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RESUMEN

El tizon tardio, cuyo agente causal es el oomycete Phytophthora infestans, es
la enfermedad de mayor importancia econdémica para el cultivo de papa a nivel
nacional y mundial. Actualmente, el control de esta enfermedad se basa en la
aplicacion de agroquimicos, lo que representa un problema econdémico, social y
medioambiental. Una de las alternativas para el control de esta enfermedad es
el mejoramiento genético enfocado a la obtencién de variedades con mayor
resistencia a la enfermedad. El objetivo con el que fue realizado este estudio
fue evaluar el nivel de resistencia de cinco variedades comerciales de papa y
veintitrés clones seleccionados del Programa Nacional de Raices y Tubérculos
- Rubro papa del INIAP en condiciones de laboratorio, y seleccionar a aquellos
gue sean mas resistentes. Para esto se inocularon foliolos de los 28 genotipos
de papa con un aislamiento de una raza compleja de P. infestans tomado de
campo. Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA) con 6 observaciones
y un analisis funcional con Tukey (Prueba de separacion de medias) al 5%. Las
variables que se evaluaron fueron el periodo de incubacion (Pl), tamafio de
lesién al dia 8 (TL), rango de crecimiento de la lesion (RCL), periodo de
latencia (PL) e intensidad de esporulacién (IE). Los materiales con un mayor P,
menor TL, menor RCL y mayor PL fueron 12-4-173, 12-2-6 y 12-4-72, por lo
gue se consideraron como los mas resistentes. Por otro lado, el material que
presentd el PI mas corto, el mayor TL (después del testigo susceptible), el
menor PL y la IE més alta fue el clon12-6-29, considerandose como el mas
susceptible. Otros genotipos (14-9-56, 11-9-112, 11-9-133 y 11-9-106) son
considerados de resistencia indefinida al no haber presentado sintomas de la
enfermedad en el tiempo de evaluacion. INIAP- Libertad, INIAP-Josefina,
INIAP- Raymipapa, 11-9-108, 12-4-145 presentaron una reaccion de

hipersensitividad al inoculo de P. infestans.

Palabras claves: Resistencia, Phytophthora infestans, latencia, incubacion,

esporulacion, tamafio de lesion, crecimiento de lesion.



ABSTRACT

Late blight, a potato disease caused by the oomycete Phytophthora infestans, is
the most economically important disease for this cultivation nationally and
worldwide. At present, the control of this disease is based on the use of
agrochemicals, which represents an economic, social and environmental
problem. One of the alternatives for the control of this disease is genetic
improvement focused on obtaining varieties that are more resistant to the
disease. The objective with wich this study was carried out was evaluating the
resistance level of five commercial varieties of potato and twenty-three selected
clones of the Programa Nacional de Raices y Tubérculos - Rubro papa del
INIAP under laboratory conditions, and to select those that are more resistant.
For this, leaflets of the 28 potato genotypes were inoculated with an isolation of
a complex breed of P. infestans taken from the field. A randomized design
(DCA) with 6 observations and a functional analysis with the Tukey media
separation test (5%) were used. The variables evaluated were the incubation
period (PI), lesion size at day 8 (TL), lesion growth range (RCL), latency period
(PL) and intensity of sporulation (IE). Materials with higher PI, lower TL and
RCL and higher PL were 12-4-173, 12-2-6 and 12-4-72, so they were
considered as resistant. On the other hand, the material that had the shortest
Pl, the highest TL (after the susceptible control), the lowest PL and the highest
IE, was clone 12-6-29, considered the most susceptible. Other genotypes (14-9-
56, 11-9-112, 11-9-133 and 11-9-106) are considered of indeterminate
resistance because they did not present symptoms of the disease at the time of
evaluation. INIAP-Libertad, INIAP-Josefina, INIAP-Raymipapa, 11-9-108, 12-4-

145 presented a hypersensitivity reaction to the inoculum of P. infestans.

Key words: Resistance, Phytophthora infestans, latency, incubation,

sporulation, lesion size, lesion growth.
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1. Introduccién

1.1. Antecedentes

La papa (Solanum tuberosum) tiene origen Sudamericano, se considera que
fue domesticada por las poblaciones del altiplano andino (Peru, Bolivia y
Ecuador) (Ministerio de Agroindustria, 2017). Las papas que fueron cultivadas
por primera vez y todo el gran numero de variantes posteriores, son el
resultado de procesos de seleccion de los primeros cultivadores y procesos
espontaneos en la naturaleza. A nivel global, tanto el estudio del origen, como
la evoluciéon y clasificacion de la papa, son temas de mucha relevancia
(Rodriguez, 2010).

La papa ocupa el tercer lugar entre los cultivos de mayor importancia para el
consumo humano, luego del arroz y el trigo, con una produccion mayor a 374
millones de toneladas métricas por afio (Plinch, Tatarowska, Milczarek,
Zimnoch y Flis, 2016). China, India, Rusia, Ucrania y Estados Unidos son los
mayores productores de papa internacionalmente y a nivel continental, Asia y
Europa tienen la mayor produccién, con 50.6% y 31.2% del total global
respectivamente (FAO, 2016).

El cultivo de papa tiene gran importancia en Ecuador, tanto a nivel de consumo
humano como de representatividad econdmica. En el afio 2017, la produccion
total fue de 377,243 Tm. (INEC, 2017). La papa es una base de alimentacion
de gran parte de los habitantes especiamente de la sierra, siendo una fuente
importante de carbohidratos, llegando a representar el 7% dentro de la canasta
familiar (Monteros, 2016).Segun la FAO (2016), el nimero de hectareas
destinadas a la produccién de papa fue de 29 635 ha en Ecuador. Carchi,
Pichincha, Chimborazo, Tungurahua y Cotopaxi son las zonas productoras

principales.

Las enfermedades y plagas son el principal problema de este cultivo. El control
de éstas se dificulta por la falta de acceso a proteccion quimica y semilla
certificada , Illegando a causar pérdidas econdémicas significativas,
considerando que alrededor del 15% de los costos de produccion del cultivo

corresponde al control fitosanitario (Monteros, 2016). En paises en vias de



desarrollo , se estima que causan un 20% de pérdidas en poscosecha y un
30% cuando aun esta en campo (Gabriel, Veramendi, Pinto, Pariente y Angulo,
2016).

La lancha de la papa o tizon tardio, cuyo agente causal es Phytophthora
infestans, tiene la mayor importancia economica para el cultivo de papa a nivel
mundial dentro de las enfermedades (Baldelomar, Gabriel, Veramendi, Terany
Plata, 2015). Esta es la enfermedad que mas afecta a los productores en
Ecuador, reportdndose su presencia en la totalidad de los cultivos de Bolivar,
Azuay y Cafiar (Monteros, 2016).

La gran capacidad de adaptacion del oomycete P. infestans se basa en sus
caracteristicas genéticas y su capacidad reproductiva. Posee efectores de los
genes de resistencia que evolucionan rpidamente. Ademds, ostenta una
densidad de esporulacion alta de 100 a 500 esporangios en cada milimetro

cuadrado de hoja infectada de papa (Haverkort et al., 2016).

El tizon tardio puede llevar a pérdidas totales del cultivo, y el control de la
enfermedad estd basado tradicionalmente en agroquimicos. La aplicacién de
fungicidas influye directamente en costos de produccién y trae consecuencias
ambientales (Escallon, Ramirez y Nustez, 2005). La suma de los costos de
protecciéon quimica del cultivo y del valor monetario de la produccién mundial
que se pierde (10-15%), llega a los 6 mil millones de dolares anuales a nivel

mundial. (Roman et al., 2015).

El uso de variedades resistentes es una de las estrategias alernativas para
controlar la enfemerdad. La resistencia puede ser hipersensitividad o de tipo
parcial (Escallon et al., 2005). La hipersensitividad se basa en la localizacion
rapida del patégeno y la posterior muerte celular, para contener la propagacion
en el tejido. La resistencia parcial se considera mas duradera y se basa en la
conjugacion de genes mayores y menores. Aunque la resistencia parcial no
provee una proteccion completa conduce a la significativa del dafio (severidad)
y detiene el ritmo al que avanza la enfermedad (Plinch et al., 2016).



Se considera que existen componentes de resistencia el rango o tasa de
crecimiento,el tamafio de la lesion y la intensidad de esporulacion que permiten
obtener informacion valiosa sobre la resistencia genética de un material. Estos
componentes se evalUan en distintos tipos de estudio para la identificacion de

genotipos resistentes (Gabriel, Fernandez, Plata y Siles, 2011).

1.2. Justificacion

El cultivo de papa es importante por razones sociales, econémicas, culturales y
alimenticias en Ecuador. La enfermedad tizon tardio (P. infestans) es la que
afecta con mayor impacto al cultivo de papa, ocasionando pérdidas
econdémicas altamente representativas a nivel nacional y mundial. (Gabriel et
al., 2016).

Este proyecto se inserta en el programa de mejoramiento genético de papa del
INIAP, mismo que ha identificado la necesidad de los productores de tener
acceso a variedades que aporten con un mayor beneficio econémico, mayor
rendimiento y menor costo de produccién, pero que al mismo tiempo tengan

resistencia a enfermedades, para asi poder reducir el uso de fungicidas.

Los clones evaluados son parte de la coleccion de materiales del INIAP que
han sido seleccionados desde el 2007, con el objetivo de recopilar informacion
sobre la resistencia al tizén tardio que presentan en laboratorio. Se busca
encontrar materiales con resistencia genética porque permitiria reducir la
dependencia al control quimico, que representa un importe relevante dentro del
costo de produccion, beneficiando asi a pequefios y medianos productores del

pais, es decir, a mas del 88% de los cultivadores de papa en Ecuador.

Los resultados obtenidos aportaran informacion para futuros ensayos de

validacion del programa.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar los componentes de resistencia genética en variedades y clones de
papa (S. tuberosum L.) al tizén tardio (Phytophthora infestans).

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar el grado de resistencia genética de 28 genotipos de papa en

condiciones de laboratorio.

e Seleccionar los clones de papa que presenten mayor resistencia al tizon
tardio.

1.4. Hipbtesis
Ha: Los materiales de papa presentan diferentes niveles de resistencia al tizon

tardio.
2. Revision de Literatura
2.1. El cultivo de papa

La papa (Solanum tuberosum) es originaria de la zona de los Andes
comprendida entre Perd, Bolivia y Ecuador. Ha sido cultivada por los habitantes
andinos desde hace mas de 7000 afios (Roman et al., 2015). Esta solanacea
posee mas especies silvestres relacionadas que cualquier otra, lo que resulta
en una gran variabilidad genética, que engloba a mas de 2.000 especies del
género Solanum y ocho especies cultivadas. Estas especies afines se
distribuyen a lo largo del continente, desde el suroeste de América del Norte,
hasta América del Sur. El origen de esta gran diversidad se debe, entre otros a
la evolucion fitogenética, la migracion, la mutacion, hibridacién, poliploidizacién

e introgresion por cruzamientos (Alor, 2015).



La papa ocupa el tercer lugar entre los cultivos de mayor importancia para el
consumo humano, luego del arroz y el trigo. La produccién supera las 374
millones de toneladas métricas por afio (Plinch, Tatarowska, Milczarek,
Zimnoch y Flis, 2016).El rendimiento es muy variable por los factores bidticos y
abidticos del cultivo, se calcula en promedio de 20 t/ha a nivel mundial. El
mayor productor es China, seguido de Rusia, India, Ucrania y Estados Unidos
(Ministerio de Agroindustria, 2017).

2.1.1. Importancia del cultivo en Ecuador

La papa como cultivo, tiene importancia social y econémica en Ecuador. Es el
séptimo cultivo de mayor produccion a nivel nacional con 377,243 toneladas
métricas (INEC, 2017). De acuerdo al informe de rendimiento de papa en el
Ecuador en el 2016, el rendimiento promedio fue de 16.49 t/ha, con un uso

mayoritario de la variedad super chola (Monteros, 2016).

La superficie sembrada es de 32,188 ha, que se encuentran distribuidas en
nueve provincias de la sierra y una provincia del Oriente ecuatoriano. Las
principales provincias productoras son Pichincha, Carchi, Tungurahua vy
Chimborazo (INEC, 2017).

En la regidén andina (Bolivia, Pera y Ecuador) mas del 90% de la papa que se
produce se consume en fresco. El consumo per capita en fresco entre 2002-
2006 fue de 31.8 kg/afio en Ecuador, 43.3 kg/afio en Bolivia y 68.4 kg/afio en
Peru. En estos paises, menos del 10% de la produccidon de papa se procesa en
forma de papas fritas, hojuelas, en puré, entre otros. Desde la década de los
noventa, se observa un consumo creciente de papa frita por la multiplicacion de
negocios de comida rapida. Las papas nativas han empezado a posicionarse
en ciertos nichos de mercado, en forma de snacks o como ingrediente de
preparaciones culinarias especiales en el auge de la gastronomia andina
(Devaux, Ordinola, Hibon, & Flores, 2010).



2.1.2. Descripcion botanica

Las papas son miembros de la familia de las solanaceas, siendo las especies

cultivadas Solanum tuberosum y Solanum andigenum, tetraploides (2n=48).

Es una planta dicotiledonea herbacea de tallo erecto o semierecto, cuyo
tamafo va desde los 0.60 cm hasta 1.50 m de alto (Pumisacho y Sherwood,
2002). Sus hojas son compuestas, con 7 a 9 foliolos. La flor es pentamera
tetraciclica, regularmente ubicada en la parte terminal con cinco estambres
(parte masculina) de color amarillo o anaranjado y un solo pistilo (parte
femenina). El color puede variar de blanco, rosa, lila, morado o en mezcla de
dos colores, dependiendo del -cultivar. Las flores generalmente se
autopolinizan, dando origen a una baya de 2.5 cm de diametro, verde, de forma
esférica que contiene las semillas sexuales (200 por baya aproximadamente)
(Roman y Hurtado, 2002).

Los tubérculos son tallos modificados que constituyen los 6rganos de
almacenamiento principales. Estos se forman a partir de los estolones y se
desarrollan cuando la planta inicia la floracién, generalmente entre 35 a 45 dias
después de la siembra. La madurez fisioldgica de los tubérculos se alcanza a
los 120 dias en variedades tardias, 90 en variedades intermedias y 75 en

variedades precoces.

2.1.3. Factores abidticos que inciden en el crecimiento y desarrollo del

cultivo

Existen diversos factores fisicos que intervienen en el crecimiento y desarrollo
de los cultivos. Entre éstos, podemos encontrar a los factores climaticos, como
la luz, temperatura, humedad relativa, vientos, heladas, precipitaciones. La

temperatura es la variable meteoroldgica que mas interviene en el desarrollo de



la planta, ya que influye en las funciones fisiologicas como la fotosintesis,
transpiracion, respiracion, etc. (Bravo, 2011).

A lo largo del crecimiento y desarrollo del cultivo las plantas pueden sufrir
estrés por condiciones abioticas desfavorables, como la sequia, inundaciones,
salinidad del suelo, heladas, temperaturas muy altas o muy bajas, toxicidad por
metales pesados, pH, radiacion ultravioleta, entre otras (Tapan, Tufail, Abeer y
Elsayed, 2017).

Para cada factor abidtico existe un nivel maximo y minimo de tolerancia de la
especie, fuera de los cuales, ésta no puede sobrevivir. Entre ambos limites
existe también un punto Optimo en el cual la especie crece y se desarrolla

mejor (Gliessman, 2002).

El cultivo de papa es sensible ante factores abidticos extremos (humedad,
temperatura), asi como a desbalances nutricionales, que dificultan el normal
desarrollo de la planta y restringen su produccién (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Condiciones climaticas

La papa para su crecimiento, desarrollo y tuberizacion requiere temperaturas
entre 15 y 20 °C, sin embargo, es considerada como una planta
termoperiddica, ya que necesita una variacion entre la temperatura del dia y de
la noche de minimo 10 °C para favorecer la tuberizacibn. Temperaturas
mayores pueden atrasar fuertemente la tuberizaciéon y llenado (Roméan y
Hurtado, 2002).

La altura para el desarrollo ideal del cultivo de papa se considera entre los
1.500 a 2.500 msnm (Roméan y Hurtado, 2002). La altura méaxima del cultivo
estd determinada por la temperatura nocturna minima y la frecuencia con el

que ocurren heladas.

En la sierra ecuatoriana la papa se cultiva tradicionalmente entre los 2.000 y los
3.600 msnm, con un rango de temperatura entre 6 y 18°C, pero en la zona
papera del norte del pais, la produccion se centra principalmente en un rango
de 2.800 hasta 3.200 msnm (Pumisacho y Sherwood, 2002).



La cantidad 6ptima de agua requerida por el cultivo es de 600 mm, distribuida a
lo largo de todo el ciclo vegetativo (6 a 9 meses), con una mayor demanda en
los periodos de germinacion y crecimiento de los tubérculos. La insuficiencia
hidrica se presenta como amarillamiento y marchitamiento del follaje, retraso

en el crecimiento y maduracion precoz (Roman y Hurtado, 2002).
Condiciones de suelos

El suelo es el medio fisico del que la planta toma agua y los elementos
minerales necesarios. Las caracteristicas de textura y estructura estan
relacionadas con la capacidad del suelo para almacenar agua y ponerla a
disposicion de la planta, los flujos de agua, la aireacién y la composicion
edéafica. Otras caracteristicas del suelo como la fertilidad, el pH y la salinidad,
condicionan el crecimiento de la planta al favorecer o limitar la absorcion de los

elementos minerales (Bravo, 2011).

El cultivo de papa requiere de suelos francos, con buen drenaje, textura liviana
y una profundidad mayor a los 50 cm, para permitir el crecimiento libre de los

tubérculos.

En Ecuador, los suelos desinados al cultivo de papa tienen en su mayoria un
origen volcanico (80% de los suelos), son negros, muy capaces de fijar fosforo
y con contenido alto de materia organica, generalmente francos, franco-
arenosos, franco-arcillosos o franco-limosos. Ademas, poseen un buen drenaje

por su textura y topografia (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.1.4. Factores bidticos que afectan al cultivo de papa

Los factores bidticos deben ser entendidos como organismos que interactian
positiva, neutra 0 negativamente, e impactan con el cultivo y su ambiente, al

remover sustancias, alterarlas o afiadirlas (Gliessman, 2002).

La papa es afectada por enfermedades causadas por nemétodos, bacterias,

virus y hongos. Entre las enfermedades causadas por bacterias, el pie negro



(Erwinia spp.) es la uUnica de amplia distribucion en las zonas paperas,
afectando a los tubérculos durante el almacenamiento. En cuanto a los virus,
se conocen 24 y un viroide que afectan a la papa, pero no todos se encuentran
en Ecuador. Entre los sintomas de las enfermedades virales se presentan
mosaicos, clorosis, arrugamientos, enanismo Yy necrosis en el follaje
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Existen enfermedades de papa que son causadas por hongos presentes en el
suelo y que ocasionan sintomas como necrosis en la raiz, marchitez en el
follaje, deformaciones en el tubérculo y acame por lesiones en el tallo. En
Ecuador la de mayor importancia es la costra negra (Rhizoctonia solani) que
afecta a los tubérculos, la rofia (Spongospora subterrdnea) que se desarrolla
en zonas altas y afecta a los tubérculos, el pie negro (Pectobacterium spp.) y la

sarna comun (Streptomyces scabies) (Mora, Llerena y Reinoso, 2010).

Entre las enfermedades foliares causadas por hongos tenemos al tizon tardio,
(Phytophthora infestans), tizon temprano (Alternaria solani), oidium o mildiu
polvoroso (Erysiphe chichoracearum), roya (Puccinia pittieriana), septoriasis
(Septoria lycopersici) y moho gris (Botrytis cinerae) como lo indican Pumisacho
y Sherwood (2002).

2.2. Eltizén tardio (Phytophthora infestans)

Phytophthora infestans pertenece al orden de los oomycetes, parte de los
eucariotas caracterizados por no son fotosintéticos, estan intimamente
relacionados con las diatomeas y las algas pardas. Las paredes celulares de
los oomycetes contienen celulosa y B-glucanos, y carecen de capacidad de
sintetizar esteroles; éstas caracteristicas hacen suponer que han evolucionado
a partir de hongos superiores como ascomicetos y basidiomicetos (Pérez y
Forbes, 2008)

El oomycete P. infestans es un patégeno vegetal filamentoso causante del tizon

tardio a nivel mundial en los cultivos de papa y tomate principalmente,
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pudiendo afectar también a otras solanaceas. Observaciones de su
patogenicidad en estos cultivos fueron reportados por primera vez a mediados
del siglo XX, en los cultivos de mejoramiento enfocados a encontrar resistencia
genética (Michalska, Sobkowiak, Flis y Zimnoch-Guzowska, 2016). Su
descubrimiento en el siglo XIX contribuyé a establecer la patologia vegetal
como una disciplina de estudio (Whisson, Boevink, Wang y Birch, 2016). El
nombre de P. infestans proviene de las palabras griegas Phyto=planta y

phthora= destructor.

Existen mas de 120 especies conocidas de Phytophthora a nivel mundial y
todas son patogénicas de las plantas. Ellas colonizan diferentes hospederos
como raices, tubérculos, follaje, frutos, tallos herbaceos y lefiosos. Durante el
ciclo de infeccion este patdgeno desarrolla etapas celulares distintas. Los
esporangios multi-nucleados y las zoosporas moviles uninucleadas actian en

las etapas de dispersion primarias (Whisson et al, 2016).

Su genoma fue secuenciado en 2009 en el Laboratorio Sainsbury de Norwich,
revelando que es extraordinariamente largo, mas del doble que el de especies
oomicetes cercanas. Su gran tamafio es el resultado de la formidable cantidad
de secuencias que se repiten una y otra vez que contiene. Los autores del
estudio relacionan la estructura del genoma con la capacidad de evolucionar
mas rapido, haciendo que el patbgeno se pueda adaptar a las variedades que

son resistentes a la enfermedad (Alor, 2015).

La mayor parte de las especies de oomicetes tiene la capacidad de
reproducirse sexual o asexualmente. La reproduccion asexual es la principal
forma de propagacion y ha conducido al desarrollo de algunos linajes clonales
dominantes. La poblacion de P. infestans estd cambiando constantemente, con
la emergencia de nuevas y mas agresivas variantes, perpetuando el estatus de
esta enfermedad como una amenaza a la seguridad alimentaria mundial
(Whisson et al., 2016). La diversificacion de la poblacién e incidencia de la
enfermedad han ido en aumento debido a la pérdida de sensibilidad de las

razas de P. infestans a los fungicidas sistémicos y por el transporte
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intercontinental del agente causal, a través de tubérculos infectados y plantulas
de tomate (Hwang et al., 2014).

2.2.1. Importancia econémica de la enfermedad.

En las regiones donde la papa es cultivada, P. infestans es el patdégeno
causante de grandes pérdidas econdmicas , llegando a 3.5 billones de ddlares
anuales en paises en vias de desarrollo. En paises desarrollados se han
empleado fungicidas y semilla certificada como estrategia de control, sin
embargo, los costos de produccion por el uso de productos de sintesis y la
emergencia de nuevos aislamientos con resistencia a éstos, demuestran que
esta estrategia por si sola no es sostenible (Kim et al., 2012). Si se suman los
costos por las pérdidas del cultivo y los costos de la proteccion quimica, la

suma asciende a mas de 5 billones de dolares anuales (Plinch et al., 2016).

2.2.2. Descripcion del patégeno

El micelio que forma P. infestans es cenocitico, lo que significa que no presenta
septas que separen al micelio. Los esporangios son limoniformes, ovoides y
ahusados en la base. Su tamafio varia de 36 x 22 um a 29 x 19 um (Pérez y
Forbes, 2008).

Una lesidn tipica de tizén tardio tiene normalmente un centro necrotico con alta
esporulacion rodeado por una zona de apariencia aguachenta. Fuera de estas
lesiones, el patdégeno continda con su crecimiento invadiendo células sanas y

expandiendo la zona lesionada (Schoina y Govers, 2015).

Se considera a Phytophthora como un patégeno aéreo ya que se reproduce
sobre la parte aérea del hospedante principalmente, y sus esporangios son
dehiscentes, al madurar caen con facilidad y pueden viajar varios kilometros
por el aire (Alor, 2015).
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2.2.3. Ciclo sexual de P. infestans

P. infestans tiene dos tipos de apareamiento Al y A2, por lo que se lo
denomina heterotélico. La diferencia entre los dos tipos no se basa en un
dimorfismo sexual , ya que ambos poseen Organos reproductores femeninos y
masculinos en el mismo individuo, sino en la autoincompatibilidad y la
necesidad de la presencia del grupo opuesto para generar una respuesta
hormonal y formar oosporas (Alor, 2015).

Para que la reproduccion sexual ocurra es imprescindible que ambos tipos de
apareamiento coexistan espacio-temporalmente. Aunque los aislamientos de
cada tipo son bisexuales, se han reportado diferentes grados de femineidad y
masculinidad, existiendo aislamientos fuertemente masculinos que forman mas
anteridios, y fuertemente femeninos, que forman mas oogonios que anteridios.

Otros aislamientos muestran tendencias equilibradas (Pérez y Forbes, 2008).

La union de los gametos sucede al atravesar el oogonio al anteridio, dando
paso a una plasmogamia o cariogamia, seguida de la fertilizaciéon y el
desarrollo de una oospora con paredes celulares gruesas (Silva et al.,2009).
Estas oosporas son estructuras de resistencia que pueden sobrevivir
condiciones desfavorables, y que germinan a través de un tubo a partir del cual
se forman esporangios similares a los de la reproducciéon de tipo asexual, los
cuales germinan, liberan zoosporas e inician un ciclo de vida nuevo, como se
detalla en la figura 1. (Alor, 2015).
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Figura 1. Esquema de la reproduccion sexual y asexual de P. infestans.

Tomado de (Alor, 2015)

2.2.4. Ciclo asexual de P. infestans

Los esporangios germinan indirectamente en agua libre y con bajas
temperaturas, liberando de 8-12 zoosporas uninucleadas y biflageladas. En
condiciones de humedad, las zoosporas desarrollan un tubo germinativo y
penetran a la hoja por medio de estomas; aunque también puede formar un
apresorio, asi, a través de la cuticula ingresa la hifa de penetracion. Una vez
que ingresa al tejido, el micelio forma haustorios en el interior de las células
(Pérez y Forbes, 2008).

Los esporangios que se forman en el ciclo asexual se dispersan facilmente a
través del viento y la lluvia. El patogeno ademas puede sobrevivir de una
temporada a otra en residuos vegetales y tubérculos infectados (Hwang et al.,

2014). La temperatura de esporulacion optima va de 12-18°C con alta humedad
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relativa, y la produccién de zoosporas es favorecida por debajo de los 15°C
(Fry y Niklaus , 2010).

El ciclo asexual de proliferacion de los esporangios se completa en cinco dias.
En campo, este ciclo de repite en multiples ocasiones durante la temporada de
crecimiento del cultivo, lo que resulta en miles de millones de esporas y un
aumento continuo de la presion de la enfermedad (Schoina y Govers, 2015).
Dependiendo de las condiciones ambientales, un cultivo de papa de una
variedad susceptible y sin proteccion, puede ser devastado en diez dias (Sun,
Wolters, Vossen, Rouwet, & Loonen, 2016).

2.2.5. Variacion genética de P. infestans

Las posibles fuentes de variacién de este patdgeno son la reproduccién sexual,
mutacién, migracion, seleccién y recombinacion mitética. La virulencia, tipo de
apareamiento, haplotipos mitocondriales, polimorfismo en la longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) y las repeticiones secuenciales microsatélites
(Ssr) han sido los marcadores mas utilizados para la caracterizacion de

poblaciones.

La virulencia es la habilidad genética de una raza de P. infestans para vencer la
resistencia del hospedante. Se basa en la identificacion especifica de los genes
de resistencia (genes R del hospedante) y los genes de avirulencia del
patdgeno, que al perderse o cambiarse permiten la compatibilidad. Las razas
agrupan aislamientos basados en su virulencia frente a un grupo de genotipos
diferenciales de papa. La agresividad es el dafio que causa el patégeno en el

hospedante.

La resistencia a fungicidas se determina por la disminucién en la sensibilidad a
estos agroquimicos como resultado de mutaciones estables y heredables del
oomycete. A nivel mundial ha sido reportada la resistencia al metalaxyl y a

otras fenilamidas dentro de poblaciones de P. infestans (Pérez y Forbes, 2008).
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La aparicion de nuevas razas mas agresivas y el alto potencial del patégeno
para recombinarse, han orientado la investigacion hacia nuevas fuentes de
resistencia en especies silvestres de Solanum (Barquero, Goémez y Brenes,
2005).

2.2.6. Sintomas de la enfermedad en papa

En las hojas de un cultivo afectado se pueden observar sintomas del tizon
tardio como manchas necréticas marrones con apariencia humeda, no
limitadas por nervaduras e irregulares. Las manchas inicialmente se aprecian
en el borde y punta del foliolo. Con alta humedad, se forma en el envés el
micelio como una vellosidad blanca, que contiene los esporangiéforos, y éstos
a su vez a los esporangios. La muerte del tejido ocurre por la rapidez con la
gue las lesiones se expanden y necrosan. En el campo se puede percibir un
aroma caracteristico por la rapida descomposicion del tejido (Pérez y Forbes,
2008).

La tasa de crecimiento de las lesiones es éptima entre los 20 y 24°C, aunque
los sintomas pueden no ser evidentes los 2-3 primeros dias (Fry y Niklaus |,
2010).

Los sintomas también se manifiestan en tallos y peciolos como lesiones
necroticas alargadas, oscuras, marrones y ubicadas generalmente en el tercio
superior de la planta. Si la lesién alcanza la totalidad del diametro del tallo, éste
se quiebra con facilidad con el paso de personas, maquinaria o vientos fuertes.
Aunque también puede existir esporulacion, ésta no es tan abundante como en

las hojas (Pérez y Forbes, 2008).

En los tubérculos se presenta una decoloracion superficial con aspecto rojizo y
depresiones necroticas irregulares. El tejido interno sufre una pudricion
granular seca y en estados avanzados da lugar a la infeccion de patdégenos

secundarios como bacterias y hongos (Alor, 2015).
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2.2.7. Manejo Integrado del Tizén tardio en papa: componentes

Al enfrentar una enfermedad el principal objetivo es manejarla y no combatirla,
para esto es necesario implementar un conjunto de métodos de control y
actividades que vayan mas alla del ciclo de cultivo (Pumisacho y Sherwood,
2002). Existen tres estrategias generales para el manejo integrado de plagas
(MIP):

- Excluir o evadir al patdgeno, evitando el contacto entre el organismo-
plaga y el cultivo. Las medidas de exclusion y el uso de semillas certificadas
evitan la introduccién del patdgeno. Precauciones sanitarias como la limpieza
de maquinaria, desinfeccion de semillas, periodos de cuarentena y la seleccion

y uso de terrenos no contaminados sirven para este fin.

- Limitar el nivel inicial del patégeno, considerando la rotacion de cultivos,
fumigar los suelos, cultivos intercalados, remocién de sitios de sobrevivencia,

arado profundo, entre otros.

- Minimizar el desarrollo de la enfermedad, con estrategias de control
quimico, adopcién de variedades resistentes y practicas de manejo de fertilidad

y riego.

- El manejo tradicional del tizon tardio de papa involucra el uso de
agroquimicos en los diferentes estadios de la planta. De acuerdo al Manual del
cultivo de papa para pequeiios productores del INIAP (2013), se sugiere
fumigar al cultivo con fungicidas protectantes antes del aparecimiento de la
enfermedad, como medida preventiva. Si se observan las primeras lesiones,
entre las etapas de emergencia y desarrollo, se aplican fungicidas de contacto
(cada 6 -8 dias) o fungicidas sistémicos (cada 10-15 dias). Si la lluvia es
abundante, el periodo entre aplicaciones sera menor. Para evitar que el
patdgeno se vuelva resistente es importante asegurar la rotacion de los

productos.
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Los fungicidas para el control del tizon tardio mas recomendados en Ecuador
son: De contacto o protectantes: Polyram (metiram), Daconil (clorotalonil),
Dithane (mancozeb), Revus (mandipropamida), Kocide (hidroxido cuprico),
Cobox (oxicloruro de cobre), Antracob (propineb), entre otros. Sistémicos:
Rodax (fosetil-Aluminio 35% + mancozeb 35%), Curzate (cymoxanil 8% +
mancozab 64%), Fitoraz (cymoxanil 8% + propineb 70%), Ridomil (metalaxyl
7,5% + mancozeb 56%), entre otros (INIAP, 2013).

2.2.8. Estrategias de Defensa Natural al patégeno

En fitopatologia se reconocen tres tipos de defensa: evasion, tolerancia y

resistencia.

Evasion se da cuando la probabilidad de contacto entre el hospedante y el
patdgeno se reduce. Entre los mecanismos de evasion se encuentran la
imitacion, el camuflaje, olores repelentes, vellosidades, espinas o la secrecion

de quimicos, que actian antes de un contacto intimo entre ambos individuos.

La tolerancia se refiere a la reduccion en la cantidad de sintomas o del dafio
por unidad de parasito presente. La presencia del patdgeno en una planta
tolerante se expresa como una menor reduccién del rendimiento o permite

sintomas mas ligeros que en una planta con sensibilidad.

Resistencia es la capacidad que tiene la planta para disminuir el crecimiento y
desarrollo del patégeno luego de que se ha establecido efectivamente un
contacto intimo. Esta se mide comparando la cantidad del patdgeno por planta
0 parte susceptible con la cantidad en una planta susceptible (Niks y Lindhout,
2004).

2.2.9. Tipos de resistencia hospedante

No todos los genotipos de una especie hospedante son igualmente

susceptibles a la misma especie de patdégenos. Al exponer una coleccién de
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genotipos a un mismo enemigo natural se observan plantas que parecen no ser

infectadas, otras en diferentes grados de severidad.

2.2.9.1. Resistencia de hipersensitividad

Este es un tipo de defensa activo, en el que las reacciones se producen tan
pronto como el patdgeno intenta invadir al hospedante. Esta reaccion consiste
en una necrosis de las células alrededor del punto de penetracion, desviando,
deteniendo o aniquilando al patégeno. En el sitio de infeccibn se puede
observar una pequefia mancha necrotica, salvo que la reaccion se presentara
muy temprano en el proceso de infeccién y que la lesion se restrinja a una o

unas pocas células (Niks y Lindhout, 2004).

La resistencia de hipersensitividad, conocida también como resistencia vertical,
se caracteriza por su alta especificidad. Para esto debe haber genes simples
de resistencia (genes R) en el hospedante y genes simples de habilidad
parasitica en el patdgeno. Esta relacion gen a gen fue descubierta por el
estadounidense H.H.Flor (1940), quien demostré que por cada gen de
resistencia existia su gen de acople en el parasito, como una equivalencia
aproximada a la del sistema de los humanos de antigenos y anticuerpos
(Robinson, 2000).

Los procesos basicos de la resistencia de hipersensitividad son la percepcion
del ataque del patdgeno y su respuesta para limitar la enfermedad. El gran
repertorio de genes de resistencia que se encuentran dentro del genoma, son
los encargados de decodificar los receptores especificos de las cepas
patogénicas. Los genes R expresan diferentes proteinas, de las cuales, la
mayoria son ricas en leucina y tienen un papel importante en la especificidad

(Mosquera, Fernandez, Martinez, Acufia y Cuéllar, 2008).

La generacion de genes mayores de resistencia vertical comprende procesos
de duplicacion de genes, divergencia de secuencia genética por delecion,
mutacion puntual y duplicacion ADN intragénico. Estos procesos genéticos
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aseguran variabilidad y generan diversidad en la secuencia del genoma. En
papa, 20 genes de resistencia a nematodos, virus, hongos y oomicetes se han
mapeado con marcadores moleculares y fueron introducidos en su mayoria, de

especies silvestres (Mosquera et al., 2008).
Especificidad genética a la raza del patdbgeno

El aislado del patdgeno se mantiene almacenado en forma pura in vivo o in
vitro. Al ser varios genotipos de una especie hospedante inoculados con el
mismo aislado se puede evidenciar un espectro de virulencia (dado por la
evaluacion de los componentes de resistencia) para cada aislado. Los aislados
con el mismo espectro de virulencia son llamados raza fisiologica del patégeno.
Una raza compleja es aquella que presenta un amplio espectro de virulencia
(Niks y Lindhout, 2004).

Dependiendo de la combinacion de genes del hospedante y del aislado del
patégeno, la interaccion puede resultar como una compatibilidad (presentan
sintomas en la planta) o incompatibilidad (no presentan sintomas). En el caso
de la planta se emplean los términos resistencia y susceptibilidad y desde el

punto de vista del patbgeno, avirulencia o virulencia (Niks y Lindhout, 2004).
Durabilidad

El principal problema con la resistencia vertical basada en los genes R es que
las variedades liberadas se volvian susceptibles en muy poco tiempo
(Covarrubias, Hinojosa y Lopez, 2016). Esto se debe a mutaciones que el
patdgeno presenta por diversidad natural en su composicion genética y que
evitan el reconocimiento de los genes de avirulencia de P. infestans. La ruptura
de la resistencia es principalmente la consecuencia de una mutacion o delecién

del locus de avirulencia del patégeno.

Para poder prolongar la resistencia es necesario transferir varios genes R,
siendo un proceso recomendable con variedades de alta demanda en el

mercado (Haverkort et al., 2016).

La resistencia de un cultivar parece disminuir a lo largo del tiempo. Este

fendbmeno se conoce como ruptura, pérdida o erosion genética. Esta pérdida de
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resistencia se evidencia comparando el nivel de resistencia de los cultivares a
través de varios afos. El patdbgeno se expone a una presion de seleccion
cuando un cultivar resistente se siembra a gran escala, permitiendo que
genotipos raros del patdogeno con mejor habilidad para vencer la resistencia
sean favorecidos y su frecuencia relativa aumenta. De esta forma, la
durabilidad de la resistencia puede Unicamente ser determinada si ha
permanecido efectiva por un largo periodo de tiempo, con un uso a gran escala
y en un ambiente que favorezca el crecimiento del patégeno (Niks y Lindhout,
2004).

2.2.9.2. Resistencia parcial

Es el tipo de resistencia que resulta en una reduccién del desarrollo de la
enfermedad a pesar de un tipo de infeccién susceptible. Este tipo de resistencia
se debe a varios componentes que deben ser evaluados dependiendo del
patosistema (combinacion de la especie hospedante y una de las especies de
enemigos naturales). Los componentes se pueden medir por medio de pruebas

monociclicas (invernadero), o policiclicas en campo (Niks y Lindhout, 2004).

El nivel de resistencia parcial sélo se puede determinar en pruebas de campo,
convirtiéndose en una tarea muy laboriosa, por lo que uno o mas de los
componentes se suelen evaluar con pruebas monociclicas. Los resultados de

ambas pruebas se deben correlacionar (Niks y Lindhout, 2004).
Respuesta genética de la resistencia parcial

La resistencia parcial es de tipo cuantitativo debido a genes con pequefios
efectos. Estos genes estan localizados en loci de caracter cuantitativo o QTLs
por sus siglas en inglés. Cuando se evalla la progenie del cruzamiento de
parentales con diferentes niveles de resistencia parcial se observa una
segregacion de la distribucion continua de los niveles de infeccion, lo que
implica que la herencia de estos genes no siempre es poligénica (Niks y
Lindhout, 2004).
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Duracion de la resistencia parcial

Se considera como una resistencia duradera ya que funciona contra las razas
del patdgeno que ya acoplaron la resistencia vertical del hospedante. Ocurre en
todas las plantas y funciona contra todas las razas de P. infestans , sin

depender de los genes R que pueda contener (Robinson, 2000).

La resistencia parcial se caracteriza por tener mas o0 menos la misma
efectividad contra todas las variantes del patégeno (Niks y Lindhout, 2004). Los
niveles de resistencia parcial pueden ser mejorados con fitomejoramiento v,
tedricamente, pueden aumentarse hasta que el patdgeno esté completamente
controlado (Robinson, 2000).

2.3. Mejoramiento genético de papa para la resistencia a P. infestans

El mejoramiento genético consiste en el desarrollo de variedades con
caracteristicas agronomicas deseables, de resistencia tanto a factores biodticos
como abiéticos y calidad. Los primeros fitomejoradores centraron sus esfuerzos
en la seleccién para rendimiento y resistencia a enfermedades, a lo que se han
sumado criterios de calidad de tubérculo (contenido de materia seca, azlUcares,
vitaminas, etc.) Este es un proceso que, por las caracteristicas de reproduccion
del cultivo, su naturaleza tetraploide, y los métodos de fitomejoramiento
(cruzamientos y pedigri), puede tomar hasta 12 afios para dar como resultado a

una variedad mejorada (Cuesta, Rivadeneira y Monteros, 2015).

El fitomejoramiento convencional para resistencia a plagas consiste en la
identificacion de fuentes de resistencia, que se encuentran en especies
emparentadas y silvestres de papa. Muchos de los genes de resistencia de
estas especies se han introducido por retrocruzamiento en clones de Solanum
tuberosum, generando en los ultimos 50 afios un gran nimero de genotipos y

clones resistentes (Gabriel et al., 2016).
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Los genes mayores fueron usados como fuente de resistencia por programas
de fitomejoramiento a nivel mundial, pero las variedades obtenidas y cuya
resistencia residia en genes mayores perdieron resistencia al poco tiempo
(Rubio, Cadena y Flores, 2016). Esto ha estimulado el interés por la resistencia
parcial, sin embargo, existen aspectos que desaniman a los mejoradores de su
aplicacion, como la dificultad para reconocer plantas con un nivel sustancial de
resistencia parcial, la herencia poligénica que es mas complicada y el hecho de
que la resistencia parcial puede no proteger al cultivo en forma suficiente (Niks
y Lindhout, 2004).

En el caso de P. infestans no existe una diferencia cualitativa entre la
resistencia parcial y la de hipersensitividad, ya que con ambas existe la
induccion a la necrosis del tejido en la planta. Las diferencias entre los dos
tipos de resistencia no se pueden identificar con facilidad en papa al ser
fenotipicamente afines (Plinch et al., 2016). Estudios de mapeo genético han
revelado que los genes menores y mayores pueden encontrarse en locaciones
similares dentro del cromosoma e incluso ser alelos del mismo gen(Abou-
Taleb, Aboshosha, El-Sherif y EI-Komy, 2010).

Actualmente se conoce gue los genes mayores estan implicados en cualquier
resistencia, asi que se esta procurando que las nuevas variedades se generen
con una mezcla de genes mayores y menores, a lo que se denomina como

construccion de pirdmides de genes (Covarrubias et al., 2016).

Para poder diferenciar ambos tipos de resistencia se han evaluado parametros
como la curva de infeccidn, la etapa fenoldgica en la que ocurre la enfermedad,
la presencia de esporangios y los sintomas de hipersensitividad. De éstas, las
dos primeras variables han servido para clasificar muchos genotipos de papa

por su resistencia (Covarrubias et al., 2016).
Evaluaciéon de la resistencia

Las plantas pueden evaluarse en campo, invernadero o laboratorio. Asi,
factores como luz, agua, temperatura y la identidad del patégeno se pueden

controlar. Las pruebas en campo son relativamente simples y su costo es
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menor, ademas permiten la evaluacion de otras caracteristicas agronémicas.
Sus condiciones son bastante representativas y permiten la obtencion de
resultados fiables. Sin embargo, presentan desventajas, ya que la distribucion
del patdgeno es heterogénea, pudiendo darse escapes o que el patbgeno no
se encuentre en la cantidad necesaria. Ademas, la poblacion de razas de P.

infestans en campo puede variar.

En las pruebas de invernadero las inoculaciones se controlan mejor que en
campo y se pude brindar al patdgeno las condiciones Optimas de humedad
relativa y temperatura, para su proceso de infeccion. La evaluacién es simple y
la posibilidad de escapes es pequefia, aunque presentan las desventajas de no
siempre ser representativas de lo que se espera que suceda en campo, ya que
las condiciones para el patégeno son mejores y las plantas pueden parecer

mas susceptibles en el invernadero que en campo.

Las pruebas en el laboratorio pueden hacerse con semillas germinadas, discos
de hojas, hojas sueltas o cultivos in vitro, con ventajas y desventajas similares

a las de invernadero, pero méas pronunciadas (Niks y Lindhout, 2004).

El estadio en el que se encuentra la planta también afecta su nivel de
resistencia, ya que por lo general las plantas jovenes son mas susceptibles y
aumentan su resistencia al madurar. Cuando la planta deja de crecer y
empieza el proceso de senescencia , la suscpetibilidad incrementa nuevamente
(Plinch et al., 2016). Asi que el estadio de la planta también se debe tomar en

cuenta al realizar las pruebas de resistencia.
Componentes para evaluar la resistencia a P. infestans

Los primeros sintomas de infeccion pueden ser visibles pocos dias después de
la inoculacién, sin embargo, se debe tomar en cuenta que las plantas
inoculadas pueden variar en la severidad de la expresiéon de los sintomas (Niks
y Lindhout, 2004).

Al trabajar con patdégenos como P. infestans se evalian componentes como el
periodo de latencia, la frecuencia de infeccion y el nimero de esporas.

Estudios realizados han demostrado que componentes de resistencia como el
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rango de crecimiento de la lesion (RCL), tamafio de lesiéon (TL) e intensidad de
esporulacion (IE), pueden ser una fuente valiosa de informacién sobre la

resistencia de genotipos evaluados (Gabriel et al., 2011).

Existen factores que pueden conducir a conclusiones erréneas sobre la
resistencia del material evaluado, sobreestimando o subestimando la misma.
Entre estos factores esta la precocidad de los materiales, interferencia entre

parcelas, dosis de inoculo y tiempo de evaluaciéon (Niks y Lindhout, 2004).

3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Material Bioldgico

o Aislamiento de una raza compleja de P. infestans obtenido en la
Estacion Experimental Santa Catalina y conservado en el laboratorio de

Proteccion Vegetal de INIAP.

o Cinco variedades mejoradas comerciales de papa y veintitrés clones
seleccionados del Programa Nacional de Raices y Tubérculos - Rubro papa del
INIAP.

3.1.2. Material de Invernadero
. Macetas plasticas . Cinta pléastica

Sustrato desinfectado

o Guias metalicas para tutoreo

3.1.3. Material de Laboratorio

o Termdmetro o Probetas

o Bafio Maria o Piceta

o Céamara de Neubauer o Licuadora

o Calibrador electrénico o Vasos de precipitacion
. Microscopio éptico o Agar microbiol6gico

o Cajas Petri plasticas o Alcohol al 96%

o Cuarto de incubacion o Balanza de precision

o Matraz Erlenmeyer 1000 ml o Parafilm



o Agar-agar o Papel absorbente

o Micropipeta automatica o Agua destilada estéril

3.1.4. Material de Oficina

o Computadora
o Registros de evaluacion
o Camara fotogréafica

3.2. Meétodos

3.2.1. Ubicacion del Experimento

La preparacion de los materiales se llevd a cabo en los invernaderos del
Programa Nacional de Raices y Tubérculos- Rubro Papa.

El ensayo con los foliolos desprendidos fue realizado en el laboratorio del
Departamento Nacional de Proteccidon Vegetal y en el cuarto de incubacion del
Centro Internacional de la papa, instalaciones de la Estaciéon Experimental
Santa Catalina del INIAP.

INIAP « EStacion EXpeErmmmentars

..”~“£!'

Caracteristica Descripcién

Ubicacion Provincia de Pichincha, cantén Mejia, parroquia Cutuglagua.
Coordenadas 78°33'6.19”0 ; 00°22°02.91”S

Altura 3065 msnm

Figura 2. Estacion Experimental Santa Catalina
Tomado de (Google Earth, 2018).
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3.2.2. Andlisis Estadistico

3.2.2.1. Disefio Experimental
En la presente investigacion se utilizé un disefio completamente al azar (DCA)

con 6 observaciones.

3.2.2.2. Unidad Experimental y Tratamientos

La unidad experimental esta conformada por un foliolo de papa de
aproximadamente 4 centimetros de longitud, tomado del tercio superior de las
plantas de 8 semanas de edad sembradas en el invernadero, e inoculada con
el aislamiento de P. infestans. Los tratamientos son los 28 genotipos

evaluados, descritos en la tabla 1.

Tabla 1

Descripcién de los genotipos de papa evaluados en el ensayo.

Genotipo Pedigri Resistencia tizén tardio
INIAP-Libertad **  380479.15 x Bk Precoz-84 Resistente
INIAP-Josefina Bolonax S.phureja x S.pausissectum Moderadamente susceptible
INIAP-Estela SupercholaxS.phurejaxS.pausissectum  Resistente
INIAP-Raymipapa 378979.461 x BULK SEEDL. 79/80 Mex Resistente

Chiwuila Roja** Variedad nativa Solanum tuberosum Susceptible

11-9-106 98-11-6 x 99-11-6 B

11-9-172 98-11-6 x 99-11-6

11-9-44. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-133 98-11-6 x 99-11-6

11-9-101 98-11-6 x 99-11-6

11-9-9. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-64. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-66. 98-11-6 x 99-11-6 _

11-9-28. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-27. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-77. 98-11-6 x 99-11-6

11-9-108 98-11-6 x 99-11-6 ]
11-9-112 98-11-6 x 99-11-6 Por determinar
12-4-173 HSO 198 x LEONA NEGRA

12-4-45. HSO 198 x LEONA NEGRA

12-4-175 HSO 198 x LEONA NEGRA —
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12-4-145 HSO 198 x LEONA NEGRA

12-4-72. HSO 198 x LEONA NEGRA Por determinar
12-6-29. BOM 532 x LEONA NEGRA

12-2-6. BOM 540 x LEONA NEGRA n

07-32-15. BOM 532 x HSO 213

14-9-56. 0-50 X VICTORIA

11-8-6. BOM 540 x HSO 198 =

Cuadro del ADEVA (Esquema)

Tabla 2

Esquema del andlisis de varianza de las variables del presente estudio.

Fuentes de Variacién Grados de Libertad
Total 167

Tratamientos 27

Error Experimental 140

CV(%)

Analisis funcional

Si se presentan diferencias estadisticas entre los tratamientos para las
diferentes variables evaluadas, se realizara la prueba de separacion de medias
de Tukey (<5%).

Se realizé la prueba de Shapiro Wilks para determinar si las variables
presentaron una distribucibn normal. Las variables que no presentan una

distribucion normal se efectud la transformacion a los datos.

3.2.3. Variables

Periodo de Incubacién (PI) (dias)

Se registré el nimero de dias que transcurren desde la inoculacion hasta el
aparecimiento del primer signo de infeccion, una mancha necrotica, como un

punto, en el sitio de inoculacion.
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Los datos de esta variable fueron transformados para el ADEVA, con la formula

Vx +38.

Rango de crecimiento de la lesion-RCL (mm2)

Se tomaron datos en los dias 5, 6 y 7 después de la inoculacién, de la longitud
(paralela a la nervadura central) y del ancho de la lesion, con un calibrador
electrénico (Figura 3). Con la formula A = %4 x 1 x longitud (I) x ancho (a) se
obtiene el tamafio del area infectada. El rango de crecimiento se calcul6 como
la diferencia de la sumatoria de la lesion actual menos el tamafio de la lesion

anterior dividido entre n-1, siendo n el numero de lecturas. Asi |,

TLn—-TLn-1

RCL=)(———) (Gabriel, Fernandez, Plata, & Siles, 2011).
n-—1

Los datos de esta variable se transformaron para el ADEVA con la formula

Vx + 280.

Figura 3. Toma de las medidas de ancho y largo de las lesiones por medio de

un calibrador electronico.
Periodo de latencia- PL (dias)
Se registrd6 el nimero de dias que transcurren entre la inoculacién y la

esporulacion del patdgeno. Las observaciones se realizaron una vez por dia,

en la maniana.
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Para en ADEVA de esta variable se realiz6 una transformacion de datos con la

formula vx + 910.

Tamarfio de lesién-TL (mm?)

Al octavo dia desde la inoculacion fotografia de cada uno de los foliolos
infectados. Luego, con el programa Image J se calcula el area (mm? de cada
lesion.

Para el ADEVA de esta variable se transformaron los datos con la formula

Vvx + 8.5.

Intensidad de Esporulacion-IE (escala heddnica)

Con estimaciones visuales se evalla en la mafiana de cada dia la intensidad
de la esporulacion, de acuerdo a los siguientes valores: 0= ausencia de
esporulacion, 1= esporulacion baja, 2= esporulacion media y 3=esporulaciéon
abundante (Tabla 3). El dato se toma al segundo dia, luego de iniciada la
esporulacion (PL). Para esta variable, los datos registrados seran analizados a

través de estadistica descriptiva.

Tabla 3

Guia para valoracioén visual de la intensidad de esporulacion de P. infestans,
con fotografias tomadas al octavo dia luego de la inoculacién.

Escala de valoracion visual de la intensidad de esporulacion.

Valor 0 : Ausencia de esporulacion Valor 1: Esporulacion baja

Se observa micelio en algunas zonas de
la lesidn. La apariencia del micelio es
blanquecina, casi transparente.

No se aprecia crecimiento del micelio del
patdgeno en toda la extension de la
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Valor 2: Esporulacion media Valor 3: Esporulacion abundante

El micelio se encuentra en el 70% de la
lesién y tiene una apariencia mas
blanquecina. La longitud del micelio se
visualiza como 2 mm sobre la hoja.

El micelio se observa en toda la lesidn,
con un color mas blanco y una longitud de
mas de 3mm sobre la superficie de la

3.3. Manejo del Experimento

3.3.1. Eninvernadero.

Los genotipos de este estudio fueron sembrados en macetas con sustrato
desinfectado previamente. Se sembraron dos macetas por genotipo, con un
solo tubérculo por maceta. Cada maceta fue identificada con el nombre del
genotipo en la parte delantera y distribuidas las dos macetas del mismo
genotipo de manera contigua para evitar la mezcla de material, como se
muestra en la figura 4. A lo largo de este estudio se realizaron tres siembras de
los genotipos, a fin de tener suficientes foliolos para evaluar con distintos

aislamientos hasta encontrar el aislamiento con mayor virulencia.

Se llevaron a cabo las labores culturales pertinentes para el control de
malezas, enfermedades y plagas. Entre éstas se incluye la aplicacion de
Fosfitol (fertilizante foliar) en la quinta semana del cultivo, para favorecer el

desarrollo foliar de las plantas.

A lo largo del manejo de las plantas en invernadero se restringio el uso de
fungicidas sistémicos o de contacto, ya que pueden interferir con los resultados

finales del estudio.
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Figura 4. Materiales sembrados en macetas en el invernadero 10 dias luego de

la siembra.

3.3.2. En laboratorio

Para el analisis de los componentes de resistencia en laboratorio se sigui6 el
protocolo tomado de Manual for Laboratory Work on Phythopthora infestans de
CIP (1997).

3.3.2.1. Aislamiento de P. infestans

Los aislamientos para este ensayo fueron obtenidos de un ensayo de campo
en la estacion. Para esto, se identifico la enfermedad en el cultivo de papa a
través de una evaluacion visual y se tomaron muestras de las hojas infectadas.
Las muestras que se tomaron en campo tenian una sola lesién por hoja, para

evitar una mezcla de razas al momento de aislar el hongo.

Estas hojas se colocaron en cajas plasticas con tapa, en condiciones de alta
humedad relativa, para lo cual se colocé en la base de la caja un papel
absorbente humedecido con agua destilada, las hojas se colocaron sobre una
malla plastica para evitar el contacto directo con el papel. La humedad
favorecio la esporulacion del oomycete.
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Cuando el micelio fue visible, se aislo el patdégeno y se lo sembro en cajas Petri
con medio de cultivo agar-centeno. Se observo el crecimiento de P. infestans
hasta el desarrollo del micelio en la caja Petri con el aislamiento inicial, a partir

del cual se realizaron multiplicaciones en nuevas cajas Petri.

El aislamiento fue purificado y se mantuvo en incubacion hasta que el micelio
estaba claramente desarrollado y tenia una apariencia blanca y homogénea,

como se observa en la figura 5.

Sruses

Trozo de agar con micelio de P. infestans
| sembrado en medio AC.

Figura 5. Aislamiento de P. infestans sembrado en cajas Petri con medio agar-

centeno.

3.3.2.2. Activacién y preparacion del in6culo

Para la activacion del patdgeno se realizé un lavado del micelio del aislamiento
con agua destilada. Con esta solucion se inocularon hojas sanas de papa de la
variedad Super chola (susceptible), que se colocaron en cajas plasticas con
alta humedad, como fue descrito en el apartado anterior (Figura 6).

Al cuarto dia, con el micelio crecido y esporulado en las hojas, se hace un
lavado con agua destilada utilizando una piseta, para obtener los esporangios.
Esta suspension se filtr6 a través de una malla de 20 pum para eliminar
impurezas (bacterias, restos de materia organica de las hojas). Se realiz6 luego
el conteo de los esporangios en la camara de Neubauer (hematocitdmetro)
para ajustar la concentracion a 40 000 esporangios/ ml en dilucién con agua
destilada. La solucién ya ajustada se conservé en un vaso de precipitacion
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tapado con papel aluminio, a una temperatura de 5°C, por un periodo de tres

horas para obtener zoosporas

Figura 6. Hojas de la variedad Super chola inoculadas con el aislamiento de

P. infestans para la reactivacion del oomycete.

3.3.2.3. Inoculacion e incubacion

Mientras el in6culo se mantenia en refrigeracion, las muestras de los foliolos
fueron colectadas en el invernadero, destinando una funda membretada para
cada genotipo. Los foliolos que se utilizaron fueron los completamente

desarrollados del tercio superior de la planta.

Tres foliolos se colocan en cada caja Petri con el envés para arriba. Las cajas
contienen agar-agua al 10%, preparado con anterioridad (mantener HR dentro
de la caja). Se inoculd con 35 pl de la suspension de esporangios a cada uno
de los foliolos, junto a la nervadura central (Figura 7). Para cada genotipo de

papa se utilizaron seis foliolos (observaciones).
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Figura 7. Inoculacion de foliolos de papa con el aislamiento de P. infestans.

Las cajas Petri con los foliolos se conservaron en un cuarto de incubaciéon a
18°C(+/- 1), y con un fotoperiodo de 14 horas luz (16:30 a 6:30).

4. Resultados
A continuacion, se presentan los resultados de cada una de las variables
evaluadas, en caso de existir diferencias estadisticas entre los genotipos se
presenta el andlisis funcional a través de la prueba de separacion de medias de

Tukey al 5%.
Periodo de incubacion (dias)

En la tabla 4 se presenta el analisis de varianza del periodo de incubacién,
encontrandose diferencias altamente significativas entre genotipos de papa, lo
gue permite aceptar la hipétesis alternativa, en otras palabras, existen
diferencias entre el tiempo de inoculacién y el aparecimiento de la lesién de

P. infestans de los diferentes materiales de papa evaluados.
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Tabla 4

Andlisis de varianza del periodo de incubacion (dias) in vitro de P. infestans
con transformacion de datos, en 28 genotipos de papa.

F.de V. GL SC CM
Total 167 23.86

Genotipos 27 16.38 0.61**
E.E. 140 7.49 0.05
CV% 9.91

X 2.33

**Diferencias altamente significativas

Los promedios de incubacion in vitro de P. infestans de los 28 genotipos de
papa se presentan en la tabla 5. Los genotipos 14-9-56, 11-9-108, 12-4-145,
11-9-112, 11-9-133, 11-9-106, INIAP-Libertad, INIAP-Josefina y INIAP-
Raymipapa los que presentan mayor resistencia a P. infestans, considerado
gue no se presentd la enfermedad durante el periodo de evaluacion (8 dias).
Por su parte los materiales 12-4-173, 12-2-6 y 12-4-72 tuvieron el periodo de
incubaciéon mas largo ya que inicié la enfermedad a los 4 dias, mientras que el
genotipo 11-9-64 tuvo el periodo de incubacién méas corto, presentandose la
primera lesion de la enfermedad al primer dia. Los demas materiales
presentaron los sintomas de la enfermedad entre 2 y 3 dias después de la

inoculacion.

Tabla 5

Promedios del periodo de incubacion (dias) in vitro de P. infestans en 28
genotipos de papa.

Genotipo Media
14-9-56 0+0 a
11-9-108 0+0 a
12-4-145 0+0 a

11-9-112 0+0 a



11-9-133
11-9-106
Libertad
Josefina
Raymipapa
11-9-64
11-9-28
11-8-6
11-9-66
12-4-175
11-9-44
11-9-27
11-9-9
11-9-77
11-9-172

Chiwuila Roja

07-32-15
Estela
11-9-101
12-6-29
12-4-45
12-4-173
12-2-6
12-4-72

0+0 a

0+0 a

0t0 a

0t0 a

0t0 a
1+1.1ab
1.50+1.64 abc
1.50+1.64 abc
1.50+1.64 abc
1.67+1.86 abc
1.67+1.86 abc
2+1.55 abcd
2.33+0.52 abcd
2.50+0.55 bcd
2.50+1.22 bed
2.670+0.82 bcd
3+0.63 bcd
3+0.89 bcd
3.33+0.52 bcd
3.50+0.55 cd
3.50+0.55 cd
4.17+2.14 d
4.33+0.52 d
4.33+2.42 d

35

0= indica que los materiales no presentaron lesién en el tiempo de evaluacion (8 dias)

Las variedades

INIAP-Libertad,

INIAP-Raymipapa se comportaron como

resistentes, mientras que Josefina tiene un comportamiento moderadamente

susceptible, por lo que los resultados coinciden con el comportamiento

esperado de estas variedades a la enfermedad.

Tamarfio de la Lesion (mm?)

El analisis de varianza para el tamafio de la lesibn medido en el dia 8 luego de

la inoculaciéon con el in6culo de P. infestans (Tabla 6), permitié detectar

diferencias altamente significativas entre genotipos de papa.
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Tabla 6

Andlisis de varianza del tamafio de lesién in vitro al dia 8 (mm?) de P. infestans
con transformacion de datos, en 28 genotipos de papa.

F.de V. gl SC CM
Total 167 4792.64

Genotipos 27 3077.24 113.97**
E.E. 140 1715.39 12.25
CV% 9.99

X 35.04

**Diferencias altamente significativas

En la tabla 7 se puede observar que los genotipos 12-4-173 y 11-8-6 son los
que menor tamafio de lesién presentaron al dia 8, con 154.3mm? y 196.8 mm?
respectivamente, mientras que la variedad nativa Chiwuila roja tuvo el mayor
tamafio de lesién (1111.50 mm?), que es el comportamiento esperado, ya que

de acuerdo a la informacion del INIAP, esta es una variedad nativa susceptible.

Tabla 7

Promedios del tamafio de lesién in vitro del dia 8 (mm?) de P. infestans en 28
genotipos de papa.

Genotipo Media

11-9-112 0+0 a

12-4-145 0+0 a

Raymipapa 00 a

11-9-108 0+0 a

Josefina 0+0 a

11-9-133 0+0 a

Libertad 0+0 a

14-9-56 0+0 a

11-9-106 0+0 a

12-4-173 154.28+135.47 ab
11-8-6 196.75+216.14 ab
12-4-72 272.39+261.83 abc
12-2-6 297.39+140.93 abc
11-9-44 314.11+362.05 abcd

12-4-175 369.60+408.04 abcde



37

11-9-28 407.17+470.63 abcde
11-9-64 431.30+483.04 abcde
12-4-45 434.78+128.72 abcde
07-32-15 439.71+165.36 abcde
11-9-66 492.80+£570.59 abcde
11-9-77 494.09+69.69 abcde
11-9-172 513.27+442.26 abcde
11-9-27 595.72+488.61 bcdef
11-9-101 641.36+112.02 bedef
11-9-9 805.45+143.67 cdef
Estela 859.09+22.85 def
12-6-29 876.23+£119.71 ef
Chiwuila Roja 1111.50+215.45 f

0= indica que los materiales no presentaron lesién en el tiempo de evaluacion (8 dias)

Rango de crecimiento de la lesién (mm?)

El andlisis de varianza de la tabla 8, muestra el rango de crecimiento de la
lesion detectandose diferencias altamente significativas entre los genotipos
para esta variable. De esta manera, existen genotipos con un mayor
incremento del tamafio de lesidn por dia que otros genotipos, considerando que
las medidas del area de la lesidon fueron tomadas al quinto, sexto y séptimo dia

desde la inoculacion.

Tabla 8

Andlisis de varianza del rango de crecimiento de la lesién (mm?) in vitro de P.
infestans con transformacion de datos, en 28 genotipos de papa.

F.de V. gl SC CM
Total 167 1532.67

Genotipos 27 1010.24 37.42**
E.E. 140 522.43 3.73
CV% 9.99

X 35.04

**Diferencias altamente significativas
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En la tabla 9, de los promedios de la RCL se puede observar que los genotipos
12-4-173 y 11-8-6 fueron los que presentaron el menor rango de crecimiento de
la lesién, y pertenecen al rango ab y abc respectivamente, mientras que los 12-
6-29 y Chiwuila roja fueron los del mayor rango de crecimiento, llegando a

incrementar su tamafio en 293 y 350 mm? por dia.

Tabla 9

Promedios del rango de crecimiento de la lesién (mm?) in vitro de P. infestans
en 28 genotipos de papa.

Genotipo Media

14-9-56 00 a

12-4-145 00 a

Raymipapa 00 a

Libertad 0+0 a

11-9-112 0+0 a

11-9-106 00 a

Josefina 00 a

11-9-108 00 a

11-9-133 00 a

12-4-173 24.18+25.9 ab

11-8-6 28.90+32.67 abc
12-2-6 52.77+42.65 abcd
12-4-72 66.83+90 abcd
11-9-44 83.12+100.38 abcd
11-9-28 94.18+108.11 abcd
12-4-175 118.02+132.84 abcde
12-4-45 132.37+50.61 abcdef
11-9-172 137.63+102.86 abcdef
11-9-64 149.30+163.68 abcdef
11-9-77 151.50+43.48 abcdef
11-9-66 165.14+188.21 abcdef
07-32-15 166.44+81.32 abcdef
11-9-27 184.62+154.41 bcdefg
11-9-101 197.55+21.27 cdefg

11-9-9 213.44+63.26 defg
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Estela 267.06+89.26 efg
12-6-29 293.99+54.67 fg
Chiwuila Roja 350.44+49.52 g

0= indica que los materiales no presentaron lesién en el tiempo de evaluacion (8 dias)
Periodo de latencia (dias)

El andlisis de varianza del periodo de latencia que se muestra en la tabla 10,
refleja diferencias altamente significativas entre los genotipos para esta

variable, lo que permite aceptar la hipotesis alternativa.

Tabla 10

Andlisis de varianza del periodo de latencia (dias) in vitro de P. infestans con
transformacion de datos, en 28 genotipos de papa.

F. de V. gl SC CM
Total 167 43.46

Genotipos 27 27.24 1.01**
E.E. 140 16.22 0.12
CV% 9.91

X 3.43

**Diferencias altamente significativas

Los promedios del periodo de latencia que se muestran en la tabla 11, permiten
identificar que los genotipos 11-9-28, 11-8-6, 11-9-44, 11-9-64, 07-32-15, 11-9-
66, 12-4-175, 11-9-27 y 12-6-29 tuvieron los periodos de latencia mas cortos,
es decir, fueron los primeros genotipos en presentar signos visibles de
esporulacion (micelio), al tercer, cuarto y quinto dia luego de la inoculacion. Un
periodo de latencia mas corto se relaciona con una mayor susceptibilidad a la
enfermedad. Por otro lado, los genotipos 11-9-172, 11-9-77, 11-9-9, Chiwuila
roja, 12-4-173,12-4-45, 12-4-72, 11-9-101, Estela y 12-2-6 fueron los que
tuvieron un mayor periodo de latencia, al presentar signos visibles de

esporulacion a partir del sexto dia hasta el octavo dia.
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Tabla 11

Promedios del periodo de latencia (dias) de P. infestans in vitro en 28
genotipos de papa.

Genotipo Media
14-9-56 0+0 a
11-9-108 0+0 a
12-4-145 0+0 a
11-9-112 00 a
Josefina 00 a
Libertad 00 a
Raymipapa 0+0 a
11-9-133 0+0 a
11-9-106 0+0 a
11-9-28 2.67£2.94 ab
11-8-6 3.17£3.49 ab
11-9-44 3.1743.49 ab
11-9-64 3.331£3.67 ab
07-32-15 3.3315.16 ab
11-9-66 3.504£3.89 ab
12-4-175 4.33+4.97 ab
11-9-27 4.67+3.61 ab
12-6-29 5.00+0 ab
11-9-172 5.67+2.88 b
11-9-77 6.00+0 b
11-9-9 6.17+0.41 b
Chiwuila Roja 6.17+0.41 b
12-4-173 6.33+3.14 b
12-4-45 6.67+0.52 b
12-4-72 6.83+3.49 b
11-9-101 7.00£1.10 b
Estela 7.50£0.55 b
12-2-6 7.67+0.82 b

0= indica que los materiales no presentaron lesion en el tiempo de evaluacion (8 dias).
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Intensidad de esporulaciéon (Escala heddnica)

La Tabla 12 resume la estadistica descriptiva que fue aplicada para la
evaluacion de esta variable. Los criterios de evaluacion de la escala hedonica
son los que se mencionan en la Tabla 3 (Literal 3.2.3 Variables). De esta

manera los genotipos fueron clasificados asi:

Los genotipos que no presentaron esporulacion (valor 0), fueron los mismos
genotipos que no presentaron lesion en el tiempo de evaluacion, siendo éstos:
INIAP-Libertad, INIAP-Josefina, INIAP-Raymipapa, 11-9-106, 11-9-133, 11-9-

108, 11-9-112, 12-4-145 y 14-9-56.

Los genotipos con baja esporulacion estan considerados con el promedio entre
0.5y 1.4, que corresponde a los de esporulacion baja, y son 07-32-15, 12-4-

175, 11-9-44, 11-9-64, 11-9-172, 11-9-66 12-4-72 y 11-9-27.

Entre los genotipos con esporulacion media, con valores entre 1.5 y 2.4, se
encuentran Estela, Chiwuila roja, 11-8-6, 12-4-45, 11-9-28, 11-9-101, 11-9-77,

12-2-6, 11-9-9y 12-4-173.

El Unico genotipo que presentd esporulacion abundante fue el 12-6-29, con un

valor promedio de 2.5.

Tabla 12

Analisis de los datos de la intensidad de esporulacién de P. infestans en 28 genotipos

de papa.
Desviacion Varianza Nivel de
Genotipo Media Mediana Moda estandar Rango confianza
(95.0%)
Libertad 0 0 0 0 0 0 0
Josefina 0 0 0 0 0 0 0

Raymipapa 0 0 0 0 0 0 0
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11-9-106 0 0 0 0 0 0 0
11-9-133 0 0 0 0 0 0 0
11-9-108 0 0 0 0 0 0 0
11-9-112 0 0 0 0 0 0 0
12-4-145 0 0 0 0 0 0 0
14-9-56. 0 0 0 0 0 0 0
07-32-15. 0.5 0 0 0.84 0.70 2 0.88
12-4-175 0.83 0.5 0 1.17 1.37 3 1.23
11-9-44. 1.00 1 2 1.10 1.20 2 1.15
11-9-64. 1.00 1 2 1.10 1.20 2 1.15
11-9-172 1.17 1 1 0.75 0.57 2 0.79
11-9-66. 1.17 1 0 1.33 1.77 3 1.39
12-4-72. 1.17 1 1 0.75 0.57 2 0.79
11-9-27. 1.33 1.5 2 1.21 1.47 3 1.27
Estela 1.5 1.5 1 0.55 0.3 1 0.57
Chiwuila Roja 1.5 1.5 1 0.55 0.3 1 0.57
11-8-6. 1.5 1.5 3 1.64 2.70 3 1.72
12-4-45. 1.5 1.5 1 0.55 0.30 1 0.57
11-9-28. 1.5 1.5 3 1.64 2.70 3 1.72
11-9-101 1.67 2 2 0.52 0.27 1 0.54
11-9-77. 1.83 2 2 0.75 0.57 2 0.79
12-2-6. 2.00 2 2 0.89 0.80 2 0.94
11-9-9. 2.17 2 2 0.75 0.57 2 0.79
12-4-173 2.17 3 3 1.33 1.77 3 1.39
12-6-29. 2.5 2.5 2 0.55 0.30 1 0.57

Reaccion de hipersensitividad

Durante la evaluacion se pudo identificar que algunos genotipos de papa
presentaron una reaccion de hipersensitividad ante el patdogeno, ya que
generaron una mancha necrotica puntual en el sitio de la hoja donde se indculo
el patégeno, mismo que no varié ni en tamafio ni en forma a lo largo del
periodo de la evaluacion (8 dias) Los genotipos que presentaron
hipersensitividad fueron INIAP-Raymipapa, INIAP-Josefina, 12-4-145, 11-9-108

e INIAP-Libertad.
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Tabla 13

Genotipos de papa que presentaron hipersensitividad (ausencia de sintomas

del hongo) a P. infestans.

Observaciones

T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Libertad - - - - - - hs hs - - - -
Josefina hs - hs - - - - - - hs - hs

Raymipapa - - - hs - hs hs - - hs - hs
11-9-108 - - - - hs - - hs - - hs -
12-4-145 hs - - hs hs - - - hs - - -

hs: Se refiere a la lesion necrotica puntual que se encuentra en el sitio de inoculacién y que no
crecié en el tiempo de evaluacion (8 dias).

-: Se refiere a la ausencia de reaccidn de hipersensitividad y de cualquier otro sintoma.

Los resultados de las variedades utilizadas como testigos concuerdan con lo
esperado, siendo las variedades mejoradas INIAP-Libertad e INIAP-Josefina

resistentes y la variedad nativa Chiwuila roja la de mayor susceptibilidad.

5. Discusion
De acuerdo con los resultados de Zufiga, Molina, Cadena y Rivera (2000) los
materiales con periodos de incubacion largos pueden ser calificados como
resistentes, mientras que los de periodos cortos pueden ser considerados
como susceptibles. Los resultados del periodo de incubacion (Pl) de los
genotipos evaluados en este estudio son variables, aunque el Pl de P.
infestans se mantiene dentro del promedio, ya que como lo indican Fry y
Niklaus (2010), se espera que los primeros signos de infeccion aparezcan a
partir de los 2 o 3 dias de la infeccion. Por lo tanto, se considera que esta
variable por si sola no provee la suficiente informacion como para clasificar a

un genotipo como resistente o susceptible.
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Algunas condiciones como la temperatura y humedad del ambiente, desarrollo
y precocidad de las plantas, dosis del inoculo, regulan la expresion de los
genes tanto de la resistencia horizontal (genes menores/recesivos) como
vertical (genes mayores/dominantes), manifestdndose como un crecimiento
lento o un aparecimiento tardio de los signos de infeccion (Tinjaca, 2010).
Como ocurrio en este en el caso de los materiales 12-4-173, 12-2-6 y 12-4-72
que fueron los de mayor periodo de incubacién y un menor rango de

crecimiento de la lesién.

La respuesta epidemioldgica de un material con resistencia horizontal presenta
un menor tamafio de la lesién, el aumento del periodo de incubacién y una
menor produccidn de esporas como lo sefala Tinjaca (2010). De esta manera,
para poder identificar a los genotipos resistentes es necesario evaluar su
comportamiento con las cinco variables (Pl, TL, RCL, PL e IE). En este
experimento los materiales con un periodo de incubacion (PI) largo fueron 12-
4-173, 12-2-6 y 12-4-72, mismos que presentaron lesiones de menor tamafo
(TL) que aparecieron a los 8 dias, con tamafios de 154 mm?, 297 mm? y 272
mm? respectivamente. De la misma manera, éstos materiales tuvieron el menor
rango de crecimiento de lesién (RCL) con 24.18 mm?/d, 52.77 mm?/d y 66.83
mm?/d respectivamente, y los periodos de latencia (PL) mas largos (6 -7 dias).
En cuanto a la intensidad de esporulacion, los genotipos 12-2-6 y 12-4-72
fueron valorados como de esporulacion baja, mientras que 12-4-173 fue
considerado como de esporulacion media. De la misma manera, el material que

presentd el periodo de incubacibn mas corto, el mayor tamafo de lesion
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(después de Chiwuila. roja), el menor periodo de latencia y la esporulacion mas

alta fue el clon12-6-29 por lo que se le considera susceptible.

De acuerdo con Vleeshouwer et.al., (1999) el tamafio de la lesién (TL) esta
correlacionado con el rango de crecimiento de la lesion (RCL), por lo que se
esperaria que los materiales que tuvieron menor TL tengan también menor
RCL. Los resultados de las tablas 5y 7, permiten inferir que los genotipos 12-4-
173 y 11-8-6 que tuvieron la menor RCL fueron los mismos que tuvieron un
menor TL, mientras que los que tuvieron la mayor RCL, tuvieron el mayor TL

(Chiwuila Roja, 12-2-6 y Estela).

En este estudio (Tabla 7 y Tabla 12), se puede observar que los genotipos 12-
4-173 y 11-8-6 que tuvieron el menor tamafio de lesion al dia 8, presentaron
intensidad media de esporulacion (2 en la escala), superando a otros
materiales, que es diferente a lo reportado por Barquero et al. (2005) quienes
indican que existe una alta relacion entre el tamafio del area necrosada y la
intensidad de esporulacién, con esta base clasifican a los materiales como
resistentes o0 susceptibles. Esto posiblemente se deba a que en el
anteriormente mencionado estudio se utilizé un aislamiento identificado que
contenia 11 factores de virulencia, mientras que en esta evaluacion se empleé
un aislamiento tomado directamente de campo, lo que pudo afectar la

expresion fenotipica de la enfermedad.

Los genotipos provenientes de los cruzamientos, 11-9 (98-11-6 x 99-11-6), 12-
2(BOM 540 x Leona negra),12-4(HSO 198 x Leona negra),12-6(BOM 532 x

Leona negra) al ser evaluados presentaron una repuesta muy variable a la
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enfermedad (desde altamente resistentes hasta altamente susceptibles), como
se observa en las tablas 5,7,9,11 y 12. Estos resultados son similares a los
descritos por (Barquero, Gomez, y Brenes, 2005). Estas diferencias
posiblemente se deban a una resistencia especifica de los genotipos, la cual se
puede determinar a través de un mapeo genético y considerando la
especificidad de la raza de P. infestans que se use para la evaluacion. Como lo
mencionan Niks y Lindhout (2004) ,cuando se evalla la progenie del
cruzamiento de parentales con diferentes niveles de resistencia parcial,
observandose una segregacién de la distribucion continua de los niveles de
infeccidn, lo que implica que la herencia de los genes de resistencia no siempre

es poligénica.

Los genotipos INIAP-Libertad, INIAP-Josefina, INIAP- Raymipapa, 11-9-108,
12-4-145 presentaron una reaccion de hipersensitividad al in6culo de P.
infestans (Tabla 13). Aunque esta reaccidn se considera como resistencia
vertical, estudios realizados por Mosquera et al. (2008), indican que la
resistencia genética no esta dada Unicamente por los genes mayores, sino por
regiones dentro del genoma que estadn involucradas en ambos tipos de
resistencia, por lo que establecer que un genotipo posee resistencia horizontal

o vertical necesita estudios genéticos mas avanzados.

En las evaluaciones se pudo observar que los materiales 11-9-106, 11-9-
133,11-9-112 y 14-9 -56 no presentaron sintomas de la enfermedad durante el
tiempo de evaluacion, pudiendo llevar a inferir que los materiales son
resistentes. Sin embargo, y de acuerdo a lo planteado por Sharma, Forbes,

Manandhar, Shrestha y Thapa (2013), estos materiales deberian ser
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considerados como materiales de resistencia indeterminada, hasta que puedan
ser evaluados con aislados compatibles, considerando que el aislado con el

gue estos genotipos fueron evaluados no esta identificado genéticamente.
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6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusiones

De los 28 genotipos de papa estudiados, existieron distintos niveles de

resistencia entre ellos.

Los genotipos 14-9-56, 11-9-112, 11-9-133 y 11-9-106 pueden ser
considerados de resistencia indeterminada al no haber presentado sintomas de

la enfermedad en el tiempo de evaluacion, con este aislamiento.

Los genotipos INIAP-Libertad, INIAP-Josefina, INIAP-Raymipapa, 11-9-108, 12-
4-145 presentaron una reaccion de hipersensitividad al in6culo de P. infestans,

por lo que pueden ser considerados resistentes.

Los genotipos12-4-173, 12-2-6 y 12-4-72 tuvieron el periodo de incubacién mas
largo, el menor tamafio de lesién, menor rango de crecimiento de la lesién y el
periodo de latencia mas largo, por lo que se los puede categorizar como
resistentes, mientras que el genotipo 12-6-29 fue el que tuvo mayor tamafo de
lesion, mayor rango de crecimiento de la lesion y mayor intensidad de
esporulacion, por lo que se le considera como el material mas susceptible a la

enfermedad.

El comportamiento de las variedades INIAP-Libertad (resistente) y Chiwuila roja

(susceptible) fue el esperado.

Si el inéculo de la enfermedad se toma directamente de campo es importante
considerar que el aislamiento sea realizado a partir de una sola lesion de la
planta y sea purificado en el laboratorio para evitar una mezcla de razas de P.
infestans y la contaminacion con otros patdégenos que pueden estar presentes

en campo y que interferirdn con los resultados.
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6.2. Recomendaciones

Los materiales que presentaron resistencia en el laboratorio deberan ser

evaluados en campo, para verificar la respuesta a la enfermedad.

Con los resultados de los ensayos en campo se deberia realizar una
correlacion entre variables a fin de conocer si existe una alta correlacion de

respuesta con los resultados de laboratorio.

Los programas de mejoramiento genético de papa deberian evaluar a los
genotipos en laboratorio con una sola raza compleja de P. infestans identificada

genéticamente.
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Lesién de P. infestans en campo de la
cual se realizé el aislamiento.

.

Anexo 1. Lesiones como la que se muestran en la imagen son las que se
tomaron de un ensayo enfermo con tizon tardio en campo, en Santa Catalina-

INIAP. Al tener una sola lesion, se puede asegurar que el aislamiento tenga
una menor mezcla de razas de P. infestans.



Anexo 2. Cajas Petri con los foliolos inoculados en el cuarto de incubacion. Se

puede observar que los foliolos presentan diferencias en los sintomas de la
enfermedad.



Manchas necradticas de tizon tardio.

—

Anexo 3. Camara humeda para reactivacion del aislamiento. Se inocula con el
aislamiento que estuvo almacenado en cajas Petri a hojas de Superchola. Las
lesiones empiezan a tornarse negras en los puntos de inoculacion por la
necrosis del tejido, posteriormente esporulan. Cuando las lesiones estan
esporuladas se realiza el lavado, el conteo de esporangios y el ajuste del



inoculo a la cantidad prevista para el ensayo. (Laboratorio de proteccion

vegetal).

Esporangios

Anexo 4. Es necesario comprobar la presencia de esporangios con el
microscopio. En la imagen se observan los esporangios, limoniformes y

ovalados.



Anexo 5. Genotipo12-6-29, mas susceptible. (Dia 8)

-

L__«cn Roja |

Anexo 6. Variedad nativa Chiwuila roja, testigo susceptible a la enfermedad.
(Dia 8)



Anexo 8. Variedad mejorada INIAP-Libertad, testigo resistente. (Dia 8)






