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Resumen

Este estudio fue realizado en el Centro Toralapa,
Cochabamba, Bolivia durante el periodo 2001-2002 y 2002-
2003, con el objetivo de evaluar la resistencia a
Phytophthora infestans y verificar la ausencia de genes R
en la poblacion LBr3 del Centro Internacional de la Papa
(CIP). El estudio se llevo a cabo en base a tres
componentes: (i) resistencia medida por el tamafio de la
lesién (TL). (ii), Rango de crecimiento de la lesién (RCL) y
(iii) intensidad de esporulacién (IE) a diferentes edades de
plantas. Se utilizaron 25 clones de papa, aparentemente
libres de genes R. Para el estudio de los componentes de
resistencia se utiliz6 un aislamiento complejo y se
determind la presencia de genes R usando una raza simple.
La evaluacién del TL, RCL e IE, identific6 a 5 clones:
391696.96, 392637.10, 392661.18, 393280.64 y 393280.82 con
buenos niveles de resistencia parcial y libres de genes R.
Se observdé que en plantas jovenes y susceptibles,
Phytophthora infestans se desarrollo mas rapidamente que
en clones resistentes e hipersensibles. Las correlaciones
encontradas entre las plantas provenientes de cultivo in
vitro y tubérculos para los componentes de resistencia
estudiados, fueron positivas y altamente significativas.
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Levels of Resistance to Late Blight in a Population of Potato
Clones from the International Potato Center (CIP) Tested in
Bolivia

Summary

During 2001- 2002 and 2002-2003 a study was carried out at
the Toralapa Center, Cochabamba, Bolivia, with the aim of
testing for resistance to Phytophthora infestans and to
verify the absence of R-genes in the LBr3 population of CIP.
The study was implemented based on three resistance
components: (i) Injury size (IS), (ii) Injury Growth Range
(IGR), and (iii) Sporulation intensity (Sl) in different plant
sizes and to verify the absence of R-genes. Twenty-five
potato clones were used from in vitro culture and from
tubers, apparently free of R-genes. The isolation complex
was used to study the resistance components, and the
presence of R-genes was determined using a simple race of
P. infestans. The test of IS, IGR and SlI, identified five
clones: 391696.96, 392637.10, 392661.18, 393280.64 and
393280.82 with good partial resistance levels and free of R-
genes. It is convenient to use leaflets coming from tuber
plants for the determination of minor genes or R-genes. In
young and susceptible plants, Phytophthora infestans
grows faster than in resistant and hypersensitive clones.
The correlations between in vitro-plants and tuber-plants to
study resistance components were positive and highly
significant.

Additional key words: Partial resistance, components of
resistance, in vitro, adult plant, R-
genes, minor genes.

Introduccion

En Bolivia, la papa es un cultivo basico y de seguridad
alimentaria muy importante. Se produce en distintas zonas del
pais, principalmente en altitudes entre 2,300 a 3,000 msnm
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(Fernandez — Northcote et al.,, 1999). Ocupa uno de los
primeros lugares en la produccion econémica y como base
alimenticia de la poblacién boliviana. A él se dedican unas 400
mil familias, lo que equivale al 50% de las unidades agricolas
del pais (Estrada et al., 1994; Gabriel et al.,, 2001). EIl
rendimiento de papa en Bolivia es de 5.9 t/ha, es el quinto en
América Latina y uno de los mas bajos en el mundo. Los bajos
rendimientos se deben a varios factores abioticos y bidticos.
Entre los factores bidticos mas importantes que afectan
severamente la produccién del cultivo de papa, esta el causado
por el oomycete Phytophthora infestans, agente causal del
Tizon Tardio, que puede llegar a ocasionar pérdidas entre 25 a
30 millones de Dolares por afio (Fernandez-Northcote y Navia,
1999;, Zeballos, 1997).

Una alternativa para combatir la enfermedad es la utilizacion
variedades mejoradas resistentes al Tizén. El Centro
Internacional de la Papa (CIP) a partir de 1990 adoptdé una
nueva estrategia para mejorar la resistencia horizontal en
ausencia de genes R (poblacién B) obteniendo un incremento
mas eficiente de la frecuencia de genes y niveles mas altos de
resistencia horizontal (Landeo, 1998). La poblacion LBr3 de
papa es parte de esta poblacién, del CIP y posee un gran
potencial genético generado a partir de variedades nativas de
Solanum tuberosum spp andigena.

El interés global por la resistencia al tizén tardio ha aumentado
grandemente debido a los efectos secundarios desfavorables
en el ambiente y la salud humana de los fungicidas
(Turkensteen, 1993). Se conoce que la resistencia al tizén es de
dos tipos. Una debida a genes mayores (genes R) que puede
conferir a la planta un alto nivel de la resistencia y caracteriza a
una tipica resistencia de raza-especifica. Once genes R
derivados principalmente de S. demissum, han sido
identificados (Malcolmson y Black, 1966; Colon y Budding,
1988). La virulencia de cada gene R introducido se encontro
rapidamente y razas complejas con 9-11 genes de virulencia se
han identificado en varias oportunidades (Shattock et al., 1977;
Turkensteen, 1993; Andrivon, 1994). El patdgeno es tan verséatil
gue el mejoramiento genético de papa para este tipo de



129 REVISTA LATINOAMERICANA DE LA PAPA Vol. 16 (1)

resistencia es vano puesto que puede ser vencida en poco
tiempo (Russell, 1978). El segundo tipo de resistencia es
cuantitativa o de resistencia de campo, que se hereda de
manera poligénica (Toxopeus, 1959; Black, 1970). Esta
resistencia se considera mas estable en el tiempo (Turkensteen,
1993; Parlevliet, 1993, Colon et al., 1995). Los componentes de
resistencia de campo a la infeccion de Phytophthora infestans
varian en asociacion con otros, por lo que la frecuencia de
infeccion muestra menos asociacion a otros componentes (Van
der Zaag, 1959; Umaerus, 1970;, Umaerus y Lihnell, 1976;
Birhman y Singh; 1995). Diversos estudios realizados han
demostrado que los componentes de resistencia como el
tamafo de lesion (TL), rango de crecimiento de la lesién (RCL)
e intensidad de esporulacion (IE), pueden dar informacion
valiosa sobre la resistencia genética de los genotipos evaluados
(Colon et al., 1995; Parlevliet, 19972%; Gabriel et al., 2007).

El presente estudio tuvo como objetivos estudiar los
componentes de resistencia: tamafio de lesion (TL), rango de
crecimiento de la lesion (RCL) e intensidad de esporulacion (IE),
para evaluar la resistencia de esta poblacion de clones a
diferentes edades de plantas provenientes de cultivo in vitro y
de tubérculos frente a aislamientos locales del tizon y verificar si
estan libres de genes R.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizd los periodos 2001-2002 y 2002-
2003 en el Centro Toralapa de la Fundacion PROINPA, en la
provincia Tiraque del departamento de Cochabamba a 71 km
de la ciudad, sobre la carretera antigua Cochabamba — Santa
Cruz.

Material vegetal. Se utilizaron 25 clones de papa procedentes
del CIP (Tabla 1), cuatro cultivares testigos: Alpha (susceptible),
Waych’a (susceptible), Atzimba (hipersensible) y Yungay
(Resistencia Horizontal) y dos diferenciales de raza: Chata
Blanca (genes menores) y Roslin E. Buru (genes mayores).
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Tabla 1. Codigos y genealogia de cada clon evaluado (CIP Nr. PS-019-01)

Gabriel, Fernandez, Plata, Siles

N°  Codigo - clon Genealogia

1 385556.4 380473.6 x Bk (AEH 69-1, CGN69-1,
2 389746.2 CFL69-1, CFK69-1, DIA-71)
3 391002.6 381379.9 x XY.16

4 391011.17 386209.1 x 386206.4

5 391580.30 387041.12 x 386206.4
6 391696.96 387002.2 x 387214.9

7 392617.54 385021.12 x XY.16

8 392633.54 387002.11 x 387170.9
9 392637.10 387132.2 x 387334.5
10 392657.8 387143.22 x 387170.9
11 392661.18 387341.1 x 387170.9
12 393077.159 389743.1 x 390357.4
13 393077.54 387348.20 x 389746.2
14 393085.5 387348.20 x 389746.2
15 393242.50 387348.20 x 390357.4
16 393280.57 387002.11 x 381400.22
17 393280.64 387015.3 x XY .4

18 393280.82 387015.3 x XY .4

19 393339.242 387015.3 x XY .4

20 393349.68 387164.4 x S. Imilla

21 393371.159 387170.6 x 387338.3
22 393371.58 387170.16 x 387170.9
23 393382.44 387170.16 x 387170.9
24 393385.39 387205.5 x 387338.3
25 393385.47 387231.7 x 387170.9

130
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Disefio experimental. Los experimentos fueron distribuidos
bajo un disefio completamente al azar, con cuatro unidades
experimentales. Cada unidad experimental estuvo constituida
por un foliolo. Las inoculaciones se hicieron en plantas
provenientes de cultivo in vitro a los 64 y 130 dias después del
transplante y en plantas proveniente de tubérculos a los 128 y
142 dias después del transplante. Las evaluaciones de los
componentes de resistencia se realizaron al 4to, 5to, 6to y 7mo
dia después de la inoculacién. Para evaluar la resistencia en
plantas provenientes de cultivo in vitro y tubérculos, se inoculd
el aislamiento complejo P3 (1,2,3,4,5,6,7,8,10,11) a una
concentracién de 20,000 esporangios ml™ y para determinar los
genes R se inoculé con 40,000 esporangios ml* de una raza
simple (raza 0), siguiendo el método recomendado por
Vleeshouwers et al., 1999.

Variables de respuesta

Tamafno de lesion (TL). Se midié la longitud de la lesion en
milimetros, paralelo a la nervadura secundaria y el ancho en el
eje perpendicular de la primera medicion y se calcul6 el area de
una elipse (Gabriel et al., 2007).

Rango de crecimiento de la lesiéon (RCL). El Rango es la
diferencia de la sumatoria del tamafio de la lesién actual menos
el tamarfio de la lesién anterior dividido entre n-1, donde: n es el
namero de lecturas RCL = X(T,-TL,.1)/ n-1 (Hidalgo et al., 2000;
Gabriel et al., 2007).

Intensidad de esporulacion (IE). Se considero al foliolo como
100%, estimando el &rea esporulada de forma visual con la
ayuda de una lupa con relacion al area total del foliolo.

Presencia de genes R. De acuerdo al grado de reaccion en los
foliolos después de la inoculacion, se determiné la presencia de
genes R en base a la escala de reacciones de compatibilidad e
incompatibilidad de genes de virulencia.

Los andlisis de varianza y la comparacion de medias, fueron
realizadas utilizando el Proc GLM de SAS para cada una de las
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variables evaluadas, previa la verificacion de normalidad y
homogeneidad de varianzas (SAS Users Guide, 2000).

Resultados y Discusion
Tamafo de Lesion (TL)

El andlisis de varianza para plantas provenientes de cultivos in
vitro y tubérculos (Tablas 2 y 3) mostr6 que el TL es
significativamente diferente (Pr < 0.01) entre clones. Los clones
385556.4, 393382.44 y la variedad Atzimba mostraron los TL
mas pequefios (1.00 mm? respecto de Alpha. Los clones
393280.64, 391696.96 y 393280.82 mostraron valores de TL de
8.09, 9.45y 10.53 mm? respectivamente, mostrando resistencia
moderada. La variedad Yungay (RH), mostré mayor
susceptibilidad que Alpha y Waych’a.

El TL fue significativamente diferente (Pr < 0.01) a distintas
edades de inoculacion. El TL a los 64 dias de inoculacion, fue
altamente significativo (Pr<0.01) de los 130 dias. Se observé
que las plantas méas jévenes fueron mas susceptibles que las
plantas adultas, esta observacién coincide con lo reportado por
Parlevliet (1997b), quien indica que la resistencia parcial se
expresa al comienzo del estadio adulto.

El TL fue significativo (Pr < 0.01) con el tiempo de la
inoculacion, las lesiones se manifestaron a partir del 4to dia
después de la inoculacién alcanzando su mayor desarrollo al
7mo dia. La variedad Atzimba y los clones 385556.4 y
393382.44 mostraron mayor resistencia y no hubo incremento
en el TL en el tiempo después de la inoculacion. Los clones
resistentes 393280.82, 391696.96 y 393280.64 presentaron un
incremento en TL de 279, 287 y 232 mm%dia,
respectivamente. Los clones 389746.2 y 393339.242 mostraron
un mayor incremento en el TL (4.69 y 3.77 mm“dia
respectivamente), respecto de Waych'a (3.51 mm?%dia).
Asimismo, al 7mo dia después de la inoculacion, la variedad
Alpha y el clon 391696.96 mostraron a los 64 dias, valores
mayores de TL (32.31 y 15.40 mm? respectivamente) que a los
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130 dias. El clon 385556.4 no presentd cambios en el TL con la
edad.

El TL en la prueba de foliolos sueltos en plantas provenientes
de tubérculos (Tabla 2) y de cultivo in vitro (Tabla 3), confirmd
gue los clones 393280.64, 393280.82 y 391696.96 tuvieron
resistencia moderada a P. infestans y los clones 385556.4 vy
393382.44 fueron altamente resistentes al igual que la variedad
Atzimba (genes R).

Hubo una alta correlacién del TL (Tabla 8) de plantas
proveniente de tubérculos y cultivos in vitro (r=60), lo cual
sugiere que para identificar clones con resistencia a P. infestans
en un menor tiempo, bastara utilizar plantulas de cultivo in vitro,
sin esperar a obtener plantas provenientes de tubérculos.

Rango de Crecimiento de la Lesién

El andlisis de varianza para el RCL tanto para plantas
provenientes de tubérculos como de plantas de cultivo in vitro
(Tablas 4 y 5), mostraron diferencias significativas entre clones
(Pr < 0.01). La variedad Atzimba (testigo H), los clones
385556.4, 393382.44 y 391696.96 con valores de RCL 1.00,
1.00, 1.00 y 6.50 mm respectivamente, fueron los més
resistentes, mientras que los clones 389746.2, 393371.58 y
393280.57 con valores de RCL de 15.37, 15.26 y 15.16 mm?
respectivamente, fueron mas susceptibles que Alpha (testigo S)
con 14.73 mm?.

El RCL es significativamente diferente con la edad (Pr < 0.01),
sin embargo, este efecto no fue el mismo en los distintos clones
(Pr < 0.01). EI TL (r=81) a los 130 dias tiene menor desarrollo
que a los 64 dias. La alta correlacion entre los componentes TL
y RCL ya fue mencionado por Ramirez (2002).

Los clones 393280.57, 391696.96 y la variedad Alpha fueron
susceptibles y mostraron comportamientos diferentes en el RCL
a la edad de 64 y 130 dias. Los clones 385556.4, 393382.44 y
Atzimba no presentaron diferencias con la edad de planta.
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Tabla 2. Analisis de varianza para el TL en foliolos de plantulas in vitro

Fuentes de variacion Grados de libertad Cuadrados medios Prob >F
Clon 28 1704.1619 0.0001
Edades 1 2981.3957 0.0001
Clon x Edades 28 103.8468 0.0001
TDI 3 3769.6280 0.0001
Clon x TDI 84 26.6505 0.0001
Edad xTDI 3 43.7931 0.0001
Clon x Edades xTDI 84 12.3535 0.0001
Error 696 4.0427

C.V.(%) 11.2997

Edads = Edad de la planta después de la siembra (64 y 130 dias) TDI = Tiempo de evaluacién después de la inoculacion

Tabla 3. Andlisis de varianza para el TL en foliolos de plantas proveniente de tubérculos

Fuentes de variacion Grados de libertad Cuadrados medios Prob >F
Clon 28 1488.8920 0.0001
Edades 1 698.3274 0.0001
Clon x Edades 28 187.5310 0.0001
TDI 3 12253.9055 0.0001
Clon x TDI 84 91.3062 0.0001
Edad x TDI 3 90.4425 0.0001
Clon x Edades x TDI 84 33.3461 0.0001
Error 928 7.4540

CV. (%) 16.4419

Edades = Edad de la planta después de la siembra (128 y 142 dias) TDI = Tiempo de evaluacion después de la inoculacién
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Tabla 4. Andlisis de varianza para el RCL de foliolos de cultivo in vitro
Fuentes de variacion Grados de libertad Cuadrados medios Prob >F

Clon 135.61496 0.0001

Edades 352.19554 0.0001

Clon x Edades 18.47664 0.0001

Error 1.58412

C.V. (%) 10.97341

Edades = Edad de la planta después de la siembra (64 y 130 dias)

Tabla 5. Andlisis de varianza para el RCL en foliolos de plantas proveniente de tubérculos

Fuentes de Grados de libertad

Cuadrados medios

ZTIEe Prob >F
variacion
Clon 28 211.00804 0.0001
Edades 1 0.53218 0.6580
Clon x Edades 28 20.89217 0.0001
Error 232 2.70956
C.V. (%) 13.01311

Edades = Edad de la planta después de la siembra (128 y 142 dias)
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Intensidad de Esporulacion (IE)

El analisis de varianza para la IE (Tablas 6 y 7), mostraron
diferencias altamente significativa entre clones (Pr < 0.01), lo
cual demuestra que los clones presentan distintos grados de IE.
En general, los clones 389746.2, 393339.242 junto a las
variedades Alpha, Waych'a y Yungay mostraron mas del 100%
de esporulacién. La variedad Atzimba y los clones 393382.44
385556.4, 393280.82, 393280.64, 391696.96 presentaron
valores menores a 8% de esporulacion. Los clones 392661.18,
391002.6 y 392637.10, 392617.54, 393085.5 y 391011.17
mostraron valores intermedios de 11 a 54% de esporulacion.

La IE fue significativamente diferente a distintas edades de
inoculacion (Pr < 0.01). En general, a la edad de 130 dias, hubo
menor esporulacion (27%) que a los 64 dias (38%). La variedad
Alpha, los clones 391696.96, 393280.64 y 393280.82
presentaron menor esporulacién a los 130 dias de edad que a
los 64 dias, la variedad Atzimba, los clones 385556.4 y
393382.44 mostraron un minimo porcentaje de esporulacion el
cual no aumento con la edad.

La intensidad de esporulacion cambié significativamente con el
tiempo después de la inoculacion (Pr < 0.01), sin embargo este
avance no fue de la misma manera con cada clon (Pr < 0.01).
En general, a partir del cuarto al séptimo dia después de la
inoculacion, los clones mas susceptibles: 389746.2, 393339.242
y la variedad Waych’a (S), registraron una tasa de incremento
por dia de 18.20, 14.14 y 12.94% de esporulacién
respectivamente, mientras que los clones resistentes:
393280.82, 393280.64, 392661.18, 391696.96 y 392637.10,
presentaron un incremento de 2.19, 2.33, 3.16, 3.54 y 6.61% de
esporulacién/dia, respectivamente, no hubo incremento en los
clones 385556.4, 393382.44 y la variedad Atzimba (H).

Las diferencias encontradas entre clones, efecto de edad y
desarrollo de la IE con el tiempo coinciden con los resultados
encontrados sobre la base del TL (r=0.84) y RCL (r=0.61).
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Tabla 6. Andlisis de varianza para IE en foliolos provenientes de plantas in vitro

Fuentes de variacion  Grados de libertad X Prob > X2
Clon 28 11736.9 <.0001
Edades 1 47.77 <.0001
Clon x Edades 28 1633.63 <.0001
TDI 3 478.45 <.0001
Clon x TDI 84 649.69 <.0001
Edades x TDI 3 621.77 <.0001

Vvol. 16 (1)

Edades = Edad de la planta después de la siembra (128 y 142 dias) TDI = Tiempo de evaluacién después de la inoculacion

Tabla 7. Andlisis de varianza para IE en foliolos de plantas proveniente de tubérculos

Fuentes de variacion Grados de libertad X~ Prob > X2
Clon 28 18440.9 <.0001
Edades 1 0.01 0.9430
Clon x Edades 28 2525.60 <.0001
TDI 3 5042.45 <.0001
Clon x TDI 79 42557.1 <.0001

Edades = Edad de la planta después de la siembra (128 y 42 dias) TDI = Tiempo de evaluacion después de la inoculacion
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Las diferencias encontradas en la IE entre plantas provenientes
de cultivo in vitro y de tubérculos (r=0.70) en comparacion con
el TL (r=0.60) y RCL (r=0.48) (tabla 8), sugieren utilizar la IE por
el alto grado de confiabilidad, practicidad y facilidad de
evaluacion.

Tabla 8. Correlacion de los componentes de resistencia
RCL, TL e IE en plantulas in vitro y plantas proveniente de
tubérculos

IV-TL T-TL V- 1E T-IE IV-RCL T-RCL

IV-TL

T-TL 0.60**

V- 1E 0.84**  0.54*

T-IE 0.62**  0.69** 0.70**

IV-RCL  0.81**  0.52* 0.61** 0.44**
T- RCL 0.52**  0.92** 0.50** 0.63** 0.48**

** Altamente significativo al Pr<0.01, IV = Plantas provenientes de cultivos in vitro, T =
Plantas provenientes de tubérculos

Presencia de genes R, ro Rd

La poblacion LBr3 y los testigos fueron inoculados con el
aislamiento de una raza simple (raza 0) y una raza compleja
(P3) de P. infestans. Las variedades Chata Blanca, Alpha,
Waych'a, Yungay y los clones 391011.17, 391580.30,
392633.54, 392657.8, 392661.18, 393077.159, 393077.54,
393339.242, 393349.68, 393371.159, 393371.58, 393385.39 y
393385.47 mostraron reacciones compatibles con el aislamiento
(ausencia de genes R). Estos clones poseen genes menores (r).

Las variedades Roslin E.Buru, Atzimba y los clones 385556.4 y
393382.44 mostraron reacciones incompatibles con el
aislamiento (poseen genes R). En cambio, los clones 389746.2,
391002.6, 391696.96, 392617.54, 392637.10, 393085.5,
393242.50, 393280.57, 393280.64 y 393280.82 presentaron
resistencia residual (Rd) 6 de genes mayores vencidos.

El diferencial de raza Chata Blanca (testigo susceptible con
genes menores), presenté compatibilidad con los aislamientos y
el diferencial de raza Roslin E. Buru (testigo hipersensible con
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genes mayores), presentd incompatibilidad, con reacciones
hipersensibles.
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