).

d. Escala de categorfas de 1 a 8 por incremento en la resistencia, elaborada por
Malcolmson en 1976 (115).

e. La escala de dafios con los estados fenoldgicos de la planta (63).
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f. La escala de Horsfall & Barrat (61).
g. La derivada de la estimacion de follaje afectado, transformado al logaritmo.

h. La derivada de la estimacion de follaje afectado, transformado en unidades “logit”

(17, 119).

Ademas, la evaluacidn del material genético con resistencia horizontal al tizon tardio
se ha basado en la percepcion del é4rea foliar afectada, expresado en el tamafio y
numero de lesiones causados por el patdgeno. Sin embargo, de acuerdo a Sherwood.y
colaboradores citado por Campbell y Madden (11) en las llamadas ilusiones o errores
en la evaluacidn, consideran que el ojo humano discrimina las frecuencias de lesiones

mas facilmente que el tamafio.

Recientemente, el uso de las escalas logaritmicas ha sido muy cuestionado debido a la
falta de evidencias que confirmen la eficiencia de la escala de Horsfall & Barrat (40).
Forbes (40) realiz6 un estudio comparativo de escalas, concluyendo que la evaluacién
del érea foliar infectada en porcentaje de infeccién es mas precisa y cumple con los
atributos de todo buen esquema de evaluacion; que son la exactitud, precisién y la

reproducibilidad.




2.9.4.3 Curva de progreso de la enfermedad
Campbell y Madden (11) indican que los resultados de evaluaciones de la cantidad de
una enfermedad presente en una poblacion, pueden presentarse colectivamente como
una curva de progreso de la enfermedad. La definen como la medida de la intensidad
de la enfermedad comparada con el tiempo como variable independiente. La curva de
progreso de la enfermedad representa la interacciéon entre hospedante, patdgeno y
efectos ambientales ocurridos durante la epidemia y ofrece una oportunidad de

analizar, comparar y entender las epidemias de enfermedades de plantas.

Urbano y colaboradores (12%) indican que el andlisis de la curva de progreso de la
enfermedad derivadas del porcentaje de infeccidn, parece ser uno de los criterios de

seleccidén més econdémicos en términos de tiempo y fondos.

Berger y Jones (5) derivaron un modelo combinando el proceso de infeccion con el
crecimiento de las plantas, concluyendo que la curva de crecimiento de las plantas,
afectd la tasa y forma de la curva de progreso de la enfermedad. Por su lado Shaner y
Hess (105) mencionan que el periodo pre-reproductivo o de latencia, que es el tiempo
que transcurre entre la infeccién y la produccién de propéagulos en el sitio infectado,
tiene efecto en la curva del progreso de la enfermedad y la extension de la infeccidén

en el tiempo. Ademds, algunos propagulos no son inmediatamente infectivos cuando
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entran en contacto con el tejido del hospedante y requieren pasar por otros estadios

previos a la penetracion (11).

Las lesiones al follaje de papa causadas por P. infestans pueden aparecer en varios
dias, semanas o meses después de la inoculacién dependiendo del patosistema; de
igual forma, la expansion de la lesion en relacion al tiempo es otra variable que tiene

efecto significativo en la curva de progreso de la enfermedad.

2.9.4.4 Area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(AUDPC)

El 4rea bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC), es la integracion de la
intensidad entre dos tiempos y se utiliza cuando los modelos de desarrollo existentes
no pueden explicar satisfactoriamente algunas epidemias de enfermedades. Entre
algunas de estas causas tenemos las fluctuaciones de la tasa de desarrollo absoluto,
forma irregular resultante tanto de la curva dé progreso de la enfermedad como del
grafico de la enfermedad comparada con el tiempo (11, 132). El valor del AUDPC
puede expresarse en términos absolutos y en unidades expresadas en proporcién por

0.5
dia(l-l,&ﬁ\, ).

Colon y Budding (30) al estudiar la resistencia al tizén tardio en 10 especies silvestres

de papa y estimando el grado de resistencia mediante el célculo del AUDPC,
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encontraron que ésta fue menor en cultivares moderadamente resistentes a diferencia

de los susceptibles.

El AUDPC se torna en una herramienta de gran utilidad para la comparacién
estadistica de una epidemia, a través de diversos pardmetros tales como el inicio y
final de la enfermedad, desviacién estdndar del error, andlisis de variancia y
multivariancias. Estos pardametros pueden ser incorporados y describen una curva del

progreso de la enfermedad. Se debe considerar el tiempo y la frecuencia de las

evaluaciones ya que al reducir el intervalo de las evaluaciones, el estimado de las

AUDPC seran mas precisas (40) .

Fry (42) reporta que para medir los efectos de la resistencia horizontal es més
conveniente y confiable estimar el pardmetro AUDPC que la tasa aparente de

infeccidén, ya que esta ultima requiere de transformaciones.

La evaluacion de la resistencia horizontal en el follaje es considerada més importante
que la resistencia horizontal en los tubérculos de papa por cuanto determina la tasa de
desarrollo de la epidemia e influye en la tasa de infeccién de tubérculos (95). Por otro

lado, la evaluaciéon del periodo de latencia y esporulacion dependen de las

condiciones ambientales.
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2.9.4.5 Interferencias de parcelas

Para la evaluacién de cultivares con resistencia horizontal al tizén tardio, se debe
considerar las interferencias entre parcelas ya que trae consigo posibles efectos de
confusiéon y con ello reduccién en la precisién o confiabilidad de los resultados
esperados. En parcelas adyacentes, la resistencia horizontal no se puede estimar en
forma precisa especialmente cuando se trata de patégenos diseminados por el viento
como P. infestans. La resistencia horizontal es estimada en forma mas precisa en
parcelas aisladas donde cada cultivar es separado por un cultivo no hospedante para

prevenir la interferencia entre parcelas (95).

En el CIP (15) el efecto de la interferencia entre bloques resistentes y suscepﬁbles
(interferencia de bloques) en el desarrollo del tizén tardio, ha sido estudiado en

experimentos utilizando técnicas de sensores remotos y observaciones de campo.

2.9.4.6  Asociacién entre las prueba de invernadero y campo
Parlevliet (95) menciona que la evaluacién de la resistencia en plantulas de diversos
cultivos en invernaderos es facil de realizar, pero no representa a la prueba de
resistencia en campo. Menciona que la expresién de la resistencia horizontal puede
variar con el ambiente, con variaciones en las condiciones de la planta y con
variaciones en las condiciones de la prueba como la cantidad de indculo, tiempo de

evaluacién y disposicién del experimento.
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En pruebas de seleccion de cultivares provenientes de S. demissum en el estado de

plantulas en invernadero, se presenté una alta frecuencia de infeccidén, no asi con

plantas adultas en la prueba de campo (93).

Muller y Haigh (89) inocularon hojas de cultivares de papa con zoosporas del hongo
P. infestans, tanto en condiciones de invernadero como de campo y al correlacionar

ambas pruebas concluyeron que las mejores selecciones procedian de invernaderos.

Knutson, citado por Gastelo (51) al observar la reaccién de variedades de papa a la
raza cero de P. infestans en invernaderos y campo, concluyd que las plantas fueron
mas resistentes en invernaderos y que en el campo hay maés esporulacién y lesiones

causadas por el hongo.

Brauer, citado por Gastelo (51) reporté que al infectar material genético de papa con
P. infestans a nivel de invernaderos no encontré resistencia, perdiendo practicamente

todas sus progenies pero, en campo encontré mucha resistencia parcial.

Lapwood (77) para determinar los métodos de evaluacion del desarrollo de P.
infestans estudi6 la resistencia en un grupo de cultivares en laboratorio y campo,
encontrando discrepancias entre las dos pruebas; concluyendo que entre otros

factores, la concentracion del inéculo influyen en los resultados.
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o
Plaisted y colaboradoresé(%) evaluaron en campo (Toluca, México) y en condiciones

artificiales (Tthaca, USA) la resistencia al tizén tardio de clones de la especie S
tuberosum ssp. andigena provenientes de Sur América, encontrando clones con altos

niveles de resistencia en ambas pruebas.

Sin embargo, Gastelo (51) al evaluar la resistencia horizontal al tizén tardio de la
especie S. tuberosum ssp. andigena en cdmara de inoculacién y campo, no encontro
correlacién entre estas pruebas, sugiriendo que el método de campo debe ser

empleado para evaluar este tipo de resistencia.

i
B4
;2

Shingh y Birhman (1‘1~0) estimaron a nivel de laboratorio la resistencia horizontal al
tizon tardio, basandose en mediciones cuantitativas de los componentes de resistencia
horizontal y comparandolas con las mediciones en campo, a través del uso de
ecuaciones de regresion lineal multiple, derivadas de las estimaciones del AUDPC en
laboratorio y campo. La ecuacién estimada en campo varid en 82 por ciento del
AUDPC estimado en campo, cuya transformacién de datos e introduccién de maés

periodos de evaluaciones no mejoré significativamente la ecuacion resultante.

Caligari y colaboradores (9) realizaron una prueba para evaluar la resistencia al tizén
tardio en plantulas de papa en invernadero comparando el mismo material genético

con su comportamiento en campo. Concluyen que el método propuesto ofrece
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estimados confiables de la resistencia de la progenie en el invernadero, el cual puede

ser usado para eliminar pléntulas susceptibles de una poblacién segregante.

Stewart y colaboradores (115, 116) reportan que la prueba para resistencia al tizén
tardio en invernadero es valida solo si la resistencia expresada por las plantulas de
papa es reflejo de la resistencia de la plantas adultas en el campo. Concluyen que en
la prueba de invernadero es importante considerar las distancias de siembra y la edad

de la planta a inocular (116).




III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién geografica

3.1.1 Laboratorio
En el laboratorio del departamento de patologia del CIP, ubicado en la Molina, Lima,
Perti; se realizaron las actividades de manejo del patdogeno (obtencién y

multiplicacién del inéculo del hongo P. infestans).

Los materiales utilizados- fueron: microscopio de luz, camara aséptica, tanque con
nitrogeno liquido para criopreservar el inoéculo, tubérculos sanos de papa de la
variedad susceptible Huayro, filtros con mallas de 10 y 30 pum, envases plasticos -
(camara humeda), mallas metalicas, cuchillos, alcohol, mecheros, pipetas Pasteur,
pinzas, bisturi, agua destilada y estufa eléctrica. Otro equipo utilizado fue la cdmara

de contaje Levy con rayado Neubauer y la cdmara de incubacidn.

3.1.2. Invernadero
Las actividades se llevaron a cabo en invernaderos estructuras de ambiente

controlado del CIP en La Molina, Lima, Pert.
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3.1.3 Campo
Las pruebas de campo se establecieron en-dos localidades de la sierra central de Pery,
endémicas para la enfermedad del tizén tardio de la papa (Cuadro 2). La primera
prueba en la localidad de Mayobamba, departamento de Hudnuco y la segunda en la

localidad de Comas, departamento de Junin.

32 Infraestructura utilizada
Los invernaderos que se utilizaron para la prueba eran de forma semicircular,
sostenido por tuberias de PVC dobladas. Para proteger las plantas de insectos las

paredes y techo estaban completamente cubiertas con mallas de 32 x 32 mesh.

Cada invernadero fue equipado con:

e Dos camas de 2 x 13 m, cuyo substrato era a base de arena, musgo vy tierra en la
proporcién de 1:2:1.

e Equipo hidroneumatico para brindar todas las condiciones favorables de humedad
para el desarrollo del hongo P. infestans. El equipo completo estaba conformado
por: |

° Tanque vertical de 80 gl de agua/150 PSI
° Electrobomba centrifuga horizontal, monofésica, tipo inyector de 1 HP, 230

voltios
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° Cargador de aire

° Mandmetro para el control de presion (0 a 100 PSI)
° Mangueras de distribucién de agua con 40 mm de diametro

e 24 nebulizadores (microaspersores) para humedad, distribuidos uniformemente

dentro del invernadero.

Ademas, se utilizé un comprensor eléctrico de presién al vacio con 0.33 HP.

Cuadro 2. Caracteristicas agroecoldgicas de las localidades donde se establecieron

los experimentos.*

Localidad Latitud  Altitud Temperatura Precipitacion Evapotranspiracién
(msnm) (°C/mes) (mm/mes) (mm)
La Molina 12°15° S 240 1530 0.04 580.00
Mayobamba  10°59°S 2760 15.60 422.50 1109.60
Comas 12°077S 2600 13.50 668.31 668.31
* Fuente: CIP.

33 Materiales genéticos

Se utilizaron 35 familias segregantes del cruzamiento entre 35 clones parentales con

resistencia horizontal libre de genes R de la poblacién B3 del CIP (fuente mas

avanzada agrondémicamente) y la variedad nativa Huagalina (S. tuberosum ssp.

andigena), como probador susceptible (Cuadro 3).

En el cuadro 4 se presenta la genealogia del parental hembra con resistencia

horizontal libre de genes R.
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Cuadro 3. Listado del material genético libre de genes R para resistencia a P.
infestans, utilizado para el estudio de correlacién entre las pruebas de invernadero y

campo.

Hembra* Macho**
387143.22 Huagalina
387164.4 Huagalina
387205.5 Huagalina
381400.22 Huagalina
387326.2 Huagalina
387231.7 Huagalina
387334.5 Huagalina
387169.2 Huagalina
387015.13 Huagalina
38741549 Huagalina
386209.10 Huagalina
387136.14 Huagalina
387341.1 Huagalina
387315.27 : Huagalina
387015.3 Huagalina
387132.2 Huagalina
387303.71 Huagalina
387170.6 Huagalina
387411.41 Huagalina
387411.40 Huagalina
387004.4 Huagalina
387410.7 Huagalina
387003.12 Huagalina
387002.11 . Huagalina
386209.1 Huagalina
387205.8 Huagalina
382178.14 . Huagalina
387170.16 Huagalina
386209.15 Huagalina
387415.32 Huagalina
387004.13 Huagalina
387015.12 Huagalina
387348.20 Huagalina

Progenie de Atzimba (testigo resistente)
Progenie de Yungay (testigo susceptible)
* Libre de genes R.

*x Variedad susceptible, sin interferencia en la expresién de la resistencia horizontal.



Cuadro 4. Genealogia del progenitor hembra de las progenies segregantes de papa -
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estudiadas.
Genealogia ‘
Clon Progenitor femenino Progenitor masculino ‘
387143.22 381133.7 575049
387164.4 382171.10 575049
387205.5 381397.16 I- 1039
381400.22 377986.787 Bulk Mex.
387326.2 382140.8 C-83911
387231.7 382133.7 1-1039
3873383 382160.30 C-83119
387170.9 382182.10 575049
387334.5 382155.2 C-83119
387169.2 382181.27 575049
387015.13 382171.26 7 xy-1
387415.49 380496.6 AVRDC 1287.19
386209.10 380479.15 Bulk precoz/84
387136.14 382121.25 575049
387341.1 382169.21 C-83119
387315.27 382121.25 C-83119
3870153 382171.26 7 xy-1
387132.2 382119.6 575049
387303.71 381403.1 C-83119
387170.6 382182.10 575049
387411.4] 1-1039 AVRDC 1287.19
387411.40 I-1039 AVRDC 1287.19
387004.4 381381.20 7 xy-1
387410.7 1-931 AVRDC 1287.19
387003.12 381381.9 7 xy-1
387002.11 381378.22 7 xy-1
386209.1 380479.15 Bulk precoz/84
387205.8 381397.16 1-1039
82178.14 380112.3 Bulk Mex.
87170.16 382182.10 575049
86209.15 380479.15 Bulk precoz/84
87415.32 380496.6 AVRDC 1287.19
87004.13 381381.20 7 XY-1
87015.12 382171.26 7 xy-1
87348.20 382181.27 C-83119
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34 Manejo del patégeno

3.4.1 Obtencion de inéculo de P. infestans
El inéculo utilizado fue la raza cero (previamente identificada por el método de
plantas diferenciales) obtenida del laboratorio. Este se encontraba almacenado en
nitrégeno liquido, en “vial” (microtubos plééticos) como una suspension densa de

esporangios a -190°C (criopreservacion).

La raza cero (avirulenta) se utiliz6 en los invernaderos tinicamente para confirmar que

las familias segregantes estaban libres de genes R para resistencia a P. infestans.

3.4.2 Multiplicacién de in6culo

e Se seleccionaron tubérculos de papa de la variedad susceptible (Huayro) de
tamafios medianos, sanos y que no estuviesen verdes. - Los tubérculos se lavaron
completamente y se dejaron secaf.

e La superficie de los tubérculos fueron eéterilizados sumergiéndolos en alcohol al
70 por ciento por unos pocos segundos y luego flameados.

e Con un cuchillo esterilizado (con alcohol y flameado) se procedi6 a cortar discos
.de tubérculos de papa de 1 cm de grosor. Cada disco puede tener dos superficies
cortadas y la parte anterior y posterior de los tubérculos fueron descartados.

e Dentro de envases plasticos conteniendo una pequefia cantidad de agua se

colocaron los discos de papa sobre soportes de metal (cAmara himeda).
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e Dos gotas de suspension de esporangios provenientes de criopreservacidn, fueron
colocadas en los discos de papa y los envases plasticos fueron cerrados

herméticamente e incubados de 15 a 18°C por una semana.

3.4.3 .Colecta de esporangios

e Los esporangios fueron lavados de la parte superior del disco de papa esporulante
con agua destilada y pasados a través de un filtro de 30 pm, eliminando de esta
forma el micelio y otras particulas (Figura 2).

e El filtrado fue pasado nuevamente a través de un filtro de 10 pum que atrapa los
esporangios, los cuales se lavaron con abundante agua limpia. Posteriormente se
colectaron los esporangios de este filtro con una pequefia cantidad de agua
destilada o esterilizada (Figura 3).

e Finalmente, la concentracién de 3000 esporangios/ml de agua reqﬁerida para la
inoculacién de la raza cero de P. infestans a las plantas de papa en los invernaderos

fue estimada utilizando la Cdmara de contaje Levy con rayado Neubauer.

3.5 bManejo dt_al material genético

3.5.1 Invernadero
Las plantulas por familia segregante provenientes de semilla sexual fueron
germinadas y crecidas individualmente en pequefias macetas prefabricadas (Jiffis

stip), cuyo substrato contiene todos los elementos quimicos requeridos para el
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crecimiento de las plantulas de papa. Transcurridos 40 dias, éstas se trasplantaron a
camas de 2 x 13 m (dos por invernadero); las cuales contenian como substrato arena,

musgo y tierra en la proporcién de 1:2:1.

Para la prueba se utilizaron cuatro invernaderos y las distancias de siembra entre
hileras y plantas fueron de 0.25 x 0.20 m. Las labores culturales y el manejo de

plagas se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del CIP.

Dentro de los invernaderos se dieron todas las condiciones favorables para el
desarrollo de P. infestans tales como riego con microaspersores después del trasplante
de acuerdo a las necesidades fisioldgicas. Después de la inoculacion de las
estructuras propagativas del patégeno é€stos son los esporangios el riego fue a

diario, 30 min por la mafiana y 30 min durante la tarde (Figura 4).

La inoculacién de esporangios con la raza cero del hongo a las familias segregantes,
se realizd durante la octava semana después del trasplante. Esta se realizd con un
compresor eléctrico cuya presién al vacio fue de 3 1b/plg?, dirigida al envés de todos

los foliolos por planta (Figura 5).

La prueba de invernadero se realizd en el periodo noviembre de 1995 a febrero de

1996.















82

3.5.2 Campo

Los experimentos de campo se condujeron bajo infeccién natural y se utilizé la

variedad susceptible Yungay como dispersor de inéculo de P. infestans. Por cada tres

surcos de las familias segregantes se sembr6é un surco con la variedad Yungay, al

igual que en todo el contorno y entre los bloques (Figura 6).

El disefio para la evaluaciéon de plantas por familia segregante con resistencia

horizontal al tizon tardio en campo, fue el siguiente (58,68):

L SO T N S S O O | ) I T A |

] & S TS N O O O |
LUNNE I SN N N B NN N I A H B ER B B B A 3

] 1 3.1 .
T T LA T

000000000000000000++000000000000000000
000000000000000000++000000000000000000
000000000000000000++000000000000000000

+ : dispersor de inéculo (variedad susceptible)
O : plantas de familias segregantes

Las plantas por familia fueron producidas por la técnica de multiplicacion rapida

conocida como esquejes de tallo juvenil, los cuales crecieron en macetas individuales

conteniendo como substrato arena musgo y tierra en la proporcion de 1:2:1.

esquejes fueron producidos en invernaderos ubicados en la estacion experimental del

CIP en Santa Ana, Huancayo, departamento de Junin. Al transcurrir 50 dias fueron

trasplantadas al campo (Figura 7).



Las distancias de siembra entre surcos y plantas fueron de 1.0 x 0.50 m.- Cada surco
con 17.5 m de largo y 35 plantas. Las labores culturales y el manejo de plagas del

cultivo se realizaron segun recomendaciones del CIP.

La prueba de campo en la localidad de Mayobamba, Hudnuco se realizé en el periodo

octubre de 1996 a marzo de 1997 y en la localidad de Comas en Junin fue de marzo

de 1997 a julio de 1997.
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3.6 Evaluacién de la resistencia horizontal a P. infestans

3.6.1 Escala de evaluacién
Para la evaluaciéon de la infeccion al follaje causado por el hongo P. infestans se
utilizé una escala arbitraria en porcentaje, donde O es igual a la planta sana y 100

corresponde a la planta muerta (40).

3.6.2 Invernadero
Se estimd el porcentaje del drea foliar infectado por semana a partir de los siete dias
después de la inoculacion. Se realizaron tres evaluaciones por planta en la repeticion
I y dos evaluaciones en la repeticién II. Se utilizd la segunda evaluacién en ambas
repeticiones como la lectura critica de infeccién arbitrariamente ‘definida (LB2).
Luego se calcul6 los promedios por familia en base a las lecturas individuales para los

andlisis respectivos. Asimismo, €l area bajo la curva de progreso de la enfermedad

(AUDPC) fue calculado (Figura 8).

Los promedios de infeccién de las progenies fueron agrupados en seis categorias de
infeccion foliar para asociarlas luego con el comportamiento del mismo grupo en el

campo a través del AUDPC (116).

A continuacién se describen las categorias de infeccidn al tizén tardio de las familias

con base al promedio de su infeccién en porcentajes:
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3.6.3 Campo
En los experimentos de campo, durante el desarrollo vegetativo las plantas se
protegieron desde la emergencia con tres aplicaciones del fungicida de contacto
Mancozeb hasta los 40 dias; luego se hicieron las evaluaciones semanales a partir de
la octava semana, registrandose el porcentaje de area foliar afectada. En cada
localidad se realizaron siete evaluaciones por planta, calculdndose luego el AUDPC
promedio por familia, como pardmetro de resistencia y se utiliz6 para las pruebas de

correlacion.

Para el calculo del AUDPC se utiliz6 la siguiente férmula (11,40,42,68):

AUDPC = z(i‘éiﬁ) (%, - X))

i=1

Donde:

Y, = porcentaje del area foliar afectada por P. infestans en el dia i después
de la siembra.

Yiu = porcentaje del drea foliar afectada por P. infestans en el dia i+l
después de la siembra. ‘

K - X = numero de dias transcurridos de la primera evaluaciéon del drea foliar

afectada a la segunda evaluacion.

n = numero total de evaluaciones.
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‘ 3.7 Cosecha

La cosecha se hizo al completar cada progenie segregante su ciclo biolégico.

3.8  Andlisis estadisticos
3.8.1 Diseno experimental
El disefio experimental utilizado tanto en los experimentos de invernadero como los

de campo fue el de Bloque Completo al Azar (BCA), con dos repeticiones.

3.8.2 Modelo aditivo lineal
El modelo aditivo lineal para el disefio BCA es:

L=urfirnty

Donde:
Y

1 = la media general

i7= es la observacion del tratamiento 1, en el bloque j.
T; = efecto del tratamiento i
[3; = efecto del bloque

€;;= error residual del tratamiento 1y del bloque j.

ij
El modelo aditivo lineal para el disefio BCA combinado es el siguiente:

Y

m( ij

)=,u+f,.+[5_}.+f/);.+§“(y_>
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Donde: i

r (y) =S la observacion m en la localidad j del tratamiento i.

1t = la media general

7, = efecto del tratamiento 1

B, = efecto de la localidad j

73, = error experimental del tratamiento 1y la localidad j.

£,(y) = EITor del combinado de la observacidén m en la localidad j y el tratamiento 1.

3.8.3 Analisis de variancia
3.83.1 Invernaderoy campo
Para el andlisis de variancia de invernadero se utilizaron los valores promedios por
familia de la segunda lectura del porcentaje de infeccién foliar (LB2), también se
utilizd el AUDPC. Para el campo, el andlisis de variancia se hizo en base al AUDPC

promedio por familia.

Cuadro 5. Analisis de variancia para el disefio BCA para la prueba de invernadero y
campo. Modelo al azar.

Fuentes de variacién GL CME (E)
Repeticion r-1=1 5+ f5°
Familia f-1=34 5 +ré;
Error experimental (r-1) (f-1) =34 5?2

Total f-1 =69
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Donde:

&7 = variancia debida a las repeticiones

5; = vyariancia debida a las familias

2 . : i
o, = variancia comun del error

Cuadro 6. Andlisis de variancia para el disefio BCA, para el combinado de campo.

Modelo al azar.

Fuentes de variacion GL CME (E)
Repeticién por localidad L(r-1)=2

Localidad I-1=1

Familia f-1=34 6, +r8, +rls;
Familia x localidad (f-1) (1-1)=34 S5+ "5/12

Error experimental 1 (f-1) (r-1) =68 52

Total rfl =139

Donde:

5’ = variancia debida a las repeticiones
&’ = variancia debida a las localidades

(5/2 = variancia debida a las familias

N

2 . . ,
& = variancia comun del error

&

5% = variancia debida a la interacciéon familia x localidad
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Los testigos no se incluyeron en el andlisis ya que en invernadero se utilizaron para
verificar la viabilidad del io6culo y en campo el testigo susceptible fue utilizado

como dispersor del inéculo natural.

3.8.3.2 Homogeneidad de variancias para el analisis combinado
de campo

La prueba de homogeneidad de variancias de los experimentos de campo se realizo
para decidir si procedia efectuar el analisis combinado de las dos localidades usando

para esto la mayor parte de los resultados de los andlisis individuales.

Para ello se realizo la prueba de homogeneidad de errores de Snedecor y Stevens, por

medio de las siguientes férmulas (10,111,114):

g ZEL

n—1

Variancia calculada =

FE
Variancia teorica = QG(—Z :

LnG

2 'VVariancz'a calculada
X = (n— I)i

| Variancia teorica J




Donde:

G= grados de libertad del error (es igual para cada experimento)
E.= suma de cuadrados del error de cada experimento

n=es el numero de experimentos

Nétese que la distribucién de y” utiliza (n-1) de grados de libertad.

Si el valor calculado de ” supera al valor tabular (P=0.05) indica que hay diferencias
significativas; si es menor, que hay suficiente homogeneidad como para permitir

hacer el andlisis combinado.

3.8.4 Correlaciones
Las correlaciones se hicieron utilizando los valores promedios de LB2 y AUDPC por
familia, obtenidos en invernadero y con los valores promedios del AUDPC por
familia en cada localidad (Mayobamba, Comas) y con el combinado de campo,
agrupados de acuerdo a las categorias establecidas en base a la infeccién foliar. Se
utilizd el orden jerarquico de los promedios de las familias, tanto en invernadero
como en campo. Estas asignaciones jerarquicas se asociaron siguiendo el método no

paramétrico de Spearman (59, 111, 114).

Los coeficientes de correlacion de rangos de Spearman resultantes indican el grado de
estrechez o asociacién entre los resultados promedios obtenidos en invernadero con

los de campo. Este coeficiente siempre estard entre -1 y +1, en el cual valores
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positivos indican una tendencia de aumento de ambas variables (invernadero y
campo). Cuando los coeficientes son negativos, grandes valores de una variable
(invernadero) estan asociados con valores pequefios de la otra variable (campo) (59,

111, 114).

‘Todos los andlisis y comparaciones estadisticas programadas fueron realizados
utilizando el programa estadistico Statistic Analysis System (SAS) (103). Finalmente
se confeccionaron diagramas de la asociacidn resultante entre los valores promedios
de las variables estimadas en invernadero con los de campo para visualizar su

dispersion.




IV.  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prueba de invernadero

En los cuadros 7 y 8, se muestran los andlisis de variancia del porcentaje de éarea
foliar afectada por P. infestans por progenie segregante en el invernadero de la
segunda lectura de infeccion foliar después de la inoculacién (LB2) y del area bajo la
curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) calculada, respectivamente. Los
coeficientes de variacion resultantes para LB2 y AUDPC fueron 22.54 y 28.571 por

ciento, respectivamente.

En invernadero todas las progenies segregantes evidenciaron sintomas de tizén en el
follaje como expresion de la resistencia horizontal, confirmandose la utilidad de la
metodologia de inoculacion con la raza cero de P. infestans propuesta por Landeo
(68), para discriminar entre genotipo portador de genes R de los que poseen
resistencia horizontal libre de genes R. En invernadero los pardmetros LB2 y el

AUDPC para la fuente de variacion familia no presentaron diferencias éstadisticas

entre si.
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Cuadro 7. Analisis de variancia del porcentaje de infeccién foliar (LB2) de las
progenies segregantes en invernadero. La Molina, Lima, Pert.

Fuentes de variacion GL SC CM Prob>F
Repeticién 1 8624.70 8624.70 0.001
Familia 34 5292.77 155.67 0.879
Error 34 7947.80 233.76

Total 69 21865.27 38299.399

C.V. (%) =22.54

Cuadro 8. Analisis de variancia del AUDPC de las familias segregantes en
invernadero. La Molina, Lima, Pera.

Fuentes de variacion GL SC CM Prob>F
Repeticion 1 2238952.943  2238952.943 0.0001
Familia 34 817154.943 34033.969 0.9103
Error 34 1302179.557 38299.399

Total 69 4358287.443 38299.399

C.V. (%) =28.51

La evaluacion de la resistencia horizontal de los promedios por familia en base a la
lectura 2 (LB2), evidencié un amplio rango de variacidén para resistencia en las
familias, registrandose promedios desde 54 por ciento en las progenies de los clones
parentales hembras 381400.22, 386209.10 y 387205.5, hasta 92.5 por ciento en las
progenies del clon 387411.40. La progenie del testigo Atzimba, registro sintomas de
infeccion al follaje de 20 por ciento y en la progenie del testiéo Yungay 96 por ciento

(Cuadro 9).
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Los valores promedios de AUDPC obtenidos por familia en invernadero, como
- parametro de resistencia, mostraron un rango continuo de variacién, desde los
obtenidos por la progenie del clon parental hembra 387170.9 con valor promedio del
AUDPC de 492, hasta un valor del AUDPC de 959 obtenido por la progenie del clon
387411.40. EI valor resultante del AUDPC en la progenie del testigo Atzimba fue de
251; comparado con el valor promedio del AUDPC de 1308 registrado en la progenie
del testigo Yungay (Cuadro 10). Es importante sefialar que a mayores valores del

- AUDPC resultantes, las progenies son mas susceptibles al ataque de P. infestans.
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Cuadro 9. Promedio del porcentaje de infeccion foliar causado por P. infestans por
familia segregante en invernadero (LB2). La Molina, Lima, Peru.

Familia LB2 (%)
381400.22 54
386209.10 54
387205.5 54
387164.4 57.5
387004.13 59.5
387015.13 59.5
387170.9 60
387170.16 60.5
386209.1 61
387143.22 61
387136.14 62
387348.20 63
387170.6 63.5
387415.32 63.5
387002.11 64
387326.2 64.5
387132.2 66
387004.4 67.5
387411.41 68.5
386209.15 69.5
387341.1 70.5
387015.3 71
387169.2 .71
387231.7 72
387315.27 72.5
387338.3 73
387303.71 73.5

 387205.8 74
387003.12 76 ,
382178.14 77 '
387334.5 77.5
387015.12 78.5
387410.7 80.5
387415.49 82
387411.40 92.5
Atzimba 20

Yungay 96
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Cuadro 10. Valores promedios del AUDPC por familia segregante en invernadero.
La Molina, Lima, Pert.

Familia AUDPC

381400.22 529
386209.10 522
387205.5 5455
387164.4 519.5
387004.13 626.5
387015.13 5765
387170.9 492
387170.16 574.5
386209.1 630
387143.22 590
387136.14 636.5
387348.20 639
387170.6 662
387415.32 607
387002.11 651
387326.2 636.5
387132.2 733
387004.4 684.5
387411.41 684
386209.15 736
387341.1 749
387015.3 718
387169.2 706.5
3872317 690
387315.27 829.5
387338.3 737
387303.71 739
387205.8 772.5
387003.12 800.5
382178.14 808.5
387334.5 761
387015.12 791.5
3874107 808
387415.49 882.5
387411.40 959
Atzimba 251

Yungay 1308
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Estos resultados indican que en los 35 clones parentales de la poblacién B3 del CIP
‘evaluados en invernadero para resistencia horizontal muestran diversos niveles de
resistencia, fluctuando entre bajos y altos, coincidiendo con resultados obtenidos

anteriormente (Landeo 1996; Landeo y Gastelo 1997).

En el cuadro 11 se presenta la agrupacion del promedio de familias por categorias de
infeccion foliar en invernadero. Las categorias 1, 2, 3, 4 y 5 estan representadas por
3, 4, 9, 4 y 8 progenies, respectivamente y la categoria 6 (con severa infeccion)

agrupd cinco progenies segregantes.
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Cuadro 11. Progenies segregantes por categorfa de infeccién foliar en la prueba de
invernadero y el numero de plantas por progenie en el combinado de campo.

Categoria Progenie segregante Numero de plantas
381400.22 104
1 386209.10 108
387205.5 80
387164.4 90
2 387004.13 100
387015.13 104
387170.9 92
387170.16 102
386209.1 72
387143.22 102
387136.14 94
3 387348.20 104
387170.6 88
387415.32 94
387002.11 86
3873262 96
387132.2 100
4 387004.4 94
387411.41 94
386209.15 ' 98
387341.1 90
387015.3 94
387169.2 68
5 387231.7 _ 106
387315.27 108
387338.3 106
387303.71 112
387205.8 110
387003.12 76
382178.14 70
6 387334.5 98
387015.12 92

387410.7 78
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Los altos porcentajes de infeccion foliar por familia (LB2) observados en la prueba de
invernadero, coinciden con otros reportes sobre la mayor susceptibilidad de las
plantulas de origen sexual y que no permite que la resistencia horizontal se exprese
completamente en este estado. (12,44). Estos resultados también coinciden con los
estudios de Brauer (51) que al inocular material genético en invernadero, perdid

practicamente todas las progenies.

Ninguna de las progenies evaluadas registré6 mayor susceptibilidad al tizén tardio que
el testigo susceptible Yungay, por lo tanto, cualquier reduccién en el nivel de

infeccion indica resistencia, tal como lo menciona Parlevliet (95).

4.2 Prueba de campo

Los anélisis de variancia basados en los valores del AUDPC por familia en las
localidades de Mayobamba y Comas se presentan en los cuadros 12 y 13. Tanto en la
localidad de Mayobamba (C.V. = 32.68%) como en Comas (C.V. = 21.60%), se
encontraron diferencias significativas en las repeticiones (P < 0.05), lo cual es reflejo
que la distribucidn de los bloques en el campo fue adecuada. También se detectaron
diferencias significativas (P < 0.05) en los valores promedios del AUDPC para la

fuente de variacién familias.
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Al encontrar diferencias estadisticas en la variable AUDPC en las dos localidades
donde el tizén tardio es endémico, se evidencia el cardcter cuantitativo, de
distribuciéon normal -caracterfstico de la resistencia horizontal- en la progenie
segregante de la poblacién B3. Estos resultados coinciden con reportes de Landeo
(73,74), producto de sus estudios del mejoramiento con fuentes genéticas avanzadas

libres de genes R para resistencia horizontal al tizén tardio de la papa.

Cuadro 12. Anélisis de variancia del AUDPC de las familias segregantes.
Mayobamba, Huénuco, Pertl.

Fuentes de variacion GL SC CM Prob>F
Repeticion 1 582950.63 582950.63 | 0.016
Familia 34 8300636.08 244136.36 0.002
Error 34 3101566.37 91222.54

Total 69 11985153.08

C.V. (%) =32.68

Cuadro 13. Analisis de variancia del AUDPC de las familias segregantes. Comas,
Junin, Perd.

Fuentes de variacion GL . SC CM Prob>F
Repeticion 1 1059522.06 1059522.06 0.015
Familia 34 11795530.80 346927.38 - 0.015
Frror 34 5539241.94 162918.88

Total 69 18394294.80 38299.399

C.V. (%) =21.60
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En el cuadro 14 se presentan los valores promedios del AUDPC -como pardmetro de
resistencia- por progenie segregante obtenidos en la localidad de Mayobamba. La
distribucién continua de la variacién para resistencia de las progenies segregantes,
mostréo un rango desde valores promedios del AUDPC de 832 registrado en la
progenie del parental hembra 387164.4 hasta valores promedios del AUDPC de

2733.5 por la progenie de clon parental 387411.41.

En cuanto a los valores promedios del AUDPC por familia calculados en la localidad
de Comas, se muestran en el cuadro 15. Las progenies también presentaron un
continuo rango de variacion para resistencia, expresado en valores promedios del
AUDPC de 345 registrado en la progenie del parental 387015.3 hasta el valor

promedio del AUDPC de 1659.5 en la progenie del clon 387003.12.
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Cuadro 14. Valores promedios del AUDPC por progenie segregante en Mayobamba,
Huanuco, Pert.

Familia AUDPC
381400.22 1268.5
386209.10 1530.5
387205.5 1608.5
3871644 832
387004.13 2028
387015.13 1940.5
387170.9 1621.5
387170.16 2127
386209.1 1976
387143.22 23515
387136.14 1424 .5
387348.20 1388.5
387170.6 1859
387415.32 1758.5
387002.11 1701.5
387326.2 1637
387132.2 2155
387004.4 2212
387411.41 27335
386209.15 2027
387341.1 1388.5
387015.3 22055
387169.2 1540
3872317 2276
387315.27 1393.5
387338.3 2297
387303.71 1701.5
387205.8 2302
387003.12 2029.5
382178.14 25855
387334.5 1665
387015.12 1654
387410.7 2574.5
387415.49 1653

387411.40 1959
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Cuadro 15. Valores promedios del AUDPC por progenie segregante en Comas,
Junin, Pert.

Familia AUDPC
381400.22 842.5
386209.10 1158.5
387205.5 1433
387164.4 789.5
387004.13 808.5
387015.13 1508.5
387170.9 1106
387170.16 426.5
386209.1 1607.5
387143.22 1180
387136.14 766.5
387348.20 499.5
387170.6 628
387415.32 1105
387002.11 790
387326.2 1089.5
387132.2 754.5
387004.4 1014.5
387411.41 1145
386209.15 581.5
387341.1 1173.5
387015.3 345
387169.2 1009
387231.7 950.5
387315.27 1147
387338.3 875
387303.71 439.5
387205.8 863
387003.12 1659.5
382178.14 1490
387334.5 818
387015.12 611
387410.7 613.5
387415.49 420

387411.40 695
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En las dos localidades, las plantas del testigo susceptible Yungay, utilizado como
dispersor de indculo en condiciones de infeccién natural, en la tercera lectura de
evaluacion del porcentaje de infeccién foliar, estaban completamente destruidas por el
tizén tardio. Esto indica que las zonas escogidas para el establecimiento de las
pruebas experimentales reunian las condiciones ambientales favorables para el

desarrollo 6ptimo del patégeno.

En la prueba de campo al igual que en la prueba de invernadero todas las plantas

de las progenies segregantes, presentaron lesiones de infeccidn, por fo que se
considera que los progenitores hembras evaluados no poseen genes R y que la
resistencia horizontal al tizén tardio es debida a genes de caracter cuantitativo (genes

menores).

4.2.1 Prﬁeba de homogeneidad de variancias
Los resultados de la prueba de homogeneidad de variancias (conocida también como
prueba de homogeneidad de errores) de Snedecor y Stevens (10,111) se presentan a
continuacion:

(553924194 +3101566.37)"
2

553924194* +3101566.37" —

Variancia calculada = )

Variancia calculada = 2.97x10"
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553924194 +3101566.37T

Variancia teorica = 2(34)[ 2(34)

Variancia teorica = 110x10"

(2 1)72.97x10Iz
A =V o107
" =2.7059 . El valor tabular de 7 5= 3.8414

El valor tabular de y?,s (3.8814) es mayor que el valor calculado (2.7059), por
consiguiente las variancias de los experimentos realizados en Mayobamba y Comas
son homogéneas. Se justifica realizar el andlisis de variancia combinado de los

experimentos de campo para el pardmetro de resistencia utilizado, el AUDPC (cuadro

16).

Al existir homogeneidad de variancia en los experimentos de Mayobamba y Comas,
se deduce que el comportamiento de las familias segregantes en la cuantificacion de
la resistencia horizontal muestran una variancia similar, lo que permite analizar mejor

en un combinado los promedios del AUDPC de las dos localidades.

El anélisis de variancia combinado de campo (C.V. = 25.39%) sefialé diferencias
significativas en las fuentes de variacién de familias y localidades (P < 0.05). Para la

fuente de variaciéon familia por localidad, también hubo diferencias estadisticas
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significativas (P < 0.05). Estos resultados indican que las familias varian
significativamente entre si en su comportamiento para resistencia horizontal al tizén
tardio, y que existe interaccion entre familias por localidad, indicando que las familias
se comportan diferencialmente en su intensidad de resistencia horizontal en las dos

localidades.

Cuadro 16. Analisis de variancia del AUDPC de las progenies para el combinado de
campo. Mayobamba y Comas, Peru.

Fuentes de variacion GL SC CM Prob >F
Localidad 1 1647892.86 823946.43 0.0025
Familia 34 11010222.47 323830.07 0.0005
Repeticién dentro de 2 31229420.60 1229420.60 ©0.0001
localidad

Familia x localidad 34 9165592.90 269576.26 0.0038
Error 68 8554119.14 125795.87

Total 139 61607247.97

C.V. (%) =25.39

Se coincide con Parle\}liet (95) quien concluye que la expresion de los genes menores
para resistencia horizontal puede variar por las condiciones naturales existentes en
campo; tales como: factores climaticos (pringipalmente la temperatura, humedad
relativa, precipitacién y fotoperiodo), variaciones en las condiciones de las plantas (la
edad, estado de desarrollo, precocidad y altura de planta) y por las variaciones en las
condiciones del experimento (tiempo y frecuencias de evaluacién, disposicién del

experimento).
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4.3 Correlaciones

Se procedié a graficar la dispersion de los promedios de las familias, tanto para LB2 y
AUDPC en el invernadero con el objeto de visualizar la distribuciéon de los grupos
formados de acuerdo a las categorias establecidas (Gréfico 1). Se observo en general
una tendencia de asociacion lineal positiva que se reflejarfa con mayor resolucién al

usar los promedios de las categorias en el Grafico 1.
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Grafico 1. Dispersion de valores promedios del AUDPC-Campo con valores
promedios de L.B2 (1) y de valores promedios del AUDPC-Campo con AUDPC-
Invernadero (2), agrupados en categorias de infeccion.
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4.3.1 Correlaciones por categorias de infeccion foliar
En el cuadro 17, se muestran los valores promedios de infeccién foliar agrupados en
categorias tanto para invernadero como para el combinado de campo en base a LB2 y
AUDPC, respectivamente. El Grafico 2 muestra la dispersion de los promedios de
infeccién foliar, tanto por LB2 y AUDPC entre las pruebas de invernadero y campo,

observandose que los puntos trazados estan cercanos a la tendencia lineal.

Cuadro 17. Distribucion.de promedios y ordenamiento numérico de infeccién foliar
(LB2) por familia en invernadero dentro de categorias y su correspondiente valor del
AUDPC en el campo.

Invernadero (LLB2 %) Campo (AUDPC)

Orden  Categoria Rango Promedio Rango  Promedio Orden
numeérico numérico
1 50-55 54 54 1056-1521 1307 1
2 56-60 58-60 59 811-1725 1329 2
3 61-65 61-65 63 944-1792 1351 3
4 66-70 66-70 68 1304-1939 1578 6
5 71-75 71-74 72 1071-1613 1369 4
6 76-80 76-80 78 1133-2038 1570 5

Correlacion de orden numérico entre invernadero y campo: r = 0.83

La distribucién de promedios de infeccion foliar refleja que la categoria 1 en la
segunda lectura en invernadero (LLB2), registré6 un promedio de 54 por ciento,
producto del rango de infeccion foliar de 54 por ciento registrado por cada familia
agrupada en esta categorfa. Como valor extremo, en la categoria 6 de mayor

severidad por tizén tardio, el promedio obtenido por las familias que integraban esta
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categoria fue de 78 por ciento, cuyo rango de infeccion foliar registrado fue de 76 a

80 por ciento.

En campo, se evidenci6 un incremento de los promedios del AUDPC en las familias
que representaban el mismo grupo a través del AUDPC. El menor orden numérico
correspondi6 a un valor promedio del AUDPC de 1307 con un rango desde 1056 a
1521 registrado por las familias agrupadas en esta categoria y en el orden jerarquico 6
el promedio del AUDPC obtenido fue de 1578, cuyo rango fue de 1304 a 1939. Estos
resultados sugieren que la prueba de invernadero puede ser utilizada para diferenciar

los progenitores resistentes al tizon tardio de los susceptibles.

La correlacion obtenida de acuerdo al orden numeérico de las categorias de infeccién
foliar, tomando segtn la segunda lectura en invernadero con el orden numérico del
AUDPC del combinado de campo de las mismas progenies que conformaban cada
categoria, resulté en un valor de r = 0.83; indicando el alto grado de asociacion de las

pruebas de invernadero con las de campo.

En el cuadro 18 se presentan los valores promedios de infeccion foliar agrupados en

categorias tanto para invernadero como para el combinado de campo en base al

AUDPC.
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Cuadro 18. Distribucion de promedios y ordenamiento numérico del AUDPC por
familia en invernadero dentro de categorias y su correspondiente valor del AUDPC en

el campo.
Invernadero (AUDPC) Campo (AUDPC)
Orden Categoria  Rango Promedio Rango Promedio Orden
numérico numérico
1 50-55 522-546 532 1056-1521 1307 1
2 56-60 492-626 554 811-1725 1329 2
3 61-65 574-662 625 944-1792 1351 3
4 66-70 684-736 709 1304-1939 1578 6
5 71-75 690-830 743 1071-1613 1369 4
6 76-80 761-808 794 1133-2038 1570 5

Correlacion de orden numérico entre invernadero y campo: r = 0.83

Al distribuir las familias en categorias de infeccion foliar tanto en invernadero y

campo, a través del pardmetro de resistencia AUDPC, en el primer orden de mérito se

obtiene un promedio de 532, cuyo rango promedio comprende desde 522 a 546

registrados en las familias agrupadas en esta categoria.

Como valor extremo, el

promedio del AUDPC obtenido en invernadero fue de 794 (rango de 761 a 808),

correspondiente al orden numérico 6.
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Grafico 2. Dispersién entre el orden numérico del promedio del AUDPC en campo
con categorias de infeccion foliar en invernadero (LB2) por progenie (1) y del orden
numérico del AUDPC en invernadero con el del AUDPC de campo (2).
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Al correlacionar el valor jerarquico del promedio del AUDPC por categorias en
invernadero con el valor jerarquico del promedio del'AUDPC del combinado de
campo correspondientes al mismo grupo, se obtuvo un valor de r = 0.83, el cual
explica la gran estrechez de la asociacién entre las pruebas de invernadero y campo
(similar al estimado entre el pardmetro LB2 en invernadero con el AUDPC de

campo).

Esto significa que la prueba de progenies de invernadero para la seleccidon de clones
parentales con buena habilidad para transmitir resistencia horizontal a sus progenies,
puede ser utilizada en lugar de pruebas directas en el campo. Asimismo, ello facilita
las pruebas y se ahorrard mucho tiempo en la selecciéon de progenitores con

resistencia.

El coeficiente de correlacion estimado r = 0.83 que refleja un valor alto de asociacion
entre las dos pruebas, invernadero y campo, permiten hacer una buena prediccion del
comportamiento de las progenies con pruebas de invernadero, coincidiendo con

resultados anteriores (9, 116).

Considerando el comportamiento tipico de la expresién de la resistencia horizontal y

con base en estos resultados preliminares, se puede notar la importancia de establecer
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categorfas o rangos de infeccion foliar que permita determinar la posible asociacion

entre las pruebas de invernadero y campo.

4.3.2 Correlaciones sin considerar categorias de infeccién foliar
En el cuadro 19 se presenta el promedio del porcentaje de la segunda lectura de
infeccion al follaje (LB2) y el valor promedio del AUDPC y sus respectivos
ordenamientos jerarquicos por familia en la prueba de invernadero, de acuerdo al
procedimiento no paramétrico de Spearman. Los graficos 3, 4 y 5 muestran la
dispersion de los promedios de infeccién foliar LB2 y AUDPC sin considerar
categorias entre invernadero y campo. No se observa ningtn tipo de tendencia o

relacién lineal entre las dos pruebas, debido a los bajos coeficientes resultantes.

En los cuadros 20 y 21 se muestran los valores promedios del AUDPC por familia y
su orden numérico resultantes en las localidades de Mayobamba y Comas. En
relaciéon al combinado de campo, en el cuadro 22 se presentan los promedios

resultantes de la variable AUDPC por familia y su ordenamiento numérico.
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Cuadro 19. Porcentajes promedios de LB2, promedios del AUDPC y el orden
numérico correspondiente por familia en la prueba de invernadero. La Molina, Lima,
Peru.

Familia LB2 (%) Orden AUDPC Orden
381400.22 54 2 529 4
386209.10 54 2 522 3
387205.5 54 2 5455 5
387164.4 57.5 4 519.5 2
387004.13 59.5 55 626.5 10
387015.13 59.5 55 576.5 7
387170.9 60 7 492 1
387170.16 60.5 8 574.5 6
386209.1 61 9.5 630 11
387143.22 61 9.5 590 8
387136.14 62 11 636.5 12.5
387348.20 63 12 639 14
387170.6 63.5 13.5 662 16
387415.32 63.5 13.5 607 9
387002.11 64 15 651 15
387326.2 64.5 16 636.5 12.5
387132.2 66 17 733 22
387004.4 67.5 18 684.5 18
387411.41 68.5 19 684 17
386209.15 69.5 20 736 23
387341.1 70.5 21 749 26
387015.3 71 22.5 718 21
387169.2 71 22.5 706.5 20
387231.7 72 24 690 19
387315.27 72.5 25 829.5 33
387338.3 73 26 ' 737 24
387303.71 735 27 739 25
387205.8 74 28 772.5 28
387003.12 76 29 800.5 30
382178.14 77 30 808.5 32
387334.5 . 77.5 31 761 27
387015.12 78.5 32 791.5 29
387410.7 80.5 - 33 808 31
387415.49 82 34 882.5 34

387411.40 92.5 35 959 35
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Cuadro 20. Valores promedios del AUDPC y su orden numérico por progenie en
Mayobamba, Hudnuco, Perd.

Familia AUDPC Orden
381400.22 842.5 17
386209.10 1158.5 28
387205.5 1433 31
387164.4 789.5 13
387004.13 808.5 15
387015.13 1508.5 33
387170.9 1106 25
387170.16 426.5 3
386209.1 1607.5 34
38714322 1180 30
387136.14 766.5 12
387348.20 499.5 5
387170.6 628 9
387415.32 1105 24
387002.11 790 14
387326.2 1089.5 23
387132.2 754.5 11
387004.4 1014.5 22
387411.41 1145 26
386209.15 581.5 6
387341.1 1173.5 29
387015.3 345 1
387169.2 1009 21
387231.7 950.5 20
387315.27 1147 27
387338.3 875 19
387303.71 439.5 4
387205.8 863 18
387003.12 1659.5 35
382178.14 1490 32
387334.5 818 16
387015.12 611 7
387410.7 613.5 8
387415.49 420 2

387411.40 695 10
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Cuadro 21. Valores promedios del AUDPC y su orden numérico por progenie en
Comas, Junin, Pert.

Familia AUDPC Orden
381400.22 1268.5 2
386209.10 1530.5 7
387205.5 1608.5 9
387164.4 832 1
387004.13 2028 23
387015.13 1940.5 19
387170.9 1621.5 10
387170.16 2127 25
386209.1 1976 21
387143.22 2351.5 32
387136.14 1424 .5 6
387348.20 1388.5 3.5
387170.6 1859 18
387415.32 1758.5 17
387002.11 17015 15.5
387326.2 1637 11
387132.2 2155 26
387004.4 2212 28
387411.41 2733.5 35
386209.15 2027 22
3873411 1388.5 3.5
387015.3 22055 27
387169.2 1540 8
387231.7 2276 29
387315.27 1393.5 5
387338.3 2297 - 30
387303.71 1701.5 15.5
387205.8 2302 31
387003.12 20295 24
382178.14 2585.5 34
387334.5 1665 14
387015.12 1654 13
387410.7 25745 33
387415.49 1653 12

387411.40 1959 20
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Cuadro 22. Valores promedios del AUDPC y su orden numeérico por progenie en el
combinado de campo.

Familia AUDPC ~ Orden
381400.22 1055.5 4
386209.10 1344.5 18
387205.5 1520.8 24
387164.4 810.8 1
387004.13 1418.3 21
387015.13 1724.5 30
387170.9 1363.8 20
387170.16 1276.8 14
386209.1 1791.8. 32
387143.22 1765.8 31
387136.14 1095.5 6
387348.20 944 2
387170.6 12435 9
387415.32 1431.8 22
387002.11 1245.8 10
387326.2 1363.3 19
387132.2 1454.8 23
387004.4 1613.3 28.5
387411.41 1939.3 34
386209.15 1304.3 16
387341.1 1281 15
387015.3 1275.3 13
387169.2 1274.5 12
387231.7 1613.3 28.5
387315.27 1270.3 11
387338.3 1586 26
387303.71 1070.5 5
387205.8 1582.5 25
387003.12 1844.5 33
382178.14 2037.8 35
387334.5 12415 8
387015.12 1132.5 7
387410.7 1594 27
387415.49 1036.5 3

387411.40 1327 17
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Los coeficientes de correlacién calculados del orden numérico del promedio de
porcentaje de infeccion foliar en LB2 en invernadero con el orden numérico del valor
promedio del AUDPC por progenie en Mayobamba, Comas y el combinado, fueron: r

=-0.26,1r=10.35 y r = -0.04, respectivamente (Cuadro 23).

Estos coeficientes sugieren que no existe asociacién entre la prueba de invernadero
con la prueba de campo; es decir, lg prueba de invernadero no permite predecir el
valor del AUDPC en la prueba de campo. Se coincide con Parlevliet (95) quien
sefial6 que la prueba de invernadero no representa a la prueba de resistencia en
campo. Ademads, Zapata y Fernandez-Northcote (133) reportan que las correlaciones
de las resistencias para P. infestans obtenidas bajo condiciones de invernadero,

tinglado y campos fueron muy bajas y en ocasiones negativas.

Cuadro 23. Matriz de correlacién de rangos de Spearman resultantes del orden
numeérico de los promedios de LB2 y del AUDPC en invernadero con los del AUDPC
por progenie en campo.

AUDPC
Invernadero Mayobamba Comas Combinado
LB2 -0.26 0.35 0.04

AUDPC -0.22 0.30 0.03
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Asimismo, al correlacionar el orden numérico del promedio del AUDPC en
invernadero con el valor numérico del AUDPC en Mayobamba, Comas y en
combinado de campo, los valores respectivos fueron de; r =-0.22, r = 0.30 y r = 0.03
(Cuadro 23). Estos bajos coeficientes también indican ausencia de asociacién entre
las dos pruebas, lo cual no permite explicar biolégicamente las ventajas de la prueba
de invernadero en el estado de plantula para seleccionar por resistencia horizontal al

tizon tardio.

En resumen se puede decir que al hacer correlaciones sin categorizar la resistencia en
invernadero se obtienen coeficientes bajos, lo cual indica que los resultados de las
evaluaciones en invernadero no reflejan el comportamiento de este material genético
en el campo, coincidiendo con algunos cientificos que estudiaron el comportamiento

de otras poblaciones genéticas de papa (52, 77, 91).

,,,,,,,,,,,,,
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Grafico 3. Dispersidn entre el orden numérico de los promedios del AUDPC en
Mayobamba con el orden numérico de infeccién foliar en invernadero (LB2) por

progenie
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Grafico 4. Dispersion entre el orden numérico de los promedios del AUDPC en
Comas con el orden numérico de infeccion foliar en invernadero (LB2) por progenie
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Grafico 5. Dispersion entre el orden numérico de los promedios del AUDPC
combinado con el orden numérico de infeccién foliar en invernadero (LB2) por
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Existe correlacion positiva y significativa (r = 0.83) entre los promedios de

invernadero y campo para infeccidon foliar cuando los valores promedio de
infeccion de las progenies son agrupadas en categorias relativas a la resistencia.
Esto sugiere que la prueba de invernadero podria ser usado con cierta eficiencia
para identificar progenitores que den lugar a progenies con alta resistencia
horizontal a P. infestans. Estas progenies podrian posteriormente ser sembradas
directamente en el campo para ser tamizado para resistencia horizontal en

condiciones de infeccion natural.

Cuando los valores promedio de infeccién foliar de las progenies, tanto en
invernadero como en campo son utilizados sin agrupar en categoria, y utilizando el
orden de mérito de ellos, la correlacion es muy baja entre invernadero y campo
(r = 0.04). Esto sugiere que la prueba de invernadero no seria adecuada para

predecir el valor de AUDPC de la planta en campo.

Todas las progenies segregantes provenientes de madres con resistencia horizontal

al ser evaluadas contra el P. infestans, tanto en invernadero como en campo bajo
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condiciones de infeccién natural muy severas, presentaron diversos niveles de
resistencia horizontal gl tizon tardio en el follaje, variando entre muy suscepﬁbles
hasta muy resistentes.

La segunda lectura de evaluacién de la infeccién foliar al tizdén tardio en
invernadero (LB2), registré un nivel de infeccién foliar discriminatorio que
permitié su eleccion para los analisis respectivos.

En invernadero, todas las progenies provenientes de la pob‘laci(')n B3 del CIP al ser
inoculadas con la raza “0” mostraron infeccion foliar de intensidad variada,
indicando la ausencia de genes mayores (R) y niveles de resistencia superiores al
testigo Yungay.

La prueba de campo es de extrema importancia para la evaluacién y seleccion de
resistencia horizontal en progenies segregantes de papa.

Se recomienda estimar el grado de asociacién entre las pruebas de invernadero y
campo para evaluar progenitores con resistencia horizontal, por categorias o rangos
de infeccion foliar por familia, en cada poblaciéon genética a estudiar para
determinar la eficiencia de la prueba de invernadero en predecir el comportamiento
de materiales genéticos en campo.

Para el desarrollo de este tipo de estudio se debe considerar un mayor control en. la
uniformidad de la enfermedad, tanto en invernadero como en campo, asegurando
condiciones favorables para el desarrollo y reproduccién del patdgeno; asismismo

que todas las plantas a a evaluar estén sometidas a la misma presién inicial. Con
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ello, se tiende a controlar el error experimental eficientemente y por consiguiente,
se obtiene mayor aplicabilidad a las inferencias estadisticas de los componentes de

resistencia contemplados.




VI. RESUMEN

El presente trabajo se ejecutdé con el objeto de establecer la correlacién entre las
pruebas de invernadero y campo para la evaluacién de resistencia horizontal a P.
infestans en progenies segregantes de papa, procedentes de la poblacién de
mejorameinto B3 del CIP y determinar el método (invernadero o campo) maés
apropiado y practico que permita la seleccién de genotipos con resistencia horizontal.
Las pruebas de invernadero se hicieron en la Molina (CIP) y las de campo en dos
-localidades de la sierra central del Pert donde el tizon tardio es endémico
(Mayobamba, Departamento de Hudnuco y Comas, Departamento de Junin); durante

el periodo de noviembre de 1995 a junio de 1997.

En invernadero se estimé el porcentaje del area foliar infectado en plantulas de ocho
semanas de edad, luego de ser inoculadas con la raza “o” de P. infestans. Se
realizaron tres evaluaciones por planta en la repeticiéon I y dos evaluaciones en la
repeticion II, utilizéndose la segunda evaluacion como la lectura critica de infeccion
(LB2), luego se calculd los promedios por familia en base a las lecturas individuales.
Asimismo, se utilizo el rea bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC)

calculado para los andlisis respectivos. Luego, los promedios de infeccion foliar de
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las progenies fueron agrupados en seis categorias de infeccién , tanto para
invernadero como para campo, asegurandose que las progenies sean las mismas en

ambos grupos.

En el campo, se realizaron siete evaluaciones por planta por localidad, calculandose el
AUDPC promedio por familia como pardmetro de resistencia, para luego ser

utilizadas en pruebas de correlacién.

Se utilizé el método no paramétrico de Spearman para calcular las correlaciones. La
correlacion del comportamiento de las progenies por categoria de infeccién foliar,
considerando el valor promedio de LB2 y el AUDPC en invernadero y campo, resulto
en un valor alto (r = 0.83). Esto significa que la prueba de progenies en invernadero
para la seleccion de clones parentales con buena habilidad para transmitir resistencia
horizontal a sus progenies, puede ser utilizada eficazmente en lugar de pruebas

directas en el campo y cuando éstas son categorizadas en rangos de resistencia.

Sin embargo, sin considerar categorias de infeccion foliar, los coeficientes de
correlacion calculados fueron muy bajos. Esto indicaria que no existe asociacién
entre ambas pruebas, por lo tanto no podria utilizarse la prueba de invernadero para la

evaluacién directa y seleccion de genotipos individuales con resistencia horizontal.
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