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ABSTRACT

The objective of this work was to generate interspecific sexual hybrids resistant to P. infestans
by means of unilateral sexual polyploidization of fourteen advanced tetraploid potato clones and
, fourteen interspecific diploid hybrids from the groups Piurana (Solanum chiquidenum and S.
paucisecctum), Megistracroloba (S. sogarandinum) y Tuberosa (S. cajamarquense). From these
crosses, a total of 1812 hybrids, grouped in 64 families were generated.

Screening for late blight resistance was carried out under field conditions at Monobamba in
2012 using an alpha lattice design, 357 hybrids were selected by moderate to-high resistance
levels to late blight. However, the well-documented positive effect of sexual tetraploidization in
the resistance of the new hybrids seems to be accompanied by a worsening of pollen fertility.
Only, 186 hybrids showed moderate to high pollen, and can be used as male parent in future
crosses. The previous selected hybrids were characterized for their agronomic traits in field at
La Molina 2013. Traits of number and length of stolons and yield shows statistically significant
differences among cross combinations. Also, ploidy levels were estimated by counting the
number of chloroplasts. Congruent with the frequency of 2n pollen in the male parents, the 91%
of the hybrids were identified as tetraploids. Simultaneously, detached leaf assay with two
complex races of P. infestans, PCO055 and PCO002 were performed to evaluate late blight
reactions of hybrids selected, and to supplement large scale field testing for resistance to late
blight.

Finally, to verify late blight resistant levels, 231 hybrids were assessing under field infection at
Monobamba in 2014, selecting 155 clones with proven moderate to high resistance.

This is the first report of successful use of distant wild relative species from groups mentioned
above for introgression of late blight resistance in the genetic background cultivated using

unilateral sexual polyploidization.

Keywords: potato, late blight, wild species, unilateral sexual poliploidization.



RESUMEN

Esta investigacion consistié en la generacién de hibridos interespecificos con resistencia a P.
infestans, a partir de cruzamientos entre catorce clones élite tetraploides, y catorce hibridos
interespecificos diploides derivados de los grupos silvestres, Piurana (S. chiquidenum y S.
paucisecctum), Megistracroleba (S. sogarandinum) y Tuberosa (S. cajamarguense); Se
generaron 1812 hibridos, agrupados en 64 familias.

Después de un primer tamizado bajo un disefio alfa latice en la localidad de Monobamba, 2012,
se seleccionaron 357 hibridos que posefan valores en el rango de altamente a moderadamente
resistentes. Los hibridos seleccionados se caracterizaron agronémicamente, en un campo de La
Molina, 2013. Las variables de nimero y longitud de estolones y rendimiento presentaron
diferencias estadisticas significativas entre las distintas combinaciones de cruzamientos.
También, se estimé el nivel de ploidia por conteo de cloroplastos, de un total de 355 hibridos
evaluados, el 91 por ciento son tetraploides. En relacion a la fertilidad, solo 186 hibridos
presentaron alta a moderada viabilidad de polen. Simult4neamente, muestras de hojas de los
hibridos seleccionados se evaluaron con dos aislamientos complejos de P. infestans, PCO055 y

PCO002, a fin de complementar las pruebas en campo.

Finalmente, se realizé un segundo tamizado en campo en la localidad de Monobamba, 2014,
para verificar los niveles de resistencia de los hibridos, selecciondndose 155 hibridos que

poseian valores de resistencia en el rango de alto a moderadamente resistentes.

Este es el primer reporte de utilizacién exitosa de especies de los grupos mencionados para la
incorporacién de resistencia a tizén tardio en el fondo genético cultivado, utilizando la

poliploidizaci6n sexual unilateral.

Palabras clave: papa, tizon tardio, especies silvestres, poliploidizacion sexual unilateral.



Fab.

KIPF2

o/
INDICE GENERAL
ABSTRACT
RESUMEN
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
iNDICE DE ANEXOS
L INTRODUCCION 1-3
1 REVISION DE LITERATURA 4-30
2.1 Clasificacion Taxondémica de Solanum 5
2.2 Especies silvestres de Solanum 5-8
2.2.1 Grupo Piurana 7-8
2.2.1.1 Solanum chiquidenum 7
2.2.1.2 Solanum paucissectum 7-8
2.2.2 Grupo Tuberosa 8
2.2.2.1 Solanum cajamarquense 8
2.2.3 Grupo Megistracroloba 8
2.2.3.1 Solanum sogarandinum 8
2.3 Barreras para la Hibridacion 10-13
2.3.1. Hibridos interespecificos diploides con resistencia a tizébn  13-14
tardio.
2.4 Tipos de Citoplasma. i5-16
2.5 Polen. 17

2.6 Gametos no reducidos. 17-20



2.7 Poliploidizacion Sexual.
2.7.1 Poliploidizacion Sexual Unilateral.
2.8 Phytophthora infestans.

2.9 Resistencia a Phytophthora infestans

MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de Ejecucion
3.2 MATERIALES
3.2.1 Materiales Bioldgicos
3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Disefios Experimentales
3.3.1 1. Viabilidad del polen
3.3.1.2. Cruzamientos

3.3.1.3 Evaluacioén de la resistencia a P. infestans de los hibridos
generados mediante tamizado en campo bajo infeccién natural,
utilizando un disefio aifa latice con dos repeticiones.

3.3.1.4 Evaluacién Morfo-agronémica de los hibridos seleccionados
utilizando un disefio alfa latice con dos repeticiones.

3.3.1.4.1 Variables Morfo-agronémicas.
3.3.1.5 Conteo de cloroplastos.

3.3.1.6 Prueba de hojas sueltas utilizando dos aislamientos de P.
infestans.

3.3.1.7. Evaluacién de la resistencia a P. infestans de 1os hibridos
seleccionados mediante tamizado en campo bajo infeccion natural,
utilizando un disefio alfa ldtice con tres repeticiones.

3.3.2 Analisis estadistico
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Cruzamientos.
4.1.1 Cruces con hibridos del Grupo Piurana (Hyb chg € Hyb pcs).

4.1.2 Cruces con hibridos del Grupo Tuberosa (Hyb ¢jm).

20-21
21-22
23.27
27-30
31-46
31
31-32
31-32
3245
3
32.33
33-34
35-38

39-42

39-42
42-43

43-44

44-45

45

47-91

47-54
48
48



4.1.3 Cruces con hibridos del Grupo Megistracroloba (Hyb sgr).
4.1.4 Germinacion de hibridos.
4.1.5 Hibridos en campo.

4.2 Evaluacion de la resistencia a P. infestans de los hibridos mediante
tamizado en campo bajo infeccion natural, utilizando un disefio alfa
con dos repeticiones (Monobamba, 2012).

4.3 Evaluacidn agrondémica de los hibridos seleccionados utilizando un
disefio alfa-latice con dos repeticiones (La Molina, 2013).

4.4 Viabilidad de polen de los hibridos seleccionados.
4.5 Conteo de cloroplastos.
4.6 Prueba de hojas sueltas (DLA).

4.7 Evaluacion de la resistencia a P. infestans de los hibridos
seleccionados, mediante tamizado en campo bajo infeccidon natural,
utilizando un disefio alfa-latice con tres repeticiones (Monobamba,
2014).

CONCLUSIONES.
RECOMENDACIONES.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.
ANEXOS.

49
52-53
54

54-64

64-71

71-73
74-76
76-80
81-91

92-93
94
95-112
113-120



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3
Tabla 4
Tabla 5
Tabla 6

Tabla 7
Tabla 8
Tabla 9.

Tabla 10
Tabla 11
Tabla 12

Tabla 13

Tabla 14

INDICE DE CUADROS

Resistencia de las especies silvestres de Solanum (Grupo
Piurana, Megistracroloba y Tuberosa) frente a diferentes
enfermedades.

Asignacion de especies con EBN desconocidos mediante

cruzamientos con especies que poseen EBN estandares.

Nomenclatura del tipo de citoplasma.
Escala de viabilidad de polen
Escala para determinar la ploidia en papa

Comportamiento de los cruces seglin la procedencia de ambos
parentales, indicando el numero de parentales involucrados,
polinizaciones, nimero de semillas.

Comportamiento de los cruzamientos 4x x 2x.
Germinacion por tipo de cruzamiento 4x % 2x.

Valores promedio de temperatura (T°C), porcentaje de humedad
relativa (HR%), radiacién fotosintéticamente activa (PAR) y
precipitacion (mm) en los meses en que se desarrollo el
experimento en campo, Monobamba 2012.

Andlisis de variancia para las variables AUDPC, RAUDPC y
SAUDPC en un diseiio alfa litice, Monobamba 2012.

Valores promedio de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC de los
parentales e hibridos agrupados por tipo de cruce.

Resumen de los individuos seleccionados después de la
evaluacioén en campo, agrupados por tipo de cruce.

Andlisis de variancia para las variables agrondmicas evaluadas
(uniformidad, vigor, namero de estolones y longitud de
estolones) en campo, La Molina 2013.

Promedio de niimero y longitud de estolones de los parentales 4x
y los hibridos en campo, La Molina 2013.

11

16
33
42
47

50
53
55

56

64

65

66



Tabla 15

Tabla 16
Tabla 17
Tabla 18
Tabla 19
Tabla 20

Tabla 21

Tabla 22

Tabla 23.

Tabla 24.

Andlisis de variancia para [as variables agrondmicas evaluadas
(peso total de tubérculos, nimero total de tubérculos y
rendimiento) en campo, La Molina 2013.

Promedios de peso de tubérculo (kg), nimero total de tubérculos
y rendimiento (kg/plt) en los hibridos y los parentales 4x.

Rango de viabilidad de polen de los hibridos seleccionados
luego del primer tamizado en campo.

Evaluacion de reaccion de los hibridos seleccionados a dos
aislamientos complejos mediante prueba de hojas sueltas.

Reacciones de Compatibilidad (C) /Incompatibilidad (I) de los
testigos utilizados en la prueba de hojas sueltas (DLA).

Andlisis de variancia combinado de porcentaje de lesion de los
hibridos con los dos aislamientos complejos.

Valores promedio de temperatura (T°C), porcentaje de humedad
refativa (HR%), radiacion (PAR) y precipitacion (mm) en los
meses en que se desarroll6 el experimento en campo,
Monobamba 2014.

Anilisis de variancia de las variables AUDPC, RAUDPC y
SAUDPC en un disefio alfa latice, Monobamba 2014.

Consolidado del promedio y rango de valores de AUDPC,
dependiendo del tipo de cruce.

Resumen de los individuos seleccionados después de la
evaluacién en campo Monobamba 2014, agrupados por tipo de
cruce.

67

68

78

79

80

81

83

84

89



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10.

Figura 11

INDICE DE FIGURAS

\-

~ Distribucién geogréfica de las especies silvestres del Grupo

Piurana (S. paucissectum y S. chiquidenum), Megistracroloba
(S. sogarandinum) y Tuberosa (8. cajamarquense).

Distribucién de los valores de AUDPC (A) de los genotipos
silvestres de S. sogarandinum, S. chiquidenum, S.
cajamarquense y S. paucissectum, evaluados bajo infeccion
natural en dos localidades endémicas, Comas y Oxapampa,
Junin-Perd, 2008.

Ploidia del embrién y del endospermo, el ratio del EBN del
parental femenino y masculino en el endosperma hibrido
después de cruzamientos intra (inter) EBN entre especies de
Solanum que difieren en ploidia y EBN.

Distribucion de los valores de AUDPC (A) de los hibridos
interespecificos diploides provenientes de rescate de embriones
(Hyb chq, Hyb ¢jm, Hyb pcs e Hyb sgr, evaluados bajo
infeccion natural en dos localidades endémicas, Monobamba y
Oxapampa, Junin-Pert, 2008.

Relaciones del tipo de citoplasma en la especies de Solanum.

Representacion esquemdtica del proceso meidtico y los tres
mecanismos de restitucion meiotica.

Observacién de gametos no reducidos (polen 2n), sefialados por
una flecha, a un aumento de 200x.

Relaciones gendmicas en la formacion de un embrioén hibrido
producto de un cruzamiento 4x x 2x.

Ciclo de vida de Phytophthora infestans.

Tridangulo que muestra las relaciones involucradas para que se
produzca la enfermedad en papa.

Campo experimental de hibridos diploides interspecificos de S.
tuberosum al final de la infeccién con P. infestans, se observa la

13

14

15

19

20

21

23
26

27



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

presencia de algunas plantas moderadamente resistentes.

Procedimiento de generacion de hibridos interespecificos
provenientes de especies silvestres con resistencia a P.
infestans. Se presenta dentro de corchetes ([ ]) de color azul
todo lo que incluye la presente tesis.

Monitoreo de T °C y HR % durante la duraciéon del
experimento en campo de evaluacidn de resistencia a P.
infestans. Monobamba 2012.

Distribucion de los valores de AUDPC segun el tipo de cruce y
los parentales correspondientes. Monobamba 2012.

Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
chiquidenum.

Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
paucisecctum

Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
cajamarquense.

Distribucion de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S
sogarandinum.

Distribucion de frecuencias de los valores de rendimiento
(kg/plt) de los parentales 4x y los hibridos agrupados por tipo
de cruce.

a) Moderada viabilidad de polen, perteneciente a un hibrido
HER-44.7 (=AdvClones x Hyb c¢jm); b) Tétradas estériles,
pertenecientes a los hibridos de la familia HER-24-111
(=AdvClones x Hyb chg).

a) Individuo HER-18.76 (=AdvClones x Hyb chg) con 11
cloroplastos en la célula guarda, corresponde a un triploide; b)
Individuo HER-18.36 (=AdvClones X Hyb chg) con 13
cloroplastos en la célula guarda, corresponde a un tetraploide.

Histograma de distribucion del nivel de ploidia de los hibridos
evaluados agrupados por tipo de cruce.

46

55

59

61

62

63

69

72

75

76



Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Evaluacion de hojas sueltas de la cepa PCO055 en los hibridos
HER colectados de campo LM2013.

a) Reaccion incompatible (I), y b) reaccion compatible (C) en

los hibridos provenientes del cruce “AdvClones x Hyb chg”.

Monitoreo de T °C y HR % durante el experimento en campo
de evaluacion de resistencia a P. infestans. Monobamba 2014.

Distribucién de los valores de AUDPC segun el tipo de cruce y
los parentales correspondientes; Monobamba 2014.

Distribucion de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
chiquidenum. '

Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S
paucissectum

Distribucion de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
cajamarquense.

Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las
familias que tienen como donante a los hibridos de S.
sogarandinum.

76

77

82

85

86

87

88



Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3

Figura 1
Figura2
‘Figura 3

Figura 4

INDICE DE ANEXOS

Lista de los parentales femeninos utilizados
Lista de parentales masculinos utilizados
Listado de los hibridos seleccionados al final del experimento

Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados
por resistencia a P. infestans, proveniente de la fuente S.
chiguidenum..

Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados
por resistencia a P. infestans, proveniente de 1a fuente S
paucissectum,

Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados
por resistencia a P. imfestans, proveniente de la fuente S
cajamarquense

Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados
por resisiencia a P. infestans, proveniente de la fuente S
sogarandinum.

113
114
117-120
115

115

116

116



L. INTRODUCCION

La papa {Solanum tuberosum) es uno de los cultivos alimenticios, de mayor produccién
en el mundo, alcanzando 352.4 millones de toneladas y cubriendo aproximadamente 19.81
millones de hectéreas cultivadas en el afio 2012 (FAOSTAT, 2013).

El tizdn tardio causado por el comiceto Phytophthora infestans, es la principal enfermedad
que afecta al cultivo de la papa a nivel global, provocando dafios econdémicos significativos
(Glass et al., 2001, Hijmans et al., 2000; Swiezynski y Zimnoch-Guzowska., 2001), con un
impacto equivalente a § 3.5 mil millones de pérdidas al affo en paises en vias de desarrollo
(White y Shaw, 2010).

El uso de cultivares resistentes al tizon tardio es importante en la reduccion de los costos de
produccion, por lo que constituye una de las metas mas perseguidas en el mejoramiento
genético de la papa (Cooper-Bland ez al., 1996). El Centro Internacional de la Papa (CIP),
ha iniciado desde hace muchos afios investigaciones para combatir esta importante
enfermedad, contando en su Banco de Germoplasma con cerca de 1500 accesiones, de
aproximadamente 152 especies silvestres (A. Salas, comunic. personal). Esta diversidad
contiene un inexplorado nivel de resistencias y tolerancias a distintas enfermedades y/o

plagas.

El flujo de genes entre las especies cultivadas y silvestres es limitado por barreras de
hibridaciént internas (Ramon y Hanneman, 2002) que pueden ser pre zigbticas o post
zigbticas. Algunas son atribuidas a fallas en la embriogénesis debido a incongruencias en
los genomas parentales (Lester y Kang, 1998). Estas barreras de incompatibilidad existen
para mantener a integridad del genoma de especies simpétricas (Dinu ef al., 2005; Lied et
al., 1996). Sin embargo, la utilizacion de cruces interespecificos es una herramienta ttil
para la introgresion de caracteres de interés en el fondo genético cultivado. Basado en este
conocimiento, la manipulacién de la biologia reproductiva de los genotipos silvestres de

papa, provee una buena estrategia para el mejoramiento de la papa cultivada



En los ultimos afios han surgido tecnologias moleculares para la modificacién de
genomas, incluyendo generacion y uso de haploides, utilizacion de gametos no
reducidos (2n); la transformacién genética, la insercion de secuencias mediante la
ingenierfa genética, como la transgénesis, la cisgénesis e intragénesis; tecnologias para
la edicién de genomas, como las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), nucleasas tipo
activadores de transcripcion (TALE), nucleasas de secuencias palindrémicas repetidas
inversas (CRISPR-Cas), la metilacion de ADN dependiente de ARN, la genética
inversa, etc. (Lusser et al., 2012; Mussolino y Cathomen, 2012; Rommens et al., 2007;
Townsend et al., 2009; Tzfira et al., 2012; Wijnker et al., 2012). La aplicacién
complementaria de estas herramientas genémicas impulsaran las ganancias genéticas
obtenidas por los programas de mejoramiento al facilitar la identificacién de la base
molecular para la resistencia a las diferentes enfermedades que afectan al cultivo y otras

caracteristicas de interés. .

Las técnicas de manipulacién genética seguirdn siendo parte esencial en el
mejoramiento de la papa, y el uso de especies silvestres como fuentes de resistencia en
programas de mejoramiento serdn cada vez més importante para el control de las

principales enfermedades y/o plagas (Pérez-de-Castro et al., 2012, Chauvin, 2003).

El premejoramiento genético de S. tuberosum para resistencia a P. infestans, genera
nuevos materiales de papa para ser utilizados como progenitores en futuras
hibridaciones; esto permitird ampliar la base genética de la papa y, asimismo, reducira la
dependencia de los agricultores a los fungicidas, y consecuentemente, las pérdidas

causadas por el tiz6n tardio.

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de incorporar nuevas
fuentes de resistencia a Phytophthora infestans en poblaciones avanzadas de papa del
Centro Internacional de la papa (CIP) mediante hibridacion interespecifica utilizando

gametos no reducidos. Los objetivos especificos de esta investigacion fueron:



Generar hibridos interespecificos a partir de cruzamientos 4x x 2x.

Evaluar la resistencia a P. infestans de los hibridos generados bajo condiciones
de infeccion natural en campo.

Evaluar agronémicamente a los hibridos selécciohados.

Evaluar la viabilidad de polen de los hibridos seleccionados. Evaluar la ploidia,
mediante conteo de cloroplastos, de los hibridos seleccionados.

Evaluar mediante una prueba de hojas sueltas, utilizando dos razas complejas de
P. infestans, a los hibridos seleccionados.

Evaluar la resistencia a Phyfophthora infestans de los hibridos seleccionados

bajo condiciones de infeccion natural en campo.



II. REVISION DE LITERATURA

La papa cultivada, Solanum tuberosum, es una planta dicotiledénea y tetraploide
(2n=4x=48), es decir tiene cuatro sets de cromosomas similares (donde “n” es el nlimero
gamético y “x” es el niimero basico). Asimismo, posee una serie poliploide, que
comprende especies silvestres y cultivadas; alrededor del 70 por ciento de las especies
silvestres son diploides (2n=2x=24), las restantes especies son poliploides, sobre todo
en el nivel tetraploide (2n=4x=48) o hexaploide (2_n=6x=72) (Spooner et al., 2008).

Existen dos grandes grupos importantes en el Mejoramiento Genético: el Grupo
Andigena, que se cultiva a lo largo de los Andes, desde 2.000 hasta 4.000 m.s.n.m, y
adaptado a condiciones de dias cortos, y el Grupo Tuberosum, adaptado a condiciones
de dias largos y por lo tanto mas ampliamente cultivados en las regiones templadas
(Spooner et al., 2007).

Otros grupos, diploides de papa, como Stenotomum y Phureja también se cultivan y
utilizan como fuente de diversidad genética. Huamén y Spooner (2002) incluyeron a la
subsp. Goniocalyx dentro del grupo Stenotomum, mientras que el grupo Phureja, fue

clasificado en un grupo diferente debido a su ausencia de dormancia.

La taxonomia de las especies de Solanum seccién Petota: Solanaceae se complica a
causa de la introgresion, la hibridacidn interespecifica, la auto- y alopoliplodia, la
compatibilidad sexual entre ellas, ademas de la posible divergencia reciente, la
plasticidad fenotipica y la consecuente gran similitud morfologica entre las especies.

Estas complicaciones bioldgicas han llevado a la discordancia de los diferentes

taxénomos (Ovchinnikova ef al., 2011).



2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE SOLANUM

Segiin la clasificacion de Hawkes (1992), las especies de Solanum se agrupan de la

siguiente manera:

Divisién: Faner6gama
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Simpétala
Seccidn: Anisocarpeas
Orden: Tubiflorineas
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Seccién: Petota

Series: 18 series

Especie: 8 especies cultivadas y aprox. 152 especies

silvestres.

2.2 ESPECIES SILVESTRES DE SOLANUM

Muchas de las especies silvestres de Solanum, en este caso las que conforman
_los grupos Piurana (S. chiguidenum y S. paucissectum), Megistracroloba (S.
sogarandinum) y Tuberosa (S. cajamarquense) poseen caracteristicas de resistencia a

distintas enfermedades (Tabla 1).



Tabla 1. Resistencia de las especies silvestres de Solanum (Grupos Piurana, Megistracroloba y

Tuberosa) frente a diferentes enfermedades.

Enfermedad Tizén tardio  Enrollamiento dela Podredumbre blanda  Marchitez
(P. infestans) hojadela papa  (Erwinia carotovora) (Verticillum spp)

ente causal)

(virus PLRYV)
Especies

S. chiquidenum (chq) X X X

S. paucissectum (pcs) X X
S. sogarandinum (sgr) X
S. cajamarquense (cjm) X

FUENTE: modificado de Ochoa, 2004.
b
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Figura 1. Distribuci6én geogréfica de las especies silvestres del Grupo Piurana (S. chiquidenum 'y

S. paucissectum), Megistracroloba (S. sogarandinum) y Tuberosa (S. cajamarquense).

FUENTE: Elaboraci6n propia.



2.2.1. GRUPO PIURANA

La literatura revela que no existen experimentos extensivos de cruzabilidad entre
especies cultivadas y especies silvestres de la serie Piurana, a pesar del potencial que

presentan las especies que la conforman.

Entre estas tenemos:

2.2.1.1 Solanum chiquidenum (chq)

Se encuentra distribuida tanto en el departamento de La Libertad como Cajamarca,
alrededor de los 3200 m.s.n.m. Es una planta erecta, alta y estolonifera, sus tubérculos

son pequefios redondos o ligeramente comprimidos y moniliformes (Ochoa, 2004).

En el CIP se han evaluado 40 genotipos de 2 accesiones (CIP 761870 y CIP 762573),
los genotipos de ambas accesiones exhibieron altos niveles de resistencia a P. infestans
en campo. Perez et al. (2001) informaron la probable presencia de resistencia

cuantitativa en estos genotipos.

2.2.1.2. Solanum paucissectum (pcs)

Posee una distribucién muy restringida, concentrandose en la Provincia de
Huancabamba en el Departamento de Piura; alrededor de los 2600 a 3360 m.s.n.m. La
planta es erecta, a veces arrosetada hacia la base y el tallo es cilindrico y glabro. Flores
lilas y bayas conicas u ovoides, de color verdé oscuro con jaspes reticulados Posee

estolones largos y los tubérculos son moniliformes, redondos y blancos. (Ochoa, 2004).

En el CIP se han evaluado 40 genotipos de tres accesiones (CIP 762124, CIP 762125 y
CIP 762126). Los genotipos pertenecientes a la accesion CIP 762124 mostraron una
distribucion normal de resistencia en dos ambientes (Comas, Junin y Oxapampa, Pasco).
Los genotipos de la accesion CIP 762125 exhibieron valores de resistencia muy
cercanos a los controles utilizados como resistentes y moderadamente resistentes
cuando se evaluaron en Comas con respecto a su comportamiento en la localidad de

Oxapampa, Pasco.



Finalmente, con respecto a la accesion CIP 762126, algunos genotipos resuitaron

mds resistentes que el control mas resistente en ambos ambientes (Figura 2).

2.2.2. GRUPO TUBEROSA

2.2.2.1. Solanum cajamarquense (cjm)

Se encuentra distribuida en los valles interandinos alrededor de los 2000 a 2600
m.s.n.m. Es una planta erecta, densamente pilosa en todas sus partes, pelos blancos-
plateados, tallo recto, de color verde claro. Flores blancas y bayas redondas,. de color
verde claro con algunos jaspes verticales verdes-violaceos. Estolones muy largos y
tubérculos moniliformes, redondos u ovalados. Es por si sola una especie. inica y

exdtica sin estrechas afinidades con ninguna otra (Ochoa, 2004).

En el CIP se han evaluado y observado niveles de resistencia prometedores en 40
genotipos de dos accesiones de S. cajamarquense (CIP 762616 y CIP 762619); la
mayoria de los genotipos mas resistentes que el control moderadamente resistente
pertenecieron a la accesién CIP 762619. Los 36 genotipos de la accesién CIP 762620,
presentaron una distribucién normal en los valores de resistencia; los genotipos que
componen esta accesién presentan la reaccion de resistencia mas uniforme a P. infestans

con respecto a todas las especies mencionadas.

2.2.3. GRUPO MEGISTACROLOBA
2.2.3.1. Solanum sogarandinum (sgr)

Distribuida alrededor de los 3000 a 4050 m.s.n.m en los departamentos de Ancash,
Huéanuco, La Libertad y Cajamarca al norte del Pert. Es una planta arrosetada con
entrenudos cortos. Bayas redondas de color verde claro con jaspes marrones claros. En
el CIP se ha evaluado 14 genotipos de la accesion (CIP 761586), la cual exhibi6 niveles

moderadamente resistentes en dos ambientes.



Finalmente, en estudios posteriores en CIP, se re evaluaron los 40 genotipos de
cada una de las dos accesiones de S. chiquidenum (CIP 761870 y CIP 762573,
respectivamente), tres accesiones de S. cajamarquense (CIP 762616, CIP 762619 y CIP
762620, con 40, 40 y 36 genotipos, respectivamente), 3 accesiones de S. paucissectum
(CIP 762124, CIP 762125 y CIP 762126, con 40, 39 y 40 genotipos, respectivamente)
(CIP, sin publicar) (Figura 2}
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Figura 2. Distribucion de los valores de AUDPC (A} de los genotipos silvestres de S
sogarandinum (sgr), 8. chiquidenum (chq), S. cajamarquense (cjm) y S. paucissectum (pcs),
evaluados bajo infeccion natural en dos localidades endémicas, Comas y Oxapampa, Junin-
Pert, 2008.

FUENTE: Elaboracién propia



2.3. BARRERAS PARA LA HIBRIDACION

El flujo génico entre las diferentes especies de Solanum esta limitado por barreras de

hibridacién que pueden ser internas o externas.

Las barreras de hibridacion externas pueden ser: aislamiento geogréfico, floracién no
simultinea, adaptacion a nichos ecologicos diferentes, etc. (Moyle, 2007). Las barreras
de hibridacion internas, han sido clasificadas en 2 grupos: las pre zigéticas, en el caso de
Solanum actian a niveles polen-estilo, en éstos casos los granos de polen se detienen en
el estilo (Camadro et al., 2004, Ispizia er al, 1999; Jackson y Hanneman, 1999;
Raimondi y Camadro, 2003), y los post zigéticas, que inducen una disfuncién en el
desarrollo normal del endospermo, el cual sera incapaz de proveer suficiente alimento al

embrién hasta que haya alcanzado un estadio cotiledoneo maduro.

Para superar las barreras post zigéticas varios autores han utilizado la técnica de doble
polinizaciéon seguida de rescate de embriones de ser el caso (Iwanaga et al., 1991;

Ramon y Hanneman, 2002; Samitsu y Hosaka, 2002; Singsit y Hanneman, 1991)

Sin embargo hay que recordar que estas efectivas barreras de incompatibilidad existen
para mantener la integridad del genoma entre las especies simpétricas (Dinu et al., 2005;
Liedl et al., 1996).

Adicionalmente, existen otros mecanismos que regulan la formacién exitosa de semilla
hibrida. Asi, Johnston y Hanneman (1980) propusieron que los factores genéticos
contribuidos por los gametos maternos y paternos en el endosperma tendrian una
proporcién 2:1 (llamado El Numero de Balance del Endospermo o EBN, por sus siglas
en inglés), también conocido como la ploidia efectiva de las especies de Solanum y éste
seria necesario para el desarrollo normal de la semilla hibrida (Carputo y Barone, 2005;
Carputo et al., 1999; Ortiz y Ehlenfeldt, 1992; Ramon y Hanneman, 2002). Ef EBN no
es equivalente a la ploidia cromosdmica, ya que a cada especie se le atribuye un numero
de EBN diferente (puede ser 1, 2 0 4) (Smith y Desborough., 1986), y es asignado luego

de cruzamientos con genotipos estandares (Tabla 2).
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Estudios posteriores acerca del control genético del EBN en Solanum, sugirieron
que el EBN es controlado por tres genes no ligados que funcionan como un sistema tipo

umbral (Ehlenfeldt y Hanneman 1988; Johnston y Hanneman 1996).

Cuando no se producen gametos 2n, el balance en la proporcion del EBN es obtenida
solo si los parentales (masculino y femenino) tienen un mismo EBN (Carputo e? al.,
1998); de tal manera, el EBN representa un fuerte mecanismo de aislamiento en
Solanum. Asi, las especies diploides con un EBN=1, se aislan sexualmente, debido a
que los cruzamientos con haploides de S. tuberosum (tbr) (2n=24, EBN=2) y otras
especies diploides con EBN=2, fallan debido a un cociente desequilibrado del EBN en

el endospermo hibrido.

Tabla 2. Asignacién de especies con EBN desconocidos mediante cruzamientos con especies

que poseen EBN estandares
EBN desconocido EBN Resultado Conclusion
estindar
I AP 2x (2EBN) falla - “A® o5 dx (4EB
x 4x (4EBN) 4x es 4x (4EBN)
2x (2EBN) 3x
4 “B” 173 3 4 2
X 4x (4EBN) falla B es 4x (2EBN)
2% “C> 2x (2EBN) 2x “C” es 2x (2EBN) con gametos
- 4x (2EBN) 3x, 4x 2n
2% “D” 2x (2EBN) 4x “D” es 2x (2EBN) con gametos
4x (4EBN) falla 2n
ccans 2x (2EBN) falla s
2x “E 4x (4EBN) falla E” puede ser 2 x(1EBN)

FUENTE: Modificado de Ortiz y Ehlenfed, 1992.

11



No obstante, se han reportado algunos éxitos inesperados en el desarrollo de la
semilla hibrida en cruces inter-EBN, indicando que pueden deberse a la incompleta
penetrancia del requerimiento de la proporcién del EBN, a inusuales eventos de
fertilizacion, o a la endomitosis del nticleo polar (Johnston y Hanneman, 1996),
mientras que Massuelli y Camadro (1997) interpretan que estos éxitos inesperados se

deben a una segregacion para el EBN.

Aun asi, otros problemas de cruzabilidad se presentan a pesar de que ambos
progenitoreé tienen la misma ploidia y EBN. Por tanto, el EBN parece ser iﬁéuﬁciénte
para explicar cuando, después de cierta etapa el desarrollo del embri6n se detiene; sélo
seria parte de un sistema mds complejo de barreras interespecificas (Masuelli y
Camadro, 1997).

Se han empleado diversas técnicas para superar las barreras inter-EBN en Solanum;
Singsit y Hanneman (1991) emplearon el cultivo in vitro de embriones para superar las
barreras del EBN de S. chancayense que posee EBN=1 (2n=2x=24); Watanabe et al.
(1992, 1995) para lograr la introgresion del germoplasma de S. acaule (2n=4x=48) que
posee un EBN=2, con las especies diploides que poseen EBN=1: S. brevidens, S.

etuberosum 'y S. fernandezianum.

Conocer las barreras a la hibridacién existentes en papa y los niveles a las que actian,
permiten a los mejoradores planificar la estrategia a seguir para conseguir hibridos
presumiblemente dificiles, disponiendo de un mayor acervo genético para la mejora del

cultivo.

12



o g
¥ Parental GParental Ploidiade  Ploidia del

. N: JEBN
femenino masculino embrién endospermo FEBN: JEB

S. tuberosum, 4x (A4EBN) X S andigena, 4x (AEBN)

4x 6x 2:1 (éxito)
5. tuberosum, 4x (4EBN) X
4x 6x 4:1 (falla)
S. tuberosum, 4x (4EBN) X
3x 5x 4:1 (falla)
4x 6x 2:1 (éxito)

Figura 3. Ploidia del embrién, del endospermo y el ratio del EBN del parental femenino y
masculino en el endosperma hibrido después de cruzamientos intra (inter) EBN entre especies

de Solanum que difieren en ploidia y EBN.

FUENTE: Carputo y Barone, 2005.

2.3.1 Hibridos interespecificos diploides con resistencia a tizén tardio.

El programa de mejoramiento del CIP encontrd dificultades para obtener hibridos
interespecificos de genotipos diploides cultivados de los grupos Phureja (S. phureja) y
Stenotomum (S. stenotomum y S. goniocalyx) y genotipos diploides silvestres del Grupo
Piurana (S. paucissectum y S. chiquidenum) y Tuberosa (S. cajamarquense). La doble
polinizacién seguida del cultivo in vitro de pro-embriones result6 exitosa para rescatar
embriones inmaduros provenientes de cruzas en las cuales los embriones no lograban su

desarrollo completo. Al rescatarlos fue posible, por lo tanto, obtener genotipos, que
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fueron evaluados para las caracteristicas de interés (Ordofiez, 2008). La progenie
obtenida de los cruces interespecificos se evalué por su nivel de resistencia al tizén
tardio en dos localidades endémicas (Figura 4); obteniéndose 166 genotipos resistentes
agrupados por su genealogia (Hyb chg, Hyb ¢jm, Hyb pcs € Hyb sgr, 71, 71,22 y 2,
respectivamente), éstos se evaluaron por caracteristicas agronémicas promisorias (CIP,

sin publicar).
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Figura 4. Distribucién de los valores de AUDPC (A) de los hibridos interespecificos diploides
provenientes de rescate de embriones (Hyb chg, Hyb ¢jm, Hyb pcs e Hyb sgr, evaluados bajo
infeccion natural en dos localidades endémicas, Monobamba y Oxapampa, Junin y Pasco, Pert,
2008.

FUENTE: Elaboracién propia

Se confirmé la naturaleza hibrida de los 166 hibridos resistentes, utilizando dos
marcadores microsatélites (SSR) (Quispe, 2009). De los hibridos confirmados se evalué
la presencia de gametos no reducidos (en este caso polen 2n) para determinar aquellos
con los valores mas altos (Anexo 1, tabla 2), para ser utilizados como parentales en

experimentos posteriores.
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2.4 TIPOS DE CITOPLASMA

El ADN citoplasmaético, se encuentra presente en cloroplastos y mitocondrias, y se

caracteriza porque es de herencia materna y con una nula contribucion paterna.

La combinacion de la relacion del tipo de ADN del cloroplasto (ctDNA) con el tipo

mitocondrial (mtDNA), es lo que se denomina tipo citoplasmatico.

Hosaka (1986) distinguié 7 tipos diferentes de haplotipos cloroplasticos de una

seleccion de especies silvestres y cultivadas (Figura 5), concluyendo:

e T, restringido a S. tuberosum ssp. tuberosum. .

e A, caracteristico de S. tuberosum ssp. andigena y S. maglia.

e S, encontrado en S. goniocalyx, S. phureja, S. stenotomun, S. chaucha y una
accesion de subspecie andigena.

e C, presente en S. acaule, S. bukasovii, S. canasense, S. multidissectum y S.
Juzepczukii.

e W, presente en especies silvestres y se considera el tipo mas primitivo.

(Van den Berg y Jacobs, 2007)

Centrat Andes of Peru domestication

Wild species stenotomum andigena

RAEuropesn
tuberogum

Figura 5. Relaciones del tipo de citoplasma en la especies de Solanum
Nota: Tamafio de circulos equivale al porcentaje de genotipos que presentan el tipo de citoplasma

mencionado.

FUENTE: adaptado de Hosaka y Hanemann (1988).
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Finalmente, Hosaka y Sanetomo (2012) propusieron una nueva nomenclatura,

identificando seis tipos de citoplasma (Tabla 3):

Tabla 3. Nomenclatura del tipo de citoplasma.

Tipo de

s . ¥
Citoplasma Descripcién Nota
M Tipo materno o tipo ancestral de papas cultivadas. Cle
Derivado de S. phureja en el pool genético de la papa-
P . S/e
cultivada.
A Tipo més frecuente en S. tuberosum ssp. andigena. Ale
\' Presente en especies silvestres. W/a, W/y o W/§
T Tipo mas frecuente en S. tuberosum ssp. tuberosum. T/8
Derivado de S. demissum en el pool genético de la
D . W/a
~_papa cultivada.

¥Posible combinacién de DNA cloroplastico/mitocondrial.

FUENTE: Hosaka y Sanetomo (2012).

Los citoplasmas de tipo P y A son tipos de citoplasma relativamente distintos dentro de
los citoplasmas de tipo M y W, respectivamente, cada uno de los cuales tiene diversas

variaciones citoplasméticas (Hosaka y Sanetomo, 2009; Sanetomo y Hosaka, 2011).

Para el caso del tipo mitocondrial (mtDNA), se han descrito cinco tipos: a, f, v, 8, y €
(Loss et. al., 1999).

El citoplasma T/B es el mas predominante en la papa cultivada. Tanto en el tipo de
citoplasma T/B como en el W/y, la esterilidad se caracteriza por anormalidades visibles,
como la no formacién de polen, o varias anormalidades en las anteras. Por otro lado, el
tipo de citoplasma W/a produce abundante polen de apariencia normal sin embargo no

es funcional (Hosaka y Sanetomo, 2012).

Actualmente la nomenclatura de Hosaka y Sanetomo (2012) es la que se emplea en los

estudios de diversidad citoplasmética.
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2.5. POLEN

La cantidad y calidad de polen producido por flor es un componente fundamental en
las investigaciones relacionadas a la cruzabilidad. La calidad del polen se correlaciona
con la viabilidad de éste, es decir, a la proporcion de los granos de polen que son
viables. La viabilidad se puede medir siguiendo diferentes metodologias, la mas facil es
determinar la viabilidad del polen por tincién y conteo directo (Kelly et al., 2002). El
colorante Gelatina de Acetocarmin Glicerol es el més utilizado en papa, debido a que

proporciona informacién adicional de la morfologia nuclear.

El porcentaje de viabilidad se determina considerando el nimero de granos viables en
relacion con los granos totales encontrados en cada campo microscépico. Aunque ésta
técnica sobrestima la viabilidad, al existir granos coloreados que no germinan, hasta la
fecha es el método més rapido para determinar la viabilidad del polen (Gonzalez et al.,
2002), ademas, de ser el primer paso a seguir al seleccionar genotipos, pues con ésta
informacion se determina que genotipos son aptos para actuar como progenitores
masculinos o femeninos y asi elaborar un plan de cruzamientos correcto.
Adicionalmente es importante conocer si los genotipos seleccionados para el plan de
cruzamientos poseen gametos no reducidos (gametos 2n), que son producidos por

eventos meidticos anémalos (Camadro et al., 1993; Unal y Alp, 2002).

2.6 GAMETOS NO REDUCIDOS (2n)

La ocurrencia de gametos 2n parece estar controlada genéticamente, pero la expresion
de estos genes estd influenciado por el medio ambiente (Ramanna y Jacobsen, 2003).
Algunos autores mencionan que un gen mayor es responsable de la formacion de los
gametos 2n mientras que varios genes menores controlan su frecuencia (Dewitte et al.,

2012).

Dependiendo de la fase en que actian, los genes se clasifican en pre-meiéticos,
meidticos y post-meidticos. La mutacion de dichos genes altera significativamente la
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meiosis, afectando la fertilidad gamética y puede conducir a la formacién de gametos,
con el nimero somdtico de cromosomas o no reducidos. (Bretagnolle y Thompson,
1995).

Generalmente el origen de los gametos no reducidos ocurre por la desviacion de los

~* procesos meidticos. Durante la meiosis normal, ocurren dos divisiones sucesivas en las

células meioticas; la primera dirigida a la separaciéon de los cromosomas homologos
apareados y la segunda, a la separacion de las crométidas hermanas de cada cromosoma.
En la restitucion de la primera division meiética (FDR), el apareamiento y/o la
separacion de los cromosomas homoélogos no ocurre en la anafase I, asi, la primera
division meidtica ocurre como en una division mitética y la segunda divisiéon meidtica
ocurre normalmente, con las dos crométidas hermanas moviéndose hacia los polos
opuestos; mientras que en la restitucion de la segunda division meidtica (SDR), el
apareamiento y separacion de los cromosomas homologos ocurre normalmente durante
la primera divisién meidtica, pero las crométidas hermanas no se separan durante la

segunda division meiodtica (Carputo et al., 2003).

Un gameto no reducido se considera gameto producto de la FDR si posee dos
crométidas no hermanas y gameto producto de la SDR si posee dos crométidas
hermanas. Adicionalmente a los dos mecanismos mencionados anteriormente, existe
una tercera clase de proceso de formacién de gametos 2n, conocida como restitucion '
meidtica indeterminada (IRM) , ha sido estudiada en hibridos de Lilium, en los cuales
las células madre del polen contienen univalentes y bivalentes que se dividen ecuacional
y reduccionalmente, respectivamente, y generan gametos 2n que solo conservan
parcialmente la heterocigosidad de los padres en el centrébmero, y como resultado los
gametos 2n pueden ser FDR o SDR (Lim e al., 2001; De Storme y Geelen, 2013)

(Figura 6).

La incidencia de gametos no reducidos es frecuente en el reino vegetal y su ocurrencia
ha sido reportada en muchas especies de familias como Solanaceae, Brassicaceae,
Leguminosae, Rosaceae, y Vitaceae (Veilleux, 1985; Camadro, 1986; Barba-Gonzilez
et al., 2005).

En el género Solanum se ha determinado que los gametos no reducidos tienen
importantes implicaciones evolutivas y a la vez son importantes herramientas en la

mejora genética de la papa, ya que permiten elevar la ploidia de aquellos individuos
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diploides hasta el nivel tetraploide y continuar con un programa convencional de
mejoramiento del cultivo (Adiwilaga y Brown, 1991; Bastiaanssen et al, 1998;
Camadro et al., 2004).

Mother Cell
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Figura 6. Representacion esquemadtica del proceso meidtico normal y los tres mecanismos de

restituciéon meidtica.

FUENTE: Barba-Gonzalez et al., 2004.
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Los gametos no reducidos (Figura 7) son de gran interés en el mejoramiento genético de
la papa, ya que facilitan la poliploidizacién sexual y a la vez proporcionan un método
muy efectivo para transmitir la diversidad genética de las especies diploides (2x) al
nivel tetraploide (4x). Pueden ser detectados por la ocurrencia de una progenie
tetraploide cuando se realizan cruzamientos 4x x 2x (polen 2n) o 2x x 4x (huevos 2n),
con una distribucion bimodal del didmetro del polen y la presencia de tétradas, diadas

y/o triadas en el estadio de formaci6n de microsporas.

Figura 7: Observacién de gametos no reducidos (polen 2n), sefialados por una flecha, a un

aumento de 200x. Barra=20um.

2.7 POLIPLOIDIZACION SEXUAL

La poliploidizacion sexual es el proceso por el cual se produce una descendencia cuyo
namero de cromosomas es mayor del que se esperaria si cada uno de los progenitores
aportara la mitad del nimero de cromosomas que posee. Este proceso puede ser
unilateral o bilateral; y generalmente, ocurre como consecuencia de la fusién en la

fertilizacion, de gametos no reducidos (Carputo et al., 2003).
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La poliploidizacion sexual es el método mas eficiente y de facil aplicacion para
restaurar el nivel tetraploide comparado con la poliploidizacion asexual debido a que
originara progenies con varios grados de heterocigosis y variabilidad genética, evitando
la endocria en una medida que dependera del modo de formacién de los gametos 2n y
del niimero de entrecruzamientos por brazo cromosémico (Camadro, 1986; Khan et al.,
2010).

La poliploidizacion asexual se realiza mediante la aplicacion de agentes antimitéticos en
tejidos somaticos o por regeneracién de plantas a partir de callos derivados de tejido

foliar en cultivos in vitro, o por fusion de protoplastos.

2.7.1 POLIPLOIDIZACION SEXUAL UNILATERAL

La poliploidizacién sexual unilateral ocurre en cruces interploides, en los cuales uno de
los parentales posee gametos no reducidos. Los cruzamientos pueden ser: 2x x 4x 0 4x
x 2x; dependiendo de si el parental masculino o el femenino presentan los gametos
reducidos, respectivamente (Ortiz et al., 2009). |

La Figura 8 muestra las contribuciones gendmicas involucradas en la formacioén de un

g

hibrido producto de un cruce 4x x 2x.

?

[ T S
_1.2EBN . 2EBN
co » : f. contribucién del parental femenino

m: contribucion del parental masculino

Embridn: 4x
Endosperma: 6x
Ratio Gendmico : 4m:2p

Figura 8. Relaciones genémicas en la formacién de un embrién hibrido producto de un
cruzamiento 4x x 2x.
FUENTE: Elaboracion propia.
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- No son recientes los esfuerzos por parte de los mejoradores de papa de utilizar
esta metodologia;
Ortiz et al. (1991) realizaron cruzamientos 4x x 2x, y como parentales masculinos
utilizaron hibridos que tenian un fondo genético de diferentes especies silvestres como
S. sparsipilum, S. chacoense y S verneii, para obtener una progenie hibrida tetraploide a
la que se le evalud esterilidad masculina, producciéon de polen 2n y rendimiento en

diferentes ambientes.

Mientras que, Carputo et al. (1997) utilizaron la poliploidizaciéon sexual unilateral
dentro de un esquema de mejoramiento para la introgresion de germoplasma de S.
commersonii en el fondo genético de S. tuberosum. Luego de una serie de
retrocruzamientos lograron obtener genotipos tetraploides que combinaban

caracteristicas favorables de ambos parentales.

Buso et al. (2003) generaron seis familias tetraploides, a partir de nueve clones élite
tetraploides y tres genotipos dihaploides derivados de S. tarijense y S. berthaultii, y
evaluaron las familias generadas para las caracteristicas de rendimiento, madurez y
apariencia general del tubérculo, encontrando familias que superan a los mejores clones
tetraploides en rendimiento, pero que mostraron madurez tardia. Asi, las mejores
familias, representarian nuevas fuentes de alelos potencialmente utiles para el
mejoramiento, en particular para incrementar el rendimiento del tubéreulo por encima

del rendimiento de cultivares élite.

En relacién a la utilizacién de la poliploidizacion sexual unilateral para estudiar la
resistencia a tizon tardio; Park et al. (2005) realizaron cruzamientos entre un tetraploide
resistente a tizon tardio derivado de un clon hibrido ABPT (A, B, P y T indican S.
acaule, S. bulbocastanum, S. phureja y S. tuberosum, respectivamente), y un parental
diploide susceptible RH89-039-16, que producia polen 2n; para generar una progenie
(RH4X-103), a fin de identificar su resistencia utilizando prueba de hojas sueltas, luego
mapearon el gen de resistencia identificindolo como Rpi-4ABPT y construyeron un mapa
de alta resolucion del locus Rpi-4BPT.

Finalmente, sus resultados sugieren que S. bulbocastanum es la especie donante de la

resistencia trasmitida a la progenie generada.
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2.8. PHYTOPHTHORA INFESTANS (MONT) DE BARY

Phytophthora infestans pertenece a una clase denominada oomiceto, la cual estd
compuesta de un grupo diverso de microorganismos eucariticos parecidos a hongos. El
hemibiotrofico estilo de vida de P. infestans (Figura 9) ha sido extensivamente
estudiado, y comprende tres pasos bdsicos, formacién de micelio en la planta huésped,
la expansion espacial de la zona de la lesion afectada en la planta huésped y, la

formacion y dispersion de las esporas (Park et al., 2009).

Phytophthora infestans tiene diferentes formas de esporas como zoosporas producidos
por la auto-reproduccién y oosporas producidos por reproduccién sexual. Ciclos de
reproduccion sexual y asexual, que a la vez producen diferentes formas de esporas:

0o0sporas y zoosporas, respectivamente.

%) Sporangium
.Sy

Sexual reproduction,
exiremely rore in nature

Figura 9. Ciclo de vida de Phytophthora infestans.
FUENTE: Agrios, 1997
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La reproduccién sexual ocurre entre los tipos de apareamiento Al and A2. En
1950, el tipo de apareamiento A2 fue descubierto en México y alrededor de 1970, se
extendi6 por todo el mundo (Fry et al., 1993).

Forbes et al. (1997) sefialaron que existe un riesgo de la reproduccién sexual del
patoégeno en las zonas de produccion de papa cerca de la frontera entre Pert y Bolivia,
porque las poblaciones de P. infestans documentadas en el Per tienen el tipo de
apareamiento Al, mientras que las colectas de Bolivia tienen el tipo de apareamiento
A2. Aunque la recombinacion y la migracion entre poblaciones de P. infestans podria
conducir a aumentar los riesgos tanto para los productores de papa y para los recursos
fitogenéticos de los Andes, también podrian ayudar a la identificacién de sitios ttiles de
deteccidn de resistencia para programas de mejoramiento de papa (Clayton y Shattock.,
1995). |

Durante los estadios iniciales de la infeccion, P. infestans secreta abundantes efectores
dentro del espacio extracelular de la planta y el citoplasma; estos efectores pueden ser

de dos tipos:

-Los efectores apoplasticos interactiian con los objetivos intracelulares tales como
receptores de membrana o proteinas. Estas se pueden clasificar en: inhibidores de
enzimas, pequefias proteinas ricas en cisteina y la familia similar a Nepl (NPL).

-Los efectores citoplasmaticos se transportan dentro de la célula de la planta a través de
un haustorio y estan representados por dos clases: la familia de proteinas RXLR y la
familia de proteinas Crinkler (CRN) (Kamoun, 2006).

La clase de efectores denominados RXLR mantienen un motif conservado de: arginina
(R), un aminoacido cualquiera (X), leucina (L) y arginina (R), y parecen estar
implicados en la translocacion del oomiceto a la célula hospedera. Estos efectores
presentan dos dominios: dominio N-terminal, que involucra al péptido sefial y al motif
RXLR; y el dominio C-terminal que se encarga de realizar la accion elicitora y operativa
dentro de la célula huésped (Lamour ef al., 2007).

Estudios recientes sugieren que los efectores RXLR inducen especificamente la
respuesta hipersensible (HR) en presencia de los genes de resistencia (R) en las plantas.

Se espera que estos efectores tengan una actividad de avirulencia (4vr), activando asi
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directa o indirectamente la muerte celular, y las respuestas de resistencia a
enfermedades asociadas-mediadas por proteinas R especificas.

Las funciones por las cuales, los efectores RYLR promueven la virulencia estdn bajo un
intenso estudio. Hasta la fecha, las actividades de virulencia de los efectores RXLR
siguen siendo desconocidas, pero algunos estudios de casos han demostrado que
suprimen fa inmunidad vegetal como en PAMP (patrén molecular asociado a patogenos)
(Oh et al., 2010).

Por otro lado, los efectores CRN codifican para péptidos que provocan la necrosis de la
planta, Los efectores CRN poseen una region N-terminal altamente conservada de unos
50 aminoécidos (el dominio LFLAK, implicado en la translocacion del hospedero).
Algunos de los miembros de esta familia de genes inducen la secrecion de otras

proteinas que favorecen la colonizacion de la planta (Schornack et al., 2009).

Se han estudiado los efectores para identificar genes R y clasificar sus actividades en los
sitios de reconocimiento especificos, debido a que los ensayos de efectores podrian
acelerar el clonamiento de genes R y ayudar a evitar esfuerzos redundantes de
clonamiento, de usarse la cisgenesis en la bisqueda de resistencia a P. infestans por

parte de los mejoradores.

En el primer estudio de este tipo, genes de los efectores RXLR extraidos de la secuencia
del genoma de P. infestans se emplearon en ensayos de expresion de alto rendimiento en
planta, de germoplasma de papas silvestres para descubrir las actividades de avirulencia
y acelerar la clonacion de sus genes R afines (Vieeshouwers et al., 2008).

La evatuacion de la distribucién de variantes de los efectores a través de las poblaciones
del patégeno, y ensayos de actividad, ambos de manera conjunta, pueden utilizarse para
monitorear las poblaciones del patégeno a fin de responder a una ocurrencia potencial o
aparicion de razas que superan los genes R.

Ademas, el conocimiento de los genes de P. infestans implicados en la infeccion de las
plantas asi como su funcionamiento, permitirdn disefiar estrategias efectivas en el
control de la enfermedad tizon tardio, y nos proporcionara informacién acerca de la
complejidad genética del patégeno y Ia razén del éxito de su patogenicidad (1.andeo et
al., 1999; Kirk et al., 2005).
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Tizon tardio, es la plaga mas devastadora que afecta al cultive de la papa,
reportada en la historia de la humanidad. La enfermedad estd presente en todas las zonas
paperas del mundo y es considerada la més importante, porque si los campos no estin
protegidos adecuadamente con aplicaciones planificadas de fungicidas y/o si las
condiciones ambientales, son al mismo tiempo, Optimas para el desarrollo del patogeno
(12 a 15°C de temperatura y 95 a 100 por ciento de humedad relativa) (Figura 10), los
sembrios pueden ser totalmente destruidos en 10 a 15 dias aproximadamente
(Andersson, 2007).

12 -15'C
95 -260% HR

Patégeno

Ambiente

Figura 10. Tridngulo que muestra las relaciones involucradas para que se produzca la

enfermedad en papa.

FUENTE: Elaboracién propia

El tiz6én tardio se esté convirtiendo en una enfermedad reemergente en todo el mundo
debido al desarrolio de resistencia en las poblaciones del patogeno a los fungicidas
pertenecientes a la fenilamidas y la ocurrencia de genotipos nuevos y mas agresivos
(Constanzo et al., 2004). En Latincamérica es considerado un problema altamente
prioritario, ya que los dafios en las ireas de cultivo son altamente significativos (Figura
11), a pesar, de que en todos los paises existe por 1o menos unas cuantas variedades

moderadamente resistentes, que en general, no corresponden a las principales
variedades.
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Figura. 11. Campo experimental de hibridos diptoides interspecificos de S. ruberosum al final de
la infeccién con P. infestans. Se observa la presencia de algunas plantas moderadamente

resistentes.

2.9. RESISTENCIA A PHYTOPHTHORA INFESTANS

Se¢ han identificado 2 tipos de resistencia a P. infesfans, una Resistencia Vertical
llamada resistencia especifica, cualitativa, verdadera, hipersensible a razas, que es
monogénica (su control genético esta basado en genes mayores de resistencia (genes R)
que determinan que la resistencia sea efectiva s6lo con razas especificas del patdgeno) y
se hereda de forma mendeliana. A pesar de que ésta resistencia es facil de identificar y
relativamente simple para transferir a traveés del mejoramiento, s6lo es posible utilizarla
temporalmente debido a que es vencida rdpidamente por la evolucién de nuevos
patotipos que son mads virulentos y agresivos a los genes cualitativos existentes en fas
plantas hospederas. Esta resistencia actia retardando el principio de la enfermedad. Y
otra Resistencia Horizontal llamada también resistencia no especifica, general,

cuantitativa, de campo o duradera, que es parcial y poligénica y por tanto es efectiva
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contra todas las cepas del patdgeno, mostrando una resistencia durable. Se asume que
ésta resistencia tiene un caricter cuantitativo debido a que estd gobernada por un grupo
de genes menores e independientes y se considera que no es especifica para una sola
raza del patégeno lo que le da un caricter estable, mostrando ésta estabilidad en el
. tiempo y en el espacio. Se manifiesta con la disminucion en la velocidad de propagacion
de la enfermedad en la planta o con la diferencia en la tasa de destruccién del follaje
(Rietman et al., 2012; Kumar et al., 2007; Ortiz et al., 1994).

La resistencia vertical y la resistencia horizontal indican la expresion de acciones
diferentes de los mismos genes en fondos genéticos diferentes (Kamoun et al., 1998; El
Kharbotly et al., 1996). Muchas especies silvestres de Solanum poseen altos niveles de
resistencia cuantitativa y se consideran potenciales para el Mejoramiento de la Papa
(Garry et al., 2005; Staples, 2004), debido a esto muchos paises estan realizando
investigacion en resistencia genética, donde el énfasis es resistencia horizontal, aunque
la resistencia vertical no estd descartada en muchos de los programas de mejoramiento
(Lozoya-Saldafia, 2011, Nistez, 2000).

Un aspecto muy importante dentro de estos programas es el monitoreo de las
poblaciones del patégeno para poder determinar las medidas de control de la

enfermedad, més acertadas para cada lugar.

El conocimiento sobre las razas de P. infestans presentes en una determinada zona, la
resistencia de estos aislamientos a fungicidas sistémicos, la agresividad, etc.;
contribuyen a disefiar estrategias de manejo integrado oportunas y eficaces, que

involucren la seleccion de variedades resistentes, empleo de fungicidas adecuados, etc.

Es comiin en trabajos de busqueda de resistencia, usar aislamientos locales del patégeno
con amplia virulencia, evitando asi el uso de aislamientos fordneos, que pondrian en
mayor riesgo a los hospedantes establecidos en una determinada zona agricola. La
confirmacién de la resistencia de los genotipos evaluados puede ser comprobada en

cada lugar, validando asi los resultados obtenidos.

La mayoria de los trabajos de investigacion realizados en el Perti utilizan razas
complejas, entre ellas, los aislamientos mas utilizados son: POX-067, perteneciente al
linaje clonal EC-1, con genes de avirulenciaR1, 2, 3,4, 5,6, 7, 10, 11; ¢l empleo de este

aislamiento permite seleccionar material genético libre de la mayoria de genes de
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resistencia conocidos, a excepcion de los genes R8 o R9 de los 11 genes R reportados,
ademas, existen otras cepas PC0O055, PC0O002, y PSR19.

Es importante resaltar que a la fecha existen 11 genes R identificados claramente, y que
estos son solamente una muestra de los genes R totales presentes en las especies
cultivadas y silvestres de papa, pues se presume la posibilidad que el nimero sea ain
mayor (Swiezynski et al., 2000); lo cual implicaria también una mayor variabilidad del
patdgeno con respecto al nimero de factores de virulencia que se podria encontrar en las

razas.

Cuando el patogeno expresa un gen Avr y la planta expresa el gen R correspondiente, se
induce una respuesta hipersensible y la infeccién se detiene. A este fendmeno se lo
llama interaccién incompatible (I). Por otro lado, cuando un gen Avr es expresado sin
‘que tenga su gen R correspondiente en la planta, la respuesta hipersensible no es
activada y la enfermedad se produce. A este Gltimo, se lo denomina interaccién

compatible (C) (Taylor, 1996).

Entender los modelos de interaccion planta-patdgeno resulta indispensable para generar

eficientes sistemas de manejo del cultivo.

Las pruebas més extendidas para evaluar la resistencia de las plantas al patogeno en

cuestion son:

-Tamizado en campo

Consiste en evaluar bajo condiciones naturales, en un campo de cultivo un conjunto de
plantas, en un lugar donde la presién del patégeno es alta, con una buena combinacion
de razas y donde las condiciones climaticas sean 6ptimas para el patogeno, es decir una

zona endémica para la enfermedad.

Una alternativa si la zona no tiene una alta presion de la enfermedad es una adicional
inoculacion artificial del patégeno con aislamientos seleccionados. La resistencia se

evalia empleando una escala en porcentaje o grado de severidad en el tiempo.
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-Tamizado en invernadero:

Consiste en la inoculacién artificial de un conjunto de plantas dentro de un invernadero
controlado para las variables de temperatura y humedad relativa, y. se registra la
severidad de la enfermedad por lecturas, como en el caso anterior, utilizando la escala
de AUDPC.

~-Tamizado en laboratorio:

Consiste en las inoculaciones sobre una planta, un conjunto de plantulas o en foliolos

déritro de las condiciones controladas de un laboratorio.

La ventaja es que se puede evaluar un gran nimero de muestras. Se va cuantificando en

el tiempo el 4rea de las lesiones y los otros componentes.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Citogenética y en el
campo experimental del Centro Internacional de la Papa (CIP) en La Molina, Lima
(12°07°63”S, 76°94°84°° W, 244 m.s.n.m); en los invernaderos #42 y #43 de la Estacién
Experimental Santa Ana en Huancayo, Huancayo, Junin (12°07°S, 75°14°W, 3280
m.s.n.m) y en un campo experimental ubicado en Monobamba, Jauja, Junin

(11°21°40”S y 75°19°31.9”W, 1489 m.s.n.m).

3.2. MATERIALES

3.2.1. Materiales Biologicos
-Para Cruzamientos:

o Receptores de la Resistencia:

Catorce clones tetraploides (2n=4x=48), como parentales femeninos, a los cuales se les

denominara en conjunto como “AdvClones” (Anexo I, Tabla 1):

Ocho clones S. tuberosum spp tuberosum pertenecientes a la poblacion LTVR
(Poblacién resistente a virus y adaptada a trépicos bajos); cuatro clones S. tuberosum
spp andigena; pertenecientes a la poblacion B3 (Poblacién adaptada a trépicos altos) y

dos variedades de S. tuberosum spp tuberosum.
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¢ Donadores de la Resistencia:

Catorce hibridos diploides, con resistencia a P, infestans, que provienen de cruces de
especies del grupo Phureja (S. phureja) y Stenotomum (8. stenotomun y S. goniocalyx),
todas ellas con EBN=2, con especies diploides silvestres de los grupos Piurana (S
paucissectum y S. chiquidenum; EBN=2); Megistracroloba (S. sogarandinum, EBN=2)
y Tuberosa (8. cqgjamargquense, EBN=17), con porcentaje de polen 2n alto (mayor de 2

por ciento), como parentales masculinos. (Anexo I, Tabla 2).

A estos parentales se les renombfaré como Hyb chg, por proceder de S. chiquidenum,
Hyb pés por proceder de S. paucissectum, Hyb cjm, por proceder de S. cajamarquense e

Hyb sgr, por proceder de S. sogarandinum.

-Para la prueba de hojas sueltas

e Se utilizé la raza compleja PCOO5S5 de P. infestans, que presenta los genes de
virulenciaR 1, 2, 3, 4, 6, 7.8, (9), 10, 11, a excepcion del gen RS de los 11 genes
R conocidos de S. demissum; y la raza compleja PCO002, que presenta los genes
de virulencia R 71.2.3.6.7.10.11, a excepcion de los genes R4, 3, 8, 9 de los 1!

genes R conocidos de S. demissum.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. DISENOS EXPERIMENTALES

3.3.1 1. VIABILIDAD DE POLEN

Se evalud la viabilidad del polen de los parentales masculinos mediante la tincidn de los
granos de polen con el colorante Gelatina Acetocarmin Glicerol al 2 por ciento. El polen
se recolectd en cipsulas de gelatina por vibracion mecéanica de las flores, con un cepilio

- eléetrico acondicionado como vibrador, se tom6 una pequefia cantidad de la muestra con
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la punta de un palillo de madera, colocdndose en el centro de una lamina portaobjetos
que contenia una a dos gotas del colorante, y se procedi6é a remover ligeramente para

después proceder a cubrirla con una laminilla cubreobjeto.

Utilizando un microscopio 6ptico Modelo BH2 (Olympus America, Inc), se evaluaron
250 granos de polen por genotipo; registrdndose cualquier condicién resaltante de la
morfologia del polen como polen no coloreado, vacio o que presente alguna
anormalidad como eclipse de esterilidad o polen doble. Asimismo, se evalué la
viabilidad de polen de aquellos hibridos seleccionados después del primer tamizado en
campo utilizando la metodologia mencionada anteriormente. Se utilizd la siguiente
escala (Tabla 4) para clasificar a los individuos en base al porcentaje de viabilidad de

polen que presentan.

Tabla 4. Escala de viabilidad de polen.

Escala Rangos Descripcién de la viabilidad
1 0 Estéril
3 >0 <50 Bajo
5 >50 <80 Moderado
7 >80 - 100 Alto

FUENTE: Ordofiez., 2014

3.3.1.2. CRUZAMIENTOS

Se establecid y ejecutd un plan de cruzamientos en los invernaderos de la Estacion
Experimental Santa Ana del CIP-Huancayo, Huancayo, Junin (12°07’S, 75°14°W, 3280
m.s.n.m), durante los meses de Noviembre a Marzo del 2011. Se sembraron los 14
genotipos élite tetraploides (con resistencia a virus y caracteristicas agrondmicas
deseables) y los 14 hibridos interespecificos diploides (provenientes de cruces entre

nativas diploides y silvestres del Grupo Piurana, Megistracroloba y Tuberosa) con
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resistencia cuantitativa a P. infestans, que previamente se habian tamizado en

coendiciones de infeccion natural en dos ambientes endémicos a ésta.

Se plantaron un minimo de seis tubérculos por cada parental utilizado. Antes de realizar
los cruzamientos se verificod la ausencia del viroide causante del tubérculo fusiforme de
la papa (PSTVd, por sus siglas en inglés) y del virus T de la papa (PVT, por sus siglas
en inglés) en todos los genotipos, para asegurar la fitosanidad de éstos. Las plantas se
sembraron en forma encimada, en macetas N° 7 con sustrato preparado, asi se evité la
formacién de estolones y tubérculos, promoviéndose una mayor floracion. La
emasculacion se realizé en estadio de boton y la coleccion del polen se hizo de flores
maduras, proximas a la dehiscencia. Las polinizaciones se llevaron a cabo durante la
mafiana con polen fresco o aquel colectado el dia anterior o0 maximo con dos dias de
conservacion en cdpsulas de gelatina, en condiciones de preservacién con silicagel en
una refrigeradora (Kenmore, Inc.) a 4°C de temperatura. Se polinizaron un minimo de
10 flores por cada genotipo. Las bayas generadas de los cruzamientos, se cosecharon
aproximadamente a los 48 dias después de la polinizacion, las bayas se dejaron madurar
al medio ambiente en el interior de bolsas de papel hasta que estuvieron suaves al tacto
y emitian un olor caracteristico (como de pepino dulce), momento en el cual se procedid

a la extraccion de la semilla.

Las semillas se trataron con una solucién de 1500 ppm (partes por millén) de 4cido
giberélico (Sigma-Aldrich, USA, Inc) por 24 horas para romper su dormancia y lograr

una germinacion uniforme dentro de placas de Petri.

Se registrd el nimero de polinizaciones (p) realizadas asi como el nimero de bayas (b) y
semillas (s) generados por cada cruzamiento, de tal manera de hallar la eficiencia del

cruzamiento (CE), que se calcula: {(semillas/bayas)/polinizaciones].

Una vez que estuvieron lo suficientemente desarrolladas, las plantulas, se trasplantaron
" a pequefias macetas pre fabricadas (Jiffystrips N°7, Jiffy Products, Shippagan, Canadd)
~ con substrato Promix Bx (Premier Brands, Inc, Stanford Ct), que contiene los elementos
necesarios para e! adecuado crecimiento de las plantas; transcurridos 35 dias, se
trasplahtaron a macetas N” 7, para su posterior mantenimiento en invernadero. Cuando
‘las plantas estuvieron bien establecidas en el invernadero, se propagaron 15 esquejes de
cada uno de todos los genotipos., 10 de los cuales se reservaron para el primer tamizado

en campo ¥y los otros cinco como una reserva para las evaluaciones posteriores.
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3.3.1.3 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A P. INFESTANS DE LOS
HIBRIDOS GENERADOS, MEDIANTE TAMIZADO EN CAMPO BAJO
INFECCION NATURAL, UTILIZANDO UN DISENO ALFA LATICE CON
DOS REPETICIONES

Preparacion del terreno

Se realizé la preparacion de terreno y surcado (0.90 m entre surco) de manera oportuna.

Siembra

Se sembraron 5 esquejes de cada genotipo por repeticion; a un distanciamiento de 0.9 m
entre surcos y 0.30 m entre esquejes. Rodeando toda la parcela experimental se
sembraron los infectores (var. Tomasa Condemayta y Perricholi), variedades que sirven
para mantener una fuente de indculo constante dentro del experimento durante todo el
ciclo del cultivo. La siembra se efectué el 31de Diciembre del 2012 en un campo
experimental ubicado en Monobamba, Jauja, Junin (11°21°40”S y 75°19°31.9”W, 1489

m.s.n.m).

Disefio Experimental

El modelo lineal para el disefio alfa es:

Y= pttitr+ b+ ey

Donde:

yijk: valor de la caracteristica observada para los i, tratamientos recibidos en el bloque k.,
dentro de la repeticion j. (superbloque),

t;: efecto fijo del tratamiento is =12, 55 1j es el efecto de la repeticion _ (superbloque) (=
1,2,....5);

bjx: efecto del bloque incompleto k. dentro de la repeticion j.a (k= 1,2,...5) ¥

eyx: error experimental asociado con la observacion del tratamiento i en el bloque incompleto
k_» dentro de la repeticién completa j.s.
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Labores Culturales

-Abonamiento: se utilizaron las siguientes fuentes: Cloruro de potasio (K), Superfosfato
de Calcio triple (POQ), Urea (N), Nitrato de Amonio (N) con una dosis de N P K (120-
180-100). A la siembra se aplicé el 50 por ciento de la fuente de Nitrdgeno y el 100 por
ciento de las fuentes de Fosforo y Potasio, respectivamente. En el momento del aporque

se aplico el restante 50 por ciento de la fuente de Nitrégeno.

Deshierbo: La eliminacion de malezas se llevé a cabo manualmente como medida de

control de enfermedades.

-Aporque: Proporciona el soporte necesaric a la planta y cubre los estolones,
proporcionando un ambiente propicio para una adecuada tuberizacion, se realizé a los

45 dias después de la siembra.

-Control Fitosanitario: La proteccion con el fungicida (Mancozeb, Drokasa Pertd, 5.A.)
se realizé cada cinco dias hasta los 45 dias después de la siembra, realizdndose un total
de nueve aplicaciones, para permitir un buen desarrollo vegetativo, posterior a esa fecha

las plantas se dejaron expuestas al patogeno para la infeccion natural.

Evaluacién

A los 45 dias después de la siembra, se iniciaron las evaluaciones de Ia severidad de la
infeccion utilizando la escala desarrollada por el CIP basada en una calificacion visual.
Las lecturas se tornaron a intervalos de cinco dias, resultando un total de ocho lecturas
en el tiempo. Se cuantificé la enfermedad, expresada en porcentaje de infeccidn que

ocurre en cada unidad experimental (cinco plantas por surco) segin la siguiente escala:

« HR: Altamente resistente a tizén tardio

» R:Resistente a tizén tardio.

« MR: Moderadamente resistente a tizon tardio.
- MS: Moderadamente susceptible a tizon tardio.
« 8: Susceptible a tiz6n tardio.

» HS: Altamente susceptible a tizon tardio.
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El Area bajo la curva del Progreso de la Enfermedad (AUDPC, por sus siglas en
inglés), utilizado para evaluar la severidad del dafio ocasionado por el oomiceto, es un
parametro adimensional; valores bajos corresponden a individuos resistentes y valores

altos a susceptibles. Este parametro se calcul6 con ia siguiente formula:
AUDPC=n{(Xi + Xi +1)/2} Ti

Donde:
X:: Porcentaje de severidad del dafio causado por P. infestans en el follaje en la fecha i.

T;: Tiempo en dias transcurridos desde el establecimiento del transplante a la i-ésima lectura del
dafio causado por P. infestans. '

n: namero total de lecturas.

Otra variable complementaria, es el AUDPC relativo (RAUDPC). El RAUDPC se
calcula dividiendo el AUDPC entre el maximo AUDPC potencial.

El madximo AUDPC potencial es el AUDPC que tendria una variedad o clon si tuviera
100 por ciento de infeccion en todas las lecturas. El mdximo AUDPC potencial, se
calcula multiplicando el niimero total de dias entre la primera y la Gltima lectura por 100
(Forbes et al., 1993).

Asimismo, se utilizé la escala de valores del 0 al 9, desarroliada por Yuen y Forbes
(2009) para evaluar el progreso y la severidad del dafio ocasionado, denominada
SAUDPC.

Esta se calcula a partir de los valores de AUDPC; sin embargo, para usar esta escala se
requiere tener un cultivar susceptible como referencia en todos los experimentos que

van a ser comparados.
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La escala de valores de susceptibilidad (SAUDPC) se calcula usando la siguiente
férmula:

g s Dx
xX=5y—
Dy

Donde:

Sy y Dy representan, el valor de la escala de susceptibilidad asignada y la medida de la
enfermedad observada (AUDPC) para el genotipo estdndar, respectivamente; y,

Sx y Dx representan, el valor de la escala de susceptibilidad calculada y la medida de la

enfermedad observada para el genotipo en cuestién, respectivamente.

Asi, se divide el valor de la susceptibilidad asignada al testigo por la medida de
resistencia del testigo (AUDPC) para generar una constante. Esta puede ser multiplicada
luego por la medida de resistencia de cada cuitivar de interés para obtener ¢l valor de la

susceptibilidad de ese genotipo (Forbes et al., 2014).

Los tratamientos de estudio fueron los hibridos generados y sus respectivos parentales.
Se incluyeron como testigos a los genotipos LBr_40 (CIP 387164.4) que se comporta
como resistente (R), Atzimba (CIP 720045) y Monserrate (CIP 720071), ambas, como
moderadamente resistentes (MR), Yungay (CIP 701209) como susceptible (S) y
Tomasa Condemayta (CIP 720072) como altamente susceptible (HS).

Como infectores, es decir clones que se siembran alrededor de las parcelas a fin de
mantener la fuente de inéculo constante dentro del experimento, se utilizaron las
variedades Tomasa Condemayta (HS) y Perricholi (MR).

Las lecturas de severidad concluyeron cuando el testigo susceptible alcanzé el IQO por

ciento de severidad.

Se seleccionaron aquellos hibridos que mostraron un nivel de resistencia de moderado,
resisten y altamente resistente (MR, R y HR), segiin los valores de AUDPC, RAUDPC
y SAUDPC, para su siembra y evaluacién por caracteristicas agron6micas, a partir de

los esquejes que se mantuvieron en invernadero.
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3.3.1.4 EVALUACION MORFO-AGRONOMICA DE LOS HiBRIDOS
SELECCIONADOS UTILIZANDO UN DISENO ALFA LATICE CON DOS
REPETICIONES

Preparacion del terreno

La preparacion de terreno y surcado (0.90 m entre surco) se realizé siguiendo el

calendario experimental del CIP.

Siembra

Se sembraron cinco tubérculos de cada genotipo por repeticion. El distanciamiento fue
de 0.9 m entre surcos y 0.30 m entre tubérculos La siembra se efectué en el mes de
Junio del 2013, en un campo experimental del CIP, en La Molina, Lima (12°07°63”S,
76°94°84°°W, 244 m.s.n.m).

Labores Culturales

-Abonamiento: se utilizaron las siguientes fuentes: Cloruro de potasio (K), Superfosfato
de Calcio triple (PO,), Urea (N), Nitrato de Amonio (N) con una dosis de N P K (180-
160-160). A la siembra se aplicé el 50 por ciento de la fuente de Nitrégeno y el 100 por
ciento de las fuentes de Fosforo y Potasio, respectivamente. En el momento del aporque

se aplico el restante 50 por ciento de la fuente de Nitrégeno.

-Deshierbo: La eliminacion de malezas se llevd a cabo manualmente como medida de

control de enfermedades.

-Aporque: Proporciona el soporte necesario a la planta y cubre los estolones,
proporcionando un ambiente propicio para una adecuada tuberizacion, se realizé a los

45 dias después de la siembra.

-Control Fitosanitario: Se aplicaron fungicidas y/o insecticidas ante la presencia de

plagas y/o enfermedades.
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Cosecha

La cosecha se realiz6 en forma manual de cada unidad experimental para las

respectivas evaluaciones. Se evaluaron nimero y peso de tubérculos por hibrido por

repeticion (NGm. tub/plt y Peso tub/pit).

3.3.1.4.1 Variables Morfoagronémicas

La evaluacién morfoagronémica comprendio6 la evaluaciéon de las variables de vigor y-

de uniformidad de la planta, nimero y longitud de estolones, entre ellas:

I Vigor de la planta

A los 45 dias después de la siembra, siguiendo la siguiente escala:

Descripcién

Escala Estado

1 Muy débil

3 Débil

5 Medio

,7 Vigoroso

9 Muy vigoroso

Todas las plantas pequefias < 20 cm. o con follaje escaso,
plantas débiles, tallos muy delgados, y color palido.

La mayoria (75 %) de las plantas pequefias < 20 cm. o todas
de un porte de 20-30 cm. con follaje escaso, plantas débiles,
tallos delgados, y color palido.

Las plantas muestran un porte intermedio.

La mayorfa de las plantas (75%) de un porte > de 50 cm. con
buen follaje, plantas robustas, tallos gruesos, y hojas bien
desarrolladas.

Todas las plantas > 70 cm. con cobertura 100 % del surco.
Plantas muy robustas, tallos muy gruesos, y follaje muy

abundante.

FUENTE: De Haan et al., 2014
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11 Uniformidad de la planta

Apreciacion visual de las plantas, teniendo en consideracion el tipo, porte de la planta,

vigor y floracion, se realizoé a los 45 a 50 después de la siembra.

Escala Estado Descripcién
1 . Completamente heterogénea en tamafio, vigor y
Muy desuniforme
estadio de desarrollo
La mayoria de las plantas (75%) muestran cierta
3 Desuniforme heterogeneidad en tamafio, vigor y estadio de
desarrollo.
5 Medio Las plantas muestran un promedio de uniformidad.
La mayoria de las plantas (75%) muestran
7 Uniforme homogeneidad en tamafio, vigor y estadio de

desarrollo.
Casi el 100% de las plantas muestran completa
9 Muy uniforme homogeneidad en tamafio, vigor y estadio de

desarrollo.

FUENTE: De Haan et al., 2014

II1 Nimero de estolones

Evaluacion general en base a la inspeccion de estolones.

Escala Estado Deseripcién
1 Muy pocos  No presentan estolones o muy escasos (0 a 4).
3 Pocos De 5 a 10 estolones.
5 Medio De 11a 15 estolones.
7 Alto De 16 a 25 estolones.
9 Muy alto Més de 25 estolones.

FUENTE: De Haan et al., 2014
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IV Longitud de estolones

Evaluacion general en base a la medicion de los estolones.

Escala Estado Descripcidn
1 Muy corto X =20 cm de longitud.
3 Corto 20 cm < X £ 40 cm longitud.
5 Medio 40 cm < X < 60 cm longjtud.
7 Largo 60 om <X < 80 cm longitud.
9 Muy largo X > 80 cm longitud.

FUENTE: De Haan ef af., 2014

3.3.1.5 CONTEO DE CLOROPLASTOS

La determinacion del nivel de pioidia de los hibridos seleccionados se realiz6 utilizando
la técnica de conteo del niimero de cloroplastos en las células guarda de los estomas en
la epidermis de los foliolos terminales de las plantas, utilizando la escala propuesta por
Huaman (1995) (Tabla §). Este es un método indirecto y rdpido para la determinacion
de ploidia en papa.

Tabla5. Escala para determinar la ploidfa en papa.

N° de cloroplastos en
las células guardia Ploidia
de los estomas
6 -8 Diploide (2n=2x=24)
9 -1 Triploide (2n=3x=36)
12 - 14 Tetraploide (2n=4x=48)

FUENTE: Huamdn, 1995.
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Se colectaron dos o tres foliolos terminales del tercio superior de cada genotipo, luego,
con la ayuda de una pinza fina se extrajo el tejido epidérmico del envés del foliolo (de
una zona proxima a las nervaduras), y se coloco en una 14mina portaobjeto que contenia
una gota del colorante Yodo-yoduro de potasio (KI-1, EtOH) cubriéndolo suavemente
con una laminilla, observandose bajo microscopio Modelo BH2 (Olympus America,
Inc).

33.1.6 PRUEBA DE HOJAS SUELTAS UTILIZANDO DOS
AISLAMIENTOS COMPLEJOS DE P. INFESTANS.

Para la prueba de hojas sueltas (DLA, por sus siglas en inglés detached leaf assay) se
utilizaron los aislamientos PCO05S (razas 1.2.3.4.6.7.8 (9).10.11) y PCO002 (razas
1.2.3.6.7.10.11). Estos aislamientos se seleccionaron a causa del espectro de virulencia de
sus respectivas razas. El mantenimiento y preparacién del indculo se realizoé de acuerdo

a los protocolos previamente publicados (Vleeshouwers et al. 2000).

Se colectaron tres hojas del tercio superior de cada individuo a evaluar, a los 45 dias
después de la siembra en La Molina 2013, y se colocaron en placas Petri conteniendo
agar (Sigma-Aldrich, USA, Inc) al 1.5 por ciento en el lado abaxial de cada hoja. Se
coloc6 10 ul de indculo, conteniendo una suspensién esporangial de 3000
esporangios/m! (previamente refrigerados a una temperatura de 5- 8°C para promover la
liberaci6n de zoosporas), en cada lado de la vena principal de ambas hojas contenidas en
una placa de Petri de 14 cm de diametro. Las placés fueron colocadas bajo oscuridad a
18°C por el lapso de 1 a 3 horas para promover la liberacion de zoosporas, luego se
incubaron en una cimara de crecimiento a 18°C, 12 horas luz y 95 por ciento de
humedad relativa, a fin de propiciar las condiciones 6ptimas para el desarrollo de la

enfermedad.

Las lesiones se evaluaron tres dias después de la inoculacion, determinindose los

patrones de resistencia versus susceptibilidad.

Esta prueba ayuda también a evaluar la presencia de genes R conocidos o nuevos.
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Un genotipo es considerado:

° Compatible, cuando se observan lesiones expandidas (no expresan genes R)
° Incompatible, cuando la infeccién resulta fallida (expresan genes R), o

muestra una respuesta hipersensible (manchas necréticas).

Como testigos se emplearon los cultivares con reacciones conocidas: LBr_40, Atzimba,

Yungay y Chata_Blanca.

La variable “porcentaje de lesién en la hoja” se transformé a funcién Arcoseno para
analizar el efecto del aislamiento (PC0055 y PCOO002) y la interaccion hibridos x
aislamiento mediante un anélisis de variancia combinado considerando a los hibridos

como efectos fijos y a los aislamientos como efectos aleatorios.

3.3.1.7. EVALUACION DE LA RESISTENCIA A P. INFESTANS DE LOS
HIBRIDOS SELECCIONADOS, MEDIANTE TAMIZADO EN CAMPO BAJO
INFECCION NATURAL, UTILIZANDO UN DISENO ALFA LATICE CON
TRES REPETICIONES.

Los hibridos seleccionados por su resistencia luego del primer tamizado, asi
como sus respectivos parentales se sembraron en la localidad de Monobamba, Jauja,
Junin (11°21°40”S y 75°19°31.9”W, 1489 m.s.n.m), en ¢l mes de Enero del 2014.

Se cuantificaron las mismas variables que en el primer tamizado (AUDPC, RAUDPC y
SAUDPC).

Los tratamientos de estudio fueron los hibridos seleccionados y sus respectivos
parentales. Se incluyeron como testigos a los genotipos LBr_40 (CIP 387164.4) que se
comporta como resistente (R), Atzimba (CIP 720045) y Monserrate (CIP 720071) como



moderadamente resistentes (MR), Yungay (CIP 701209) como susceptible (S) y
Tomasa Condemayta (CIP 720072) como muy susceptible (HS).

Como infectores, es decir clones que se siembran alrededor de las parcelas a fin de
mantener la fuente de indculo constante dentro del experimento, se utilizaron las

variedades Tomasa Condemayta (HS) y Perricholi (MR).

Las lecturas de severidad concluyeron cuando el testigo susceptible alcanzé el 100 por

ciento de severidad de )a enfermedad.

3.3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Con los resultados de las variables relacionadas a la evaluacion de la resistencia
(AUDPC, RAUDPC y SAUDPC), para el tamizado de infeccion natural de P. infestans,
y las vanables relacionadas a la evalvacion agronémica (uniformidad y vigor de la
planta, grado de floracidn, nlimero y longitud de estolones, nimero de tubérculos, peso
de tubérculos y rendimiento), se realizd el analisis de variancia y la comparacién de
medias con el programa estadistico SAS (Statistical Analysis System 9.2, USA), de

cada una de las localidades que se mencionan.
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Nativas
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e
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Coraxéa
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B Adv Clones X Hibridos-ER
{2n=4x=48) __{2n=2x=24)

Polen 2n

14 parentales
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{2n=3x=36; 2n=4x=48)

E\mhndén Agronémica (La Molina _2013) a tizén tardio
{Monobamba_2014)

Evaluacién de resistencia
a tizén tardio
{Monchamba_2012)

{ploidia y viabilidad de polen) Pnnbadéhoiaswdtm

Figura 12. Procedimiento de generacién de hibridos interespecificos provenientes de especies

silvestres con resistencia a P. infestans. Se presenta dentro de corchetes ([ ]) de color azul todo
lo que incluye Ia presente tesis.

FUENTE: Elaboracion propia
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CRUZAMIENTOS

Debido a la complejidad y el niimero diferente de hibridos provenientes de especies
silvestres de cada grupo taxonémico y los parentales tetraploides; se realizé6 un
agrupamiento segln la procedencia de los parentales.

Como resultado de las hibridaciones entre los clones tetraploides avanzados y los hibridos
interespecificos diploides resistentes a P. infestans, se generaron un total de 1978 semillas

de todas las combinaciones (Tabla 6).

Tabla 6. Comportamiento de los cruces segiin 1a procedencia de ambos parentaies, indicando el

namero de parentales involucrados, polinizaciones, niimero de semillas.

Tipo de cruce h m P b s CE FN R

AdvClones xHybchg 12 10 764 183 906 0.0064 35 1-136
AdvClones x Hyb pcs 9 2 190 26 191 0.038 11  1-48
AdvClones x Hyb ¢jm 14 1 354 212 868 00115 14 s5-15t

AdvCiones x Hybsgr 4 1 36 22 13 0.0164 4 i-5

Total 14 14 1344 443 1978 0.0033 64 1-151

Nota: b= parentales femeninos; m= parentales masculinos; p = polinizaciones; b = bayas; s = semillas; CE =
eficiencia del cruzamiento ([(s/b)/p]); FN=nimero de familias generadas, R=rango de nimero de individuos

en las familias.
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4.1.1 Cruces con hibridos del Grupo Piurana (Hyb chq y Hyb pcs)

Con respecto a los cruzamiento AdvClones x Hyb chg; del total de catorce
parentales femeninos, 12 lograr'on cruzarse exitosamente con los 10 Hyb chg. Estos
cruces exitosos formaron 183 bayas con un total de 906 semillas. La relacion
semillas/bayas de 4.95, y la eficiencia del cruzamiento (CE) de 0.0064, la més baja,
comparada con las deméds combinaciones. En cuanto al nimero de familias generadas
por cruce (FN), 35 para este caso, se puede observar que comparada con las demds
combinaciones fue la mas numerosa, presentandose el niimero maximo en una familia

con 136 individuos.

Con respecto al cruzamiento AdvClones x Hyb pes, del total de 14 parentales
femeninos, solo nueve lograron cruzarse exitosamente con los dos Hyb pcs. Estos
cruces formaron 26 bayas (b} con un total de 191 semillas. La relacién semillas/bayas de
7.35, y la eficiencia del cruzamiento (CE) de 0.0386, la mas alta, comparada con las
deméas combinaciones. El nimero de familias generadas por cruce (FN) de 11, y el

nimero maximo de individuos en una de estas familias fue de 48.

4.1.2 Cruces con hibridos del Grupo Tuberosa (Hyb _cjm)

Con respecto al cruzamiento AdvClones x Hyb ¢jm; los 14 parentales femeninos
lograron cruzarse exitosamente con el tinico Hyb ¢jm utilizado, lograndose 212 bayas
con un total de 868 semillas. La relacion semillas/ bayas fue de 4.09, y la eficiencia del
cruzamiento (CE) de 0.0115. El namero de familias generadas por cruce (FN) fue de 14,

y el niimero méximo de individuos en una de estas familias fue de 151.



4.1.3 Cruces con hibridos del Grupo Megistracroloba (Hyb sgr)

Con respecto al cruzamiento AdvClones x Hyb sgr, del total de 14 parentales
femeninos, solo cuatro de ellos lograron cruzarse exitosamente con el tinico Hyb sgr
utilizado, obteniéndose 22 bayas con un total de 191 semillas. La relacion semillas/
bayas de 0.59 y la eficiencia del cruzamiento (CE) de 0.0164. El nimero de familias
generadas por cruce (FN) fue de cuatro, y el nidmero maximo de individuos en una de

estas familias fue de cinco.

Asimismo, es importante resaltar que no todos los cruzamientos resultaron exitosos, a
pesar que los parentales masculinos presentaron porcentajes de polen 2n mayores a 2
por ciento (Anexo 1-Tabla 2), debido, posiblemente, a la diferencia de ploidia u otras

incompatibilidades o incongruencias.

El anélisis de la eficiencia del cruzamiento (CE) de los diferentes cruzamientos es de
tipo informativo, pues la CE utiliza la relacion de semillas/bayas y la hace significativa,
dando una ponderacion al nimero de polinizaciones requeridas para obtener la relacién

semillas/bayas.

Utilizando la CE se elimina el sesgo introducido por la obtencion de un gran nimero de
semillas provenientes de pocas bayas pero que requiere un gran numero de
polinizaciones. Se cree que en la determinacién de la cruzabilidad, la relacion
semillas/bayas elimina la mayor parte de la varianza ambiental, mientras que las
polinizaciones incluyen cierta varianza ambiental; por lo tanto cuando los valores de la
relacion de semillas/bayas parece ser altos, los valores CE correspondientes son menos
impresionantes. Asi, 1a cruzabilidad inherente de estos grupos es menor que la esperada

de una simple relacién semillas/bayas (Jackson y Hanneman, 1999).

Con respecto al comportamiento de los cruzamientos, la tabla 7 presenta los porcentajes

promedio de formacién de bayas y de semillas en aquellas combinaciones de cruces
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exitosos. Los cruzamientos AdvClones x Hyb ¢jm y AdvClones x Hyb sgr, son los que
presentaron los promedios mas altos en formacién de bayas, con 59.8 y 61.1 por ciento,
respectivamente; el promedio mds bajo en formacion de bayas fue de 13.7 por ciento y
pertenece al cruzamiento AdvClones x Hyb pcs; sin embargo, este cruce presenté el
“valor promedio mas alto de semillas/bayas con 7.35, comparado con las demas

combinaciones de cruzamientos.

Tabla 7. Comportamiento de los cruzamientos 4x x 2x.

Combinaci6én de cruces

a N Semillas/bayas
Tipo de cruce exitoses
N° Promedio” (%) Promedio’
AdvClones(12) x Hyb chg (10) 35 23.9+0.52 495+3.92
AdvClones (14) x Hyb ¢jm (1) 14 59.8+0.25 409135
AdvClones (9) x Hyb pcs (2) i1 13.7+0.15 7.35+1.43
AdvClones (4) x Hyb sgr (1) 4 61.1 £0.14 0.59 191

a S . . .
El ntmero de genotipos involucrados en el tipo de cruzamiento se encuentra entre paréntesis.

b Promedio de formacién de bayas (porcentaje de bayas/flores) de todas las combinaciones de
cruzamientos realizados, con su respectiva desviacion estAndar.

Promedio de semillas/bayas entre las combinaciones de cruzamiento exitosas con su respectiva
desviacion estindar.

Los cruzamientos interespecificos han contribuido al conocimiento de los mecanismos
de evolucion en las plantas, especialmente en cuanto al rol de la hibridacion (Rieseberg
et al., 1995). En la evolucion de las especies de papa, la hibridacion fue un evento
importante, y varios autores han sugerido que méas de 10 por ciento de las especies de
Solanum de la seccion Petota son resuitado de la hibridacion (Cara et al., 2013;
Hefmanova et al., 2007). Asi, en Selanum, no son recientes los intentos de transferir
resistencia de diferentes especies silvestres a las especies cultivadas, pero debido a las
distintas barreras de incompatibilidad que presentan, a menudo barreras post zigéticas,

que inciuyen una inviabilidad hibrida que actha en una etapa muy temprana del
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desarrollo, no se llegan a lograr mayores éxitos, limitando la generacién de stocks de
premejoramiento. Estos intentos de cruzabilidad responden a que la diversidad genética
disponible en la papa cultivada estd estrechandose de manera vertiginosa como
resultado del intensivo mejoramiento y seleccién entre un grupo limitado de parentales
élite. Urge la necesidad de incorporar nuevas fuentes de material genético proveniente
de especies silvestres dentro de los materiales mejorados. Budin y Gavrilenko (1994)
mencionan que menos del 10 por ciento de las especies silvestres de papa estin

involucradas en el proceso de mejoramiento.

Una de las metodologias conocidas desde hace mucho tiempo, pero que en la actualidad
no estd siendo utilizada extensivamente, es {a poliploidizacion sexual unilateral, para la
incorporacién eficiente de nuevas fuentes de resistencia en los programas de
mejoramiento. Esta estrategia de mejoramiento ha sido utilizada para introgresar dentro
del fondo genético de la papa cultivada, los genes deseables de varias especies
silvestres, entre las cuales, se encuentran: S. bukasovii, S. berhaultii, S. chacoense, S.
commersonii, S. multidissectum, S. phureja, S. tarijense, S. sparsipilum, entre otros
(Alberino, et al., 2004; Carputo ef al., 1997; Jansky y Peloquin, 2006; Jansky, 2006).

El éxito de las hibridaciones realizadas en Ia presente investigacion confirmé la
posibilidad de la transferencia de cromosomas enteros o segmentos a partir de hibridos
interespecificos diploides resistentes a tizon tardio. El efecto positivo y documentado,
de ia tetraploidizacion sexual en el rendimiento de la papa parece estar acompafiado de
una disminucién de los caracteres de fertilidad, pero este efecto esta ligado al tipo de
citoplasma que se hereda de forma materna. Debido a ello, es necesario considerar el
tipo de citoplasma del parental femenino para elaborar un disefio eficiente de
combinaciones de cruzamientos, ¢l cual puede resultar variable dependiendo del tipo de
citoplasma involucrado y las interacciones micleo-citoplasméticas resultantes. La
importancia de los genomas de los organelos (cloroplasio y mitocondrial) en el
mejoramienio genético es debido a que su interaccidn afecta ¢l fenotipo de los clones
mejorados convencionalmente, asi, el andlisis y conocimiento de! tipo de citoplasma, es

de suma importancia en los estudios de cruzabilidad en papa (L8ss et. al., 2000).
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El conocimiento del tipo de citoplasma de los parentales femeninos, antes de
iniciar los cruzamientos y la consecuente generacion de los hibridos resulta sumamente
valioso, pues brinda ia posibilidad de ampliar la diversidad citoplasmatica en el material
de premejoramiento y en comsecuencia en el material mejorado. De los catorce
parentales femeninos (4x) utilizados, seis presentan el citoplasma de tipo D, cinco tipo
T, dos tipo W, v uno no fue determinado (Mihovilovich, comunicacion personal). Asi,
los hibridos generados heredan el tipo de citoplasma del parental femenino

correspondiente.

Hosaka y Sanetomo (2012) mencionan que entre ias combinaciones de cruzamientos en
S. tuberosum ssp. tuberosum (citoplasma tipo T) y S. tuberosum ssp. andigena
(citoplasma tipo A), los hibridos provenientes de cruzamientos T x A producen
rendimientos mas altos que los que provienen de cruzamientos A X T o de cruzamientos
T x T (inter-variedades). Por lo tanto, el citoplasma de tipo T se considera atractivo para
la mejora de variedades de alto rendimiento, sin embargo, una caracteristica negativa
del ci_topiasma de tipo T es la incidencia de tipos diferentes de esterilidad masculina,
que limita la eleccion de estos como progenitores masculinos. Por otra parte, la
presencia de los citoplasmas de tipo D y W/c-derivado de §. stoloniferum esti

incrementandose en ¢l acervo genético de la papa cultivada.

4.1.4 Germinacion de hibridos

Las cuatro combinaciones de cruzamientos: AdvClones x Hyb chg, AdvClones x Hyb
pes, AdvClones x Hyb ¢jm y AdvClones x Hyb sgr, generaron 906, 191, 868 y 13
semillas, respectivamente. De un total de 1978 semillas, 1812 germinaron exitosamente,
con un porcentaje promedio de germinacion total de 91.6; estos resultados se reflejan en
la Tabla 8.
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Tabla 8. Germinacién por tipo de cruzamiento 4x x 2x. :

Tipo de cruce s sg PG%
AdvClones x Hyb chq 906 839 92.6 +14.71
AdvClones x Hyb pes 191 172 90.1 £11.72
AdvClones x Hyb ¢jm 868 790 91156
AdvClones x Hyb sgr 13 1 85+16.67

Total 1978 1812 91.6

Nota: s= semillas, sg=semillas que germinaron exitosamente, PG%=porcentaje de germinacién con su

respectiva desviacién estandar.

El rango de porcentaje de germinacion en todas las combinaciones de cruzamientos fue
de 85 a 92.6. El porcentaje promedio de germinacion para todas las familias fue de 91.6
por ciento. El menor promedio pertenece al cruzamiento AdvClones x Hyb sgr y el

mayor corresponde al cruzamiento AdvClones x Hyb chg.

A fin de facilitar las evaluaciones posteriores, a cada individuo generado se le asigné un
codigo “HER” seguida de un ndimero asignado para cada familia, e individuos dentro de

cada familia,‘ para distinguirla de las demaés.

El rango de individuos de cada familia fue diverso; de las 64 familias generadas, la
familia mas numerosa (HER-51) tenia 151 individuos, mientras que 12 familias (HER-
1, HER-6, HER-7, HER-10, HER-11, HER-28, HER-29, HER-33, HER-36, HER-37,
HER-38 y HER-63), presentaron solo un individuo, y los individuos de 5 de las 12
familias (HER-28, HER-33, HER-36, HER-37 y HER-38) exhibieron fenotipos muy

débiles, estas familias provenian del cruzamiento AdvClones x Hyb chg.
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4.1.5 Hibridos en campo

De todos los hibridos HER generados y que germinaron exitosamente, se
encontraron algunos que eran dificiles de mantener in vivo, ya que al ser transferidos
como plantulas al sustrato Promix (Premier Brands, Inc, Stanford Ct), bajo condiciones
de invernadero no lograron establecerse, por lo cual no fue posible incluirlos en la
evaluacion de la resistencia a P. infestans en campo, en Monobamba 2012; pues su
naturaleza débil podria sesgar el resultado final; a razdn de ello en el tamizado en campo
de un total de 1812 solo se evaluaron 1039 hibridos, de los cuales 622, provienen del
cruzamiento AdvClones x Hyb chg; 116, del AdvClones x Hyb pes, 292 del AdvClones
x Hyb ¢jm y 9 del AdvClones x Hyb sgr.

Adicionalmente se incluyeron a los parentaies tetraploides y diploides, asi como testigos

con niveles de resistencia previamente conocidos para el primer tamizado en campo.

4.2 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A P. INFESTANS DE LOS
HIBRIDOS, MEDIANTE TAMIZADO EN CAMPO BAJO INFECCION
NATURAL, UTILIZANDO UN DISENO ALFA DE DOS REPETICIONES
(MONOBAMBA - 2012)

Durante el ensayo en campo se monitorearon los pardmetros climatolégicos, como
temperatura (T°C), humedad relativa (HR%), radiacion fotosintéticamente activa {PAR)
y precipitacion {(mm), por medio de una estacion meteorologica (HOBOWARE, SA)
instalada en el campo. Estos parametros fueron analizados con el programa HOBO
WARE.

Durante todo el ciclo del cultivo, se presenté una temperatura promedio de 20.1°C, de
un rango minimo de 14.1°C a una méxima de 31.9°C; la humedad relativa promedio fue
de 88.4 por ciento, de un rango minimo de 42.9 por ciento a una maxima de 98.9 por
ciento. (Tabla 9 y Figura 13). Las condiciones climaticas en las que se realizaron las
evaluaciones fueron favorables para la evaluacion de la severidad del dafio del ocomiceto

en el disefio experimental.
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Tabla 9. Valores promedio de temperatura (T°C), porcentaje de humedad relativa (HR%),
radiacion fotosintéticame_nte activa (PAR) y precipitacion (mm) en los meses en que se

desarrollo el experimento en campo, Monobamba 2012.

Variables*/ Mes Enero Febrero Marzo Abril
T °C max. 28.1 26.1 26.1 27.7
T °C prom* 20.4 19.9 16.6 20.4
T °C min. 16 16.5 199 16.6
HR % max. 974 98.1 97.7 959
HR % prom* 85.1 89.3 90.2 87.9
HR % min. 571 66.1 68.4 63.5
Max: PARuE 2367.3 2283.8 2146.2 2428.7
Min: PARuE 1.2 1.2 1.2 1.2

Precipitaci6n mm 189.8 249.6 255.9 176.8

*Registros cada media hora.
¥Prom: valores promedio. Fecha de siembra: 31 Diciembre, Duracion del ciclo de cultivo: Enero-Abril.
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Figura 13. Monitoreo de T °C y HR % durante la duracion del experimento en campo de

evaluacion de resistencia a P. infestans. Monobamba 2012,

El analisis de variancia para las variables AUDPC, RAUDPC y SAUDPC (Tabla 10)
reflejé que existieron diferencias estadisticas altamente significativas para todos los

hibridos evaluados. La alta significacion para los tratamientos determina que los
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hibridos evaluados presentaron diferentes niveles de resistencia y que existe suficiente

variabilidad genética.

Tabla 10. Analisis de variancia para las variables AUDPC, RAUDPC y SAUDPC en un disefio
alfa latice, Monobamba 2012.

AUDPC RAUDPC SAUDPC
Fuente de variacién gL
CM P>F CM Pr>F CM Pr>F

Repeticiones 1 20974 * 000! * 4317 ns
Blog en rep (Ajustado) 104 3072626 ns 0.017 ns 507 ns
Tratamientos 1110 706741 *# 0.004 ** 9.53 **
Error Intrablogue 986 366721 0.02 5.5783
Total 2201
Cv 16.1 16.1 10.1
Promedio 1363.7 0.325 5.15
r 0.86 0.9 0.94

ns: no significativo a P < 0.05; *: Significativo a P < 0.05; **: Significativo a P < 0.01; ***: altamente
significativo a P < 0.001.

Estos resultados obtenidos sugieren que los hibridos interespecificos generados en este
estudio presentan un rango amplio en cuanto a valores de AUDPC, observandose
reaccion desde completamente resistentes (< 600) hasta completamente susceptibles

{>3000) entre hibridos provenientes del mismo tipo de cruce.

Solo en las variables AUDPC y RAUDPC, el anélisis de variancia muestra que existen
diferencias significativas entre las repeticiones, lo cual se deberia a que un individuo
puede presentar un rango de valores. El coeficiente de variacion (CV) de 16.1 por ciento
para ambas variables nos indica que nuestros datos son confiables, debido a que el
modelo alfa-latice es el mas adecuado cuando se tiene un alto niimero de material

genético para evaluar.

Sin embargo, se procura tomar en cuenta el andlisis de variancia de la variable

SAUDPC, pues la escala basada en Yuen y Forbes (2009) elimina la variabilidad del
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AUDPC y RAUDPC y nos proporciona un dato mas confiable de la resistencia o
susceptibilidad del genotipo; asi cuando observamos esta variable no existen diferencias
entre las repeticiones, ni en los blogues pero si entre los clones evaluados, ademas de
presentar un coeficiente de variacion (CV) de 10.1, el mas bajo si se compara con las

otras variables utilizadas.

Se utiliz6 la escala de susceptibilidad basada en los valores de AUPDC (SAUDPC) para
seleccionar aquellos hibridos con rangos de resistencia de moderado a altamente
resistentes. Los individuos de los cruces ubicadas en la categoria 0, son altamente
resistentes. Aquellos ubicados en la categoria 1 y 2, son consideradas como resistentes y
finalmente, aquelias ubicadas en la categoria 3 y 4 son catalogadas como
moderadamente resistentes. El valor 6 se asignd al testigo Yungay que se considera

como susceptible.

En la tabla 11 se muestra a los individuos agrupados por tipo de cruce y su
correspondiente valor promedio de AUDPC, RAUDPC y SAUDPCS, asi como ia
respectiva desviacion estandar por variable.

El rango de los valores de AUDPC que tienen los parentales 4x, es 0 y el maximo de
2533.3 y el valor promedio fue de 1284.64 = 977.3. En cuanto a los valores de
parentales 2x, el valor minimo es 0 y el maximo es 1690.5 y el valor promedio fue de
44192 + 548 8.

43672
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Tabla 11. Valores promedio de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC de los parentales e hibridos
agrupados por tipo de cruce

Parentales/ Tipo de N°

e AUDPC* RAUDPC*  SAUDPC*
cruce individuos

“Parentales 4x 14 1284.64+9773a 0306+02a 585x4.7a

AdvClones x Hyb chq 668 1250.67+7505a 0310+02a 498+28a

AdvClones x Hyb pcs 114 1251.44+£7779a 0312+02a 5.01+28a
AdvClones x Hyb ¢im 282 1551.57+5822a 0378+0.1a 596x22a

AdvClones x Hyb sgr 9 793.23+7328 b 0.187x02 b 283+27Db

Parentales 2x 14 441.92+5488 b 0.106+x01 b 1.76+23 b

¥ Valores en la columna seguidos por la misma letra, no tienen diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
Tukey (p<=0.05).

El testigo Tomasa (Altamente susceptible) presenté un valor promedio de AUDPC de
2625.07 y el testigo LBr_40 (resistente) presenté un valor promedio de AUDPC de
12.87. El valor promedio de AUDPC del testigo Yungay (susceptible) fue de 1503.33.

El uso de variables adicionales a la extensamente utilizada variable AUDPC, permitio
establecer diferencias adicionales entre los hibridos de cada combinacién de
cruzamiento. Con los histogramas elaborados en base a los niveles de severidad, el
criterio que marcaria las diferencias entre los hibridos seria el grado de aparicion y
desarrollo de sintomas. Estas diferencias sugieren que estdn actuando diferentes
mecanismos de defensa en los hibridos provenientes de los cruces, dando asi una nueva
informaci6n acerca de la capacidad de cada individuo para contrarrestar el desarrollo de

sintomas y del progreso de la enfermedad en la progenie misma.
En la Figura 14 se observa un histograma con la distribucion de los valores promedio de

AUDPC por tipo de combinacion, al lado de ambos parentales, lo que nos muestra un

panorama general de la variabilidad de resistencia presentada en toda la progenie.
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Figura 14. Distribucién de los valores de AUDPC segin el tipo de cruce y los parentales

correspondientes. Monobamba 2012.

Consecuentemente, se agrup6 a los hibridos de acuerdo a la combinacién hibrida, junto
a los testigos utilizados, para generar histogramas que permitan mostrar la distribucion
de los valores de AUDPC en todas las familias dentro de cada combinacidén hibrida por

tipo de donante.

Los colores asignados en los histogramas estdn relacionados con los colores de
distribucion de las especies, como aparece en la Figura 1, de tal manera de facilitar el
seguimiento de la resistencia de las especies involucradas en las evaluaciones
posteriores, ademds, se adicionaron los valores de AUDPC de los diferentes testigos

utilizados en la evaluacién a los histogramas generados.

Se observa una distribucién normal de los valores de AUDPC para los 668 hibridos
evaluados, provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb chg.

Los valores de AUDPC obtenidos estuvieron en el rango de 0 a 3046, presentando un
valor promedio y correspondiente desviacion esténdar de 1250.67 = 750.5. Si se
analizan los intervalos de AUPDC en el histograma, el que presenta el mayor nimero de
hibridos es el rango de 1219 a 1522, mientras que el menor nimero de hibridos esta en

el rango de 2742 a 3405, como lo refleja la Figura 15.
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Figura 15. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen
como donante a los hibridos de S. chiguidenum.

Con respecto a la distribucion de los valores AUDPC para los 114 hibridos evaluados,
provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb pes.

Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 2538.0, con un valor promedio y
correspondiente desviacion estindar de 1251.44 £ 777.9. Si se analizan los intervalos de
AUPDC en el histograma, el que presenta el mayor nimero de hibridos es el rango
1269.0 a 1903.5, mientras que el menor nimero de hibridos est4 en el rangb de 635 a

951, como lo refleja 1a Figura 16.

60



n° individuos Yungay n=114
{s) Promedio=12501.44

35 4

30 -

25 A

20 4

15 A

2 Qﬁ’h 4,'@ < é’b I & :»"""\
X & & & & & & AUDPC
Figura 16. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. paucisecctum.

Con respecto a los 282 hibridos evaluados, provenientes del cruzamiento AdvClones x
Hyb cjm, se observa una distribucion de los valores de AUDPC desplazados hacia la
derecha del gréfico, reflejando una mayor proporcion de genotipos susceptibles en la
progenie en estudio.

Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 2669.6, con un valor promedio y
correspondiente desviacion estdndar de 1551.57 & 582.2. Si se-analizan los intervalos de
AUPDC en el histograma, el que presenta el mayor niimero de hibridos es el rango 1484
a 1779, mientras que el menor nimero de hibridos est4 en el rango de 297 a 593, como

lo refleja la Figura 17.

61



n®individuos =282
140 - AUDPC promedia=1551 57

120 +
'100 A
80
60

40 -

'\'5{" AUDPC

Figura 17. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. cqjamarguense.

En cuanto a la distribucién de los valores AUDPC para los nueve hibridos provenientes
~ del cruzamiento AdvClones x Hyb sgr, se observa una distribucién bimodal cuando se
les agrupa (Figura 18), esto se explicaria por el niimero reducido de hibridos generados
y evaluados.

Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 2142.7, con un valor promedio y
correspondiente desviacion estandar de 739.23 + 732.8. Si se analizan los intervalos'de
AUPDC en el histograma, ¢l que presenta el menor nimero de hibridos estd en el rango
de 1715 a2142.
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Figuma 18. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen
como donante a los hibridos de S. sogarandinum.

Lograr uno de los mas importantes objetivos del mejoramiento genético de papa, que es
desarrollar genotipos resistentes a tizon tardio, depende de varios factores. El factor mas
importante es la precision de la evaluacion de la resistencia y la identificacién exitosa de
materiales resistentes bajo infeccién natural en el campo. Esta precisién se logra
utilizando adicionalmente a la variable AUDPC, las variables RAUDPC y SAUDPC.
Como mencionan Maffei et al. (2011) cuando se desea realizar estudios para la
seleccion de nuevos materiales para resistencia a tizon tardio, éstos deben ser sometidos
a poblaciones variables del patégeno a campo abierto, y evaluarse bajo presion natural
de inéculo en parcelas experimentales a fin de seleccionar a los mds resistentes. Esto

concuerda con la evaluacion realizada en la presente investigacion.

En base a los valores de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC, de los 1039 hibridos
evaluados en campo, se seleccionaron 357 hibridos, agrupados en 51 familias de las
cuatro combinaciones de cruzamientos, que poseian valores de resistencia en el rango de
altamente resistentes a moderadamente resistente, es decir, aquellos que presentaron
valores segun la SAUDPC de 0 a 5, para iniciar las evaluaciones morfo-agrondmicas; lo

que equ'ivale a un 34.4 por ciento de hibridos seleccionados del total; de los cuales, 234
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pertenecian a al cruzamiento AdvClones x Hyb chg, 60 al cruzamiento AdvClones X
Hyb pcs, 55 al cruzamiento AdvClones x Hyb ¢jm y 8 al cruzamiento AdvClones x Hyb
sgr (Tabla 12).

Tabla 12. Resumen de los hibridos seleccionados después de la evaluacién en campo,

Monobamba 2012, agrupados por tipo de cruce.

ey N’ individuos
. . No N individuos seleccionados por
Tipo de cruce individuos sembrados en resistencia
generados campo (SAUDPC:0-5)
AdvClones x Hyb chq 839 622 (74.1%) 234 (37.6%)
AdvClones x Hyb pes 790 292 (37%) 60 (20.5%)
AdvClones x Hyb ¢jm 172 116 (67.4%) 55 (47.4%)
AdvClones x Hyb sgr 11 9(8.8%) 8 (88.8%)
Total 1812 1039 (57.4%) 357 (34.4%)

43 FEVALUACION AGRONOMICA DE LOS HIiBRIDOS
SELECCIONADOS, MEDIANTE UN DISENO ALFA CON DOS
REPETICIONES (LA MOLINA - 2013).

La evaluacion agrondmica de los hibridos interespecificos seleccionados estuvo dirigida
a la eleccion de aquellos que posean caracteres agrondmicos promisorios. Los criterios
que se emplearon en esta seleccion fueron uniformidad y vigor de planta, ademas de
nimero y longitud de estolones, las cuales estdn relacionadas con la capacidad de
tuberizaci6n, teniendo en cuenta que, en algunos casos como en S. chiquidenum, con
tubérculos de tipo moniliforme, o como en S. paucisectum, que no tuberiza; también se

evaluaron mimero total de tubérculos, peso de tubérculos y rendimiento.



El andlisis de variancia las variables agronOmicas (Tabla 13), vigor y
uniformidad de planta, muestra que existen diferencias significativas entre los distintos
hibridos, y no en las repeticiones, lo que reflgia la variabilidad de los hibridos

evaluados.

Con respecto a las variables namero y longitad de estolones, los resultados reflejan que
existen diferencias significativas en relacién a los hibridos evaluédos, lo que indica la
existencia de suficiente variabilidad genética para esta caracteristica; sin embargo
también se observan diferencias entre las repeticiones y esto podria deberse a otros

factores propios del campo de cultivo, como tipo de suelo, etc,

Tabla 13. Analisis de variancia para {as variables agrondmicas evaluadas (uniformidad, vigor,

nimero de estolones y longitud de estolones) en campo, La Molina 2013.

Namero de Longitud de

5:::;‘23: gb Uniformidad Vigor estolones estolones
CM PeF CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F

Repeticiones 1 0135 ns 0.34 ns 034 ns 1.75 *

Tratamientos 368 1232 * 221 * 59 * 665 *

Blog. en re

(Ajz smo)" 71 053 ** 108 * 0.73 * 081 *

Error 297 0.243 0.43 0.47 058

Intrabloque —_—

Total 737

CV% 10.4 14.5 19 21

Promedio 47 4.48 3.91 3.6

e 0.87 0.87 0.89 0.91

ns: no significativo a P < 0.05; *; significativo a P < 0.05; **; significativo a P < 0.01; ***: altamentc
significativo a P < 0.001.

Al agrupar a los hibridos seleccionados, se observé una gran variacién en el desarrollo
de los estolones, namero y longitud, dependiendo del tipo de cruce, como se puede

apreciar en la Tabla 14.

Existe un rango muy amplio de los valores de longitud y ntmero de estolones en los
hibridos provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb chy, el cual contrasta con los
valores de los parentales tetraploides (AdvClones) que presentan los valores mds bajos

con 1.51 y 1.31, para ambas variables, respectivamente. Asimismo, los hibridos
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provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb c¢im y AdvClones x Hyb sgr,
presentaron el menor promedio si se comparan solo con las otras combinaciones, y no

con los parentales, que presentan valores muy diferentes de los hibridos.

El mayor promedio, para las variables de niimero y longitud de estolones, lo presentan
los individuos provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb chg, con 4.03 y 4.0,
respectivamente; sin embargo este promedio se podria explicar porque esta combinacion

hibrida presenta un mayor nfimero de individuos.

En relacion a los parentales, como lo reflejan los valores de la Tabla 13, estos muesiran
ios menotes valores promedio en niimero y longitud de estolones, io cual concuerda con
la eleccion como parentales femeninos, a fin de que aporten a la progenie generada las
caracteristicas agrondmicas deseables. Ademas, se diferencian significativamente de los
hibridos generados como se observa por la prueba de Tukey al 95% realizada en ambas

variables.

Tabla 14. Promedio de niimero y longitud de estolones de los parentales 4x y los hibridos en

campo, L.a Molina 2013,

Poblacion/Tipo decrice i giiouss tolonest _ estolones
Adv Clones (Parentales 4x) 13 .31 £0.62 ¢ 1.51 £0.75¢
Adv Clones » Hyb chg 232 403 £ 193 a 40+ 1.8 a
'Adv Clones x Hyb cjm 60 ' 252+098b 202115 b
Adv Clones x Hyb pcs 55 340 + 148 a 36 140 a
Adv Clones » Hyb sgr 8 2142140 b 20+ 1400

¥ Letras distintas entre columna indican diferencias significativas. Prucba de Tukey (p<=0.05)

El comportamiento observado en el desarrollo de los estolones, nimero y longitud, se

reflejo en los rendimientos.

De acuerdo al anélisis de variancia para las variables de nimero de tubérculos, peso de
tubérculos y rendimiento, existieron diferencias significativas entre tratamientos y no
entre repeticiones (Tabla 15), lo que indica la existencia de suficiente variabilidad

genética.
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Tabla 15. Anélisis de variancia para las variables de peso de tubérculos, niimero de tubérculos y

rendimiento, en campo La Molina 2013.

Peso total de N° total de

Fuente de Variacion gL tubérculos tubérculos Rendimiento
CM P>F CM Pr>F CM PrF

Repeticiones t 0764 as 19806 ns 0007 ns

Tratamientos 368 5.502  *+ 158712 ¥+ Q235 %%

?;‘J?g;;‘:,gp 71 1698 ** 487148 * 0074 *

Error Intrablogue 297 04 2603.41 0.016

Total 737

CV% 17.2 22.1 16.1

Promedio 3.7 1269 0.77

r 0.94 0.88 - 0.89

ns: no significativo a P < 0.05; *: significativo a P < 0.05; **: significativo a P < 0.01; ***: aitamente
significativo a P < 0.001.

El coeficiente de variabilidad para el rendimiento fue de 16.1 por ciento, valor aceptable
para un experimento agricola (Calzada, 1981) siendo 38 por ciento el maximo valor
aceptable para un experimento disefiado para evaluar caracteristicas agronémicas. Esto
nos indica que los factores externos al experimento incluyendo el manejo agricola, no
influyeron de manera sustancial en los resultados. Asimismo, la utilizacion de un disefio
de bloques incompletos, como el alfa latice, permite un andlisis confiable, teniendo en

cuenta el nimero de individuos evaluados y de repeticiones.

En la tabla 16 se puede apreciar los valores promedio de rendimiento por combinacion
hibrida; los hibridos provenientes del cruce AdvClones x Hyb ¢jm, presentaron el
promedio mas alto (0.969 keg/plt) superando al promedio de los parentales tetraploides
(AdvClones), que fue de 0.769 kg/plt.

Asimismo, uno de los hibridos provenientes del cruce AdvClones x Hyb pes presenté
un rendimiento de 0.701 kg/plt, el cual es el menor comparado con todos los hibridos
generados a partir de ese donante, sin embargo el promedio del nimero de

tubérculos/plantas, en este caso 118 tubérculos, contribuyé a aumentar el rendimiento
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promedio de esa combinacion. En esta misma combinacién de cruzamientos, se

encontr6 el promedio mas alto con un valor de 1.671 kg/pit.

Tabla 16. Promedios de peso de tubérculo (kg), nimero total de tubérculos y rendimiento
(kg/plt) en los hibridos y los parentales 4x.

. N° Peso N° total Rendimiento*
Parental/Tipodecruce . 4iiquos  tubérculos®  tubérculos” (ke/plt)
Adv Clones (Parentales 4x) i4 398+16a 525+272 b 0.769+03 b
Adv Clones x Hyb chg 232 35717 b 1519+961a 0.745+03 b
Adv Clones x Hyb ¢jm 60 454+1.7a 638272 b 0969+03a
Adv Clones x Hyb pcs 55 33015 b 1180=+x618a 070103 b
Adv Clones x Hyb sgr 8 328+t4 b 658+215 b 0706+02 b

*Letras distiﬁtas eﬁtre columnas indiéan diferencias significativas. Prueba de Tukey (p<=0.05)

En la Figura 19, se presenta la distribucién de los valores de rendimiento de los hibridos
y los parentales femeninos (4x). Se observa que hibridos provenientes de los cruces
AdvClones x Hyb chq y AdvClones x Hyb ¢jm, son los que poseen un niimero més alto
de individuos (4 y 3 , respectivamente) con rendimientos que estdn en el rango superior

de 1.5 a 1.75 kg/plt, lo cual supera a los rendimientos de los parentales femeninos.

Los resultados presentados concuerdan con Muthoni ef al. (2012) donde mencionan que
genotipos provenientes de cruzamientos entre especies distantes son mas

complementarios y heteréticos.
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Figura 19. Distribucion de frecuencias de los valores de rendimiento (kg/pit) de los parentales

4x y los hibridos agrupados por tipo de cruce.

Distintos autores refieren que los hibridos tetraploides provenientes de cruces 4x x 2x
poseen pléantulas vigorosas, buena uniformidad y alto rendimiento de tubérculos, debido
a la importancia de las interacciones intralocus (heterocigoéis) e interlocus (epistasis)
para la produccion de tubérculos, ya que el polen 2n producido via FDR por los
parentales diploides pueden transmitir alrededor del 80 por ciento de heterocigosidad y
una gran cantidad de epistasis a la progenie 4x (Alberino et al., 2004; Almekinders ef
al, 1996; Jansky y Peloquin, 2006). Asi, los cruzamientos 4x X 2x conducen a la
convergencia de la variabilidad de genotipos divergentes en un solo individuo que
resuita en vigor hibrido o heterosis. La heterosis explicaria la superioridad de la
poliploidizacién sexual con respecto a la duplicacion somatica de los cromosomas, este
altimo s6lo aumenta el nimero de cromosomas sin generar ningiin tipo de variacion
genética en la progenie. La combinacién parental, asi como el genotipo de cada padre
determina el fenotipo hibrido, sugiriendo que el resultado de la hibridacion depende del
equilibrio de interacciones positivas y negativas entre los genomas parentales. Aunque
los hibridos interspecificos varian ampliamente en relacion a su fertilidad y vigor, una
regla general es que los hibridos F1, tienden a superar a sus padres en vigor vegetativo o

robustez.

El vigor hibrido o heterosis a menudo se utiliza para maximizar los rendimientos en los

cultivos. La heterosis tiene implicaciones importantes para la biologia evolutiva y, al
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menos explicaria parcialmente el éxito de las especies alopoliploides y muchos linajes
hibridos clonales. También puede contribuir al establecimiento exitoso de especies
hibridas, pero este argumento es menos convincente ya que el vigor hibrido es mas
dificil de mantener en la segregacion de generaciones hibridas (Rieseberg et al., 2000).
Aunque la heterosis sea probablemente el mayor contribuyente al éxito evolutivo de los
hibridos, su base genética alin no es muy comprendida. Las posibles explicaciones de
heterosis incluyen la dominancia (el enmascaramiento de los recesivos deletéreos), la
sobredominancia (heterosis de un solo locus), o la epistasis (mejor rendimiento de

caracteristicas derivadas de diferentes linajes debido a interacciones no aditivas de

QTL).

Camadro et al. (1993) refieren que Mendiburu y Peloquin (1976) observaron respuestas
fuertemente heterdticas en progenies tetraploides derivadas de cruzamientos 4x x 2x:
estas respuestas fueron atribuidas al mecanismo genético tnico por el cual se forman
gametos no reducidos con micleos genéﬁcamehte equivalentes a los formados por
restitucion de la primera division meidtica. '

Generalmente los estudios de hibridos, usando caracteres morfologicos, asumen que
podrian presentar caracteristicas fenotipicas intermedias entre ambos parentales; sin
embargo, a menudo esto no ocurre, porque Ia progenie pueden expresar un mosaico de
los fenotipos parentales (Quiroga et al., 2005). El grado en que la progenie hibrida
difiere de los progenitores dependera del grado de recombinacién; algunos de los
hibridos HER evaluados muestran caracteristicas morfologicas diferentes a los
parentales y otros presentaron fenotipos intermedios entre los tipos parentales o
similares a ellos. Esto se observa en las caracteristicas de numero y longitud de
estolones, en las que existieron individuos de todas las combinaciones hibridas con

" valores con valores extremos.

Ademds, nuestras observaciones han revelado algunas plantas hibridas débiles en vigor
o tipos menos competitivos que aquellos tipos parentales, con una disminucién en las

diferentes caracteristicas morfoldgicas (tuberizacion). Asi, los parentales parecen tener



una ventaja selectiva basada en un set coherente de genes los cuales no son conservados

como una unidad en algunos hibridos.

Luego del estudio de rendimiento de tubérculos, se eligieron aquellos clones que se

ubicaron en la mitad superior det cuadro de distribucion de frecuencias (Figura 19).

4.4 VIABILIDAD DE POLEN DE LOS H{BRIDOS SELECCIONADOS

De los 357 hibridos seleccionados por su resistencia después dei primer tamizado en
campo, y sembrados para evaluar las caracteristicas agronomicas en La Molina 2013,
solo 311 presentaron floracion, los 46 restantes presentaron aborto de botones florales

en todo el ciclo del cultivo.

En ia tabla 17 se muestra los resultados de los rangos de viabilidad de polen por

combinacion hibrida.

Tabla 17. Rango de viabilidad de polen de los hibridos seleccionados luego del primer
tamizado.

Escala 1 3 5 7

(% pﬁi:g\:able) 0 >0 <50  >50 <80  >280-100

Descripcion Estéril Bajo Moderado Alto
Tipo de cru

AdvCiones x Hyb chyg 115 (56.1%) 3(1.4%) 36 (17.6%) 51 (24.9%)

AdvClones x Hyb pcs 9 (20.5%) 1(2.3%) 19 (43.1%) 15(34.1%)

AdvClones x Hybgjm 10 (17.8%) 2(36%)  28(50%)  16(28.6%)

AdvClones x Hyb sgr 2 (33.3%) 1¢16.6%) 3 (50.1%) ]
Total (311) 136 (43.7%)  T(23%) 86 (27.6%) 82 (26.4%)
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Se encontrd un rango amplio de viabilidad del polen de los hibridos HER. El 54 por
ciento de los hibridos generados, lo que equivale a 186 individuos, presentaron un rango
de viabilidad de polen de moderada a alta (Figura 20a); sin embargo en ocho familias, el
total de individuos (HER-12, .15, 24, .30, .31, .53, .55 y .61) presentaron tétradas
estériles (Figura 20b); de estos, solo los individuos pertenecientes a la familia HER-12 y

HER-31 poseerian citoplasma de tipo T, y las demds familias con citoplasma de tipo W.

Figura 20. a) Moderada viabilidad de polen, perteneciente a un hibrido HER-44.7 (= AdvClones
x Hyb ¢jm); b) Tétradas estériles, pertenecientes a los hibridos de la familia HER-24-111 (=
AdvClones x Hyb chg).

La viabilidad del polen se relaciona directamente con la normalidad de la
microsporogénesis. Generalmente, en hibridos interespecificos se atribuye la reduccion
de la viabilidad a interacciones citoplasmaticas y varias anormalidades meiéticas, como
formacion de univalentes, debido a un apareamiento incompleto de los cromosomas
(Jackson y Hanneman, 1999; Myburg et al., 2004; Yoon et al., 2006). Se conoce muy
poco sobre los cambios gendmicos que pueden ocurrir en hibridos a consecuencia de Ia
combinacién de genomas de diverso origen en el nicleo (Marfil et al., 2006). En
hibridos que poseen solo fertilidad parcial se podria sugerir una diferenciacion genética
significativa de los genomas, la cual produciria un grado de aislamiento post
cruzamiento. El grado de apareamiento cromosdémico en un hibrido interespecifico
puede usarse como un indicativo de la homologia cromosémica, asi como una relacion
evolutiva especifica: Un porcentaje alto de apareamiento cromosémico en un hibrido

indicarfa una relacién muy estrecha entre las especies parentales (Laskowska y Berbéc,
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2005; Zhou et al., 1999). Ocasionalmente las diferencias gendmicas entre parentales
conducen a la ocurrencia de una meiosis anémala y una reduccion de la fertilidad. Una
~ meiosis normal es indispensable para la introduccion de pequefias cantidades de un
genoma diferente via entrecruzamiento. Sin embargo, gametos desbalanceados ocurren
como resultado de cruzar especies con genomas muy diferentes que conducen a una
eliminacién de cromosomas y a la formacidn de hibridos altamente estériles (Hermsen y

Taylor, 1979; Ramon y Hanneman, 2002).

En el caso de cruzamientos 4x x 2x, es de esperarse problemas en la meiosis, en
ausencia de polen 2n, y esto concuerda con la distribucion de la viabilidad del polen de
los hibridos HER. Por otro lado, parte de la nulidad de la floracion (aborto de botones
florales en 46 hibridos) y la presencia de polen estéril en 136 hibridos, probablemente se
deba a la esterilidad hibrida producto de interacciones deletéreas entre genes .
‘heteroespecificos, o a algiin producto meiético anormal de rearreglos cromosémicos de

las especies parentales (Hardon y Tan, 1969; Hanneman y Peloquin, 1981).

La amplia variabilidad respecto a la viabilidad de polen de los hibridos generados,
concuerda con estudios previos, como el de Jackson y Hanneman (1999), donde se
menciona que la mayoria de hibridos generados en cruzamientos a partir de especies

silvestres distantes presentan niveles moderados a altos de esterilidad masculina.

Iwanaga et al., (1991) refieren que la variacion en la fertilidad del polen de individuos
provenientes de cruces 4x x 2x, proviene de los progenitores femeninos tetraploides,
porque el polen 2n producto de FDR producido por los progenitores masculinos
diploides tendria el mismo genotipo (Ms/ms) para el locus Ms.

A menudo, la esterilidad masculina resulta de la interaccién de citoplasma de S.

tuberosum con el gen dominante nuclear Ms de algunas especies diploides.

Con respecto a la influencia del tipo de citoplasma en la fertilidad de los hibridos, se
- puede observar que de los 357 hibridos, el 46.5 por ciento poseerian citoplasma tipo D,
32.8 por ciento tipo W, 17.9 por ciento tipo T y 2.8 por ciento aiin no determinado.
Cabe recalcar que, el 97.4 por ciento de los hibridos que tenian citoplasma de tipo W
presenta polen estéril, lo que corresponde con la caracteristica que confiere este tipo de

citoplasma.



4.5 CONTEO DE CLOROPLASTOS

El nimero de cloroplastos en las células guarda de los estomas de los foliolos
guarda una relacion directa con el nivel de ploidia en la mayoria de cultivos, esto lo
sustentan distintos autores (Ho et al., 1990; Oselebe et al., 2006; Seidler-Lozykowska,
2003; Singsit y Veilleus, 1991) que mencionan que el nimero de cloroplastos en las
células guarda de los estomas aumentan proporcionalmente al aumento del tamafio de
las células en respuesta al aumento de la ploidia (Figura 21). Algunos autores sugieren
que los otros niveles de ploidia no son fehacientemente determinados por este método,
sin embargo estudios recientes concuerdan que en células planas, tales como las células
guarda de los estomas, es posible observar los cloroplastos practicamente en una seccion

Optica, lo cual permite contar los cloroplastos correctamente (Kubinova et al., 2013).

Mattheij y Puite (1992) encontraron una alta relacién de ésta técnica con la citometria
de flujo al evaluar hibridos somdticos provenientes de S. tuberosum spp. tuberosum y S.
circaeifolium, recomendandola por su practicidad con respecto a las sofisticadas y

costosas técnicas que se utilizan para evaluar el nivel de ploidia.

De la poliploidizacién sexual unilateral (en este caso, 4x x 2x) se espera una progenic
exclusivamente tetraploide dado que los embriones triploides no sobrevivirian debido al
aborto y degeneracion del embrion causado por un EBN imbalanceado, que deriva en un
fuerte bloque triploide (Darmo vy Peloquin, 1991; Johnston ef al., 1980; Peloquin ef al.,
1989). En el caso de la sobrevivencia de plantas triploides, estas podrian servir como
puente hacia la formacion de poblaciones tetraploides (Carputo et al., 1997; Husband,
2004; Kohler et al., 2010).
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Figﬁra 21. a) Individuo HER-18.76 (=AdvClones x Hyb chq) con 11 cloroplastos en la célula
guarda, corresponde a un triploide; b) Individuo HER-18.36 (=AdvClones x Hyb chg) con 13

cloroplastos en la célula guarda, corresponde a un tetraploide.

La variacion en la ploidia de la progenie evaluada, sugiere que hay una variacion
considerable en la frecuencia de gametos no reducidos en los parentales diploides
masculinos. Con respecto a los 355 hibridos HER evaluados, 326, es decir el 91 por
ciento de los hibridos fueron identificados como tetraploides y 29 (9 por ciento como
triploides); esto concuerda con las investigaciones de Hanneman y Peloquin (1991), que
refieren que mds del 90 por ciento de la progenie de 4x x 2x o cruces 2xx 4x son

tetraploides.

La progenie tetraploide es resultado de la union de los gametos reducidos de los
parentales femeninos tetraploides y los gametos no reducidos de los parentales
masculinos diploides.

La existencia de gametos no reducidos en los parentales diploides se confirma ademas
por la distribucién de las ploidias observada en la progenie, que muestran un nimero

sustancial de hibridos tetraploides, ademas de triploides.

En relacion a la ploidia con respecto al tipo de cruzamiento, el 90.9, 94.5, 91.67 y 100
por ciento, correspondieron a individuos tetraploides en los cruces con Hyb chq, Hyb

pes, Hyb ¢jm e Hyb sgr, respectivamente; como se puede observar en la Figura 22.
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Figura 22. Histograma de distribucién del nivel de ploidia de los hibridos evaluados agrupados

por tipo de cruce.

4.6 PRUEBA DE HOJAS SUELTAS (DLA)

De los 357 hibridos sembrados en campo La Molina 2013, solo se evaluaron 355
utilizando los dos aislamientos complejos de P. infestans (Mont.) De Bary (PCO055 y
PCO002) (Figura 23).

Figura 23. Evaluacién de hojas sueltas de la cepa PCOO0S5S5 en los hibridos HER colectados de
campo, 1.a Molina 2013. A
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Se evalud el porcentaje de lesion presente de manera visual, por la ocurrencia de
lesiones expandidas(no expresan genes R conocidos), que se observa por el crecimiento
micelial y una abundante esporulacion; o no se muestran lesiones (reaccién fallida) o
respuesta hipersensible (presencia de puntos necrdticas), se asigné reacciones de

compatibilidad e incompatibilidad, respectivamente (Figura 24).

Figura 24. a) Reaccién incompatible (I) y b) reaccién compatible (C) en los hibridos

provenientes del cruce “AdvClones x Hyb chg”.

Del total de individuos evaluados, el 55.5 por ciento parece estar libre de genes R,
mientras que el 18.2 por ciento present6 reaccion de incompatibilidad con ambas cepas,
es decir, manchas necroéticas, posiblemente a causa de la presencia de genes R; el 22.7
por ciento presentd reaccion de compatibilidad/incompatibilidad en una y en otra cepa,
finalmente, solo el 3.6 por ciento de los individuos evaluados presentaron datos no

concluyentes (Tabla 18).

Cuando se agrupa por la fuente de resistencia, se encuentra 244 y 241 hibridos, libres de
genes R en la cepa PCO055 y PCO002, respectivamente. Se les considera libres de
genes R si no presentan diferencias en la respuesta a las dos razas en todas las plantas
que llevan las lesiones de extension. En 104 y 110 hibridos se observé una respuesta
incompatible con el aislamiento PCO055 y PCO002, respectivamente. Se considera como
incompatible, si las plantas inoculadas con la raza compleja son asintomadticas, o tienen
puntos necréticos aislados, o las lesiones se extienden solo en las hojas mas viejas. La
presencia de esta reaccién implicaria una posible presencia de genes R, pero para ello
deberia de comprobarse mediante la inoculacion de estos genotipos con una raza 0 o

simple, ya que se considera una raza incapaz de infectar cualquier planta que tenga



genes R dando una respuesta de completa incompatibilidad o una reaccion de

hipersensibilidad.

Tabla 18. Evaluacion de reaccion de los hibridos seleccionados a dos aislamientos complejos

mediante prueba de hojas sueltas.

PCO055 PCO002
(raza 1.2.3.4.6.7.8. {9).10.11) (raza 1.2.34.6.7.8.10.11)
Tipo de cruce
No No
C 1 evaluado o C 1 evaluado o
confirmado confirmado
143 84 7 154 76 4
AdvClones xHybchg Yoo 358%)  (3.1%)  (658%) (324%)  (1.8%)
41 14 35 18 2
AdvClones x Hybpes 1/ sons (25 50) 0 636%) (27%)  (3.7%)
. 52 6 2 50
AdvClones x Hybgjim . gccor (10%) Ga%  @33% 10 0
8 2 6
AdvClones x Hyb sgr (100%) 0 0 (25%) (75%) 0
Total 244 104 9 241 110 6

68.3%) (29.1%)  (2.6%)  (67.5%) (30.8%)  (1.7%)

Nota= C: reaccién compatible; I: reaccidn Incompatible

Es importante destacar que la expresion de los factores de virulencia o avirulencia son
inﬂuenéiados por varios factores, los principales son de caracter genético, inherentes
tanto al patogeno como a la planta, como son la genética determinada por 1a virulencia
del patégeno v la genética determinada por la resistencia especifica de la planta, ademas
de una condicién que es inherente al ambiente bajo el cual se desarrollé la prueba (Al-
Kherb et al. 1995). En este punto, como mencionan Swiezyniski et al. (2000), es
importante considerar factores que pueden influenciar en los resultados de laboratorio,
como lo son la posicion del foliolo en.la planta cuando se colectan, la temperatura
ambiental en la que se desarrollaron las plantas sometidas a la prueba, la concentracion
del indculo, la fertilizacion aplicada a las plantas y el pre tratamiento del patogeno para
obtener el indculo.
Todos estos factores fueron considerados antes de realizar esta prueba y es la razén por
la que se realizé solo en los hibridos seleccionados. Ademds las muestras de hojas

fueron colectadas de las plantas sembradas en el campo en La Molina.
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Asimismo, se incluyeron a testigos de resistencia conocida para incluirse en la

prueba respectiva (Tabla 19), a fin de observar las reacciones de compatibilidad.

- Tabla 19. Reacciones de Compatibilidad (C) /Incompatibilidad (I) en los testigos utilizados en la
prueba de hojas sueltas.

Testigos (raza 1.2‘553%.5@10. 1)  (raza 1.{2’.(3;.‘%%.10_ D)
LBr-40 (R) C 1
Perricholi (MR) C
Yungay(S) C C
Chata Blanca (S) C C
r C X

La prueba de hojas sueltas (DLA) supera las limitaciones de tiempo y espacio,
proporciona un entorno compacto, relativamente rapido y una evaluacion fiable para la
deteccién complementaria de plantas con resistencia al tizon tardio. Investigaciones
recientes consideran que esta prueba es un método fiable para la cuantificacion de la
resistencia gobernada por genes mayores y menores, debido a lo cual se utiliza
ampliamente en estudios complementarios, por ser una prueba rdpida y sencilla que
puede reducir tanto el costo y la duracion de un tamizado de resistencia a P. infestans
como lo han reportado anteriormente los estudios de Lebecka., 2008; Huang et al., 2005

y Goth y Keane, 1997.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis combinado de la variable porcentaje de lesion
transformada a Arcoseno de los hibridos y la interaccién del aislamiento con estos, a fin

de observar las diferencias estadisticas (Tabla 20).

La interaccion entre los dos aislamientos evaluados fue estadisticamente significativa
(p<.0001), lo cual concuerda con la eleccion de ambas cepas para la validacion de la
resistencia a P. infestans y €l descarte de la presencia de genes R conocidos en los

individuos evaluados. Asimismo, se observa una alta variabilidad de reacciones en
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todos los hibridos evaluados. A pesar de la significancia de la interaccidén, no hay
cambios draméticos en las reacciones de compatibilidad/incompatibilidad pues esta

prueba es complementaria a la realizada en campo.

Tabla 20. Andlisis de Variancia combinado de porcentaje de lesién de los hibridos con los dos

aislamientos complejos.

Porcentaje de lesién’

Fuente de Variacién gL
' CM Pr>F

Aislamiento 1 339.0908
Repeticién (Aislamiento) 4 14.691 ns
Hibridos HER 354 207138 *x
Aislamiento x Hibrides HER 343  643.976 **
Total 2096

Promedio 25.65

Ccv 17.84

r 0.97

! trasnformado a ArcSeno.

ns: no significativo a P <0.05; *: significativo a P <0.05; **: significativo a P < 0.01; ***: gltamente
significativo a P < .0001.

Adicionalmente a estos resultados empiricos se decidi6 que los hibridos con mejor
performance agrondmico se evaluaran en campo bajo infeccion natural para una

validacion de la resistencia.
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4.7 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A P. INFESTANS DE LOS
HIBRIDOS SELECCIONADOS, MEDIANTE TAMIZADO EN CAMPO BAJO
INFECCION NATURAL, UTILIZANDO UN DISENO ALFA LATICE CON
TRES REPETICIONES (MONOBAMBA —2014)

Se seleccionaron 231 clones con resistencia para la validacion en el siguiente
afio en Monobamba. El objetivo fue la evaluacién del nivel de resistencia, como en el

experimento anterior se incluyé a los respectivos parentales.

Las condiciones climéticas del experimento se presentan en la Tabla 21. Los rangos de
Temperatura (T°C), humedad relativa (HR%), radiacién fotosintéticamente activa
(PAR) y precipitaciébn (mm) estan discriminados en valores maximos, promedios y
minimos desde la siembra hasta el final del experimento. Asimismo, en la Figura 25 se
observa la gréafica de tendencias de registros promedio del periodo de cultivo de las
variables meteoroldgicas en las curvas de Temperaturas en °C y porcentaje de Humedad

Relativa.

Tabla 21. Valores promedio de temperatura (T°C), porcentaje de humedad relativa (HR%),
radiacién fotosintéticamente activa (PAR) y precipitacién (mm) en los meses en que se

desarroll6 el experimento en campo, Monobamba 2014.

Variables*! Mes Enero Febrero Marzo  Abril

T°C max. 30.9 31.2 31.9 29.9
T°C prom¥ 21.89 21.8 21.9 215
T°C min. 13.93 14.5 13.4 12.7
HR% max. 98 98.6 99 99.4
HR% prom¥ 80.7 82.7 81.6 82.2
HR% min. 49.4 55.7 50.4 54.9
Max: PAR4E 2553.7 25537 2553.7 2553.7
Min: PAR uE 1.2 1.2 1.2 12

Precipitacibn mm 13908 2244 2214 1362

*Registros cada media hora.
*Prom: valores promedio. Fecha de siembra: Abril, duracién del ciclo de cultivo: Enero-Abril. S
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En las dos temporadas de evaluacion, los campos experimentales condujeron al

desarrollo de la enfermedad en distintos grados de incidencia y severidad.

0 +re T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e O
@5‘9@& Qﬁﬁ@é’é"k@k&w'bwéé'i‘p‘péééé
x'@sé‘@é\ R
—O—-T"max . —&— T°min ®  RH%max ® RH%min

Figura 25. Monitoreo de temperatura (T°C), porcentaje de humedad relativa (HR%), durante el

experimento en campo de evaluacion de resistencia a P. infestans. Monobamba 2014.

El andlisis de variancia para las variables AUDPC, RAUDPC y SAUDPC (Tabla 22)
reflejé que existieron diferencias estadisticas significativas para los hibridos evaluados.
La alta significacién para los tratamientos determina que los hibridos evaluados
presentaron diferentes niveles de resistencia y que existe suficiente variabilidad

genética.
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Tabla 22. Andlisis de variancia de las variables AUDPC, RAUDPC y SAUDPC en un disefio
alfa latice, Monobamba 2014.

AUDPC RAUDPC SAUDPC

Fuente de
. . gL

Variacién CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F
Repeticiones 2 355950 ** 0.0155 **  0.553 *
Bloques en rep. * N £
(Ajustado) 51 17886 0.00076 0.173
Tratamientos 269 4279185 ** 0.1781 ** 1574 ¥
Error Intrabloque 487 12224 0.000521 0.12
Total 809 _
Ccv 14.1 8.64 8.64
Promedio 1307.01 0.26 2.46
r 0.99 0.99 0.98

ns: no significativo a P < 0.05; *: significativo a P < 0.05; **: significativo 2 P < §.01; ***: altamente
significativo a P <0.001.

El AUDPC es una variable pseudocuantitativa que cuantifica el nivel de resistencia
genética del clon o variedad a P. infestans en condiciones de campo. No obstante, Yuen
y Forbes (2009) estiman que €l coeficiente de variacién (CV) del AUDPC entre ensayos
se reduce cuando se utiliza el RAUDPC, y se reduce ain mas cuando se utiliza el
SAUDPC. Esto concuerda con los valores de CV de las variables de RAUDPC y
SAUDPC de este experimento que es de 8.64 en ambos casos, comparado con el CV del
AUDPC que es de 14.1.

En la tabla 23, se observa a los individuos agrupados por tipo de cruce y su
correspondiente valor promedio de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC, asi como su
respectiva desviacion estdndar. Los valores de AUDPC indican un rango de reacciones
desde completamente resistentes (< 900) hasta completamente susceptibles (>4000)
entre individuos provenientes del mismo tipo de cruce.

El valor minimo de AUDPC para los parentales tetraploides (4x), es 2.5 y el maximo de
4245.57, y el valor promedio En cuanto a los valores de parentales diploides (2x) el

minimo es 96.96 y el méximo corresponde al Hyb ¢jm con 2106.98.
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Tabla 23. Consolidado del promedio de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC de los hibridos y

parentales. C

Parentales/Tipo de cruee . digoduos AUDPC  RAUDPC  SAUPDC?
Parentales 4x 14 2427.74+15141 049%03 4.59+29 a
AdvClones x Hyb chq 137 119330+ 11656 024+02 223+23 ¢
AdvClones x Hyb pcs 53 1558.05+1116.6 03102 295+22 b
AdvClones x Hyb ¢jm 34 1257.21 £1069.3 025+02 237+19 ¢
AdvClones x Hyb sgr 7 827.60 + 833.6 0.16+0.1 166+17 d
Parentales 2x 14 490.41 + 493.1 0.1£0.09 092+09

¥ Valores en la columna seguidos por la misma letra, no tienen diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
Tukey (P<=0.05).

La Figura 26 refleja la distribucion de los valores de AUDPC promedio y el nimero de
individuos que se ubican en los diferentes rangos de estos valores, 1o que nos muestra
un panorama general de la variabilidad de resistencia presentada en toda la progenie, al
lado de los parentales involucrados. Como en las grificas anteriores, se mantuvo el
color asignado al tipo de donante involucrado en el cruzamiento a fin de facilitar el

seguimiento de las combinaciones hibridas generadas.

AUDPC
4500 -
4000 - ‘ ‘
07 A A »Susceptible
3000
2500

A
2000 4 - - ‘ - y ‘—-)Resistente
1500
1000 1 A A A
- A ‘
¢ ‘ N f '
Parentales 4x 4x % Hyb chq 4x x Hyb ¢jm 4x % Hyb pcs 4x x Hyb sgr Parentales 2x

Tipo de cruce
Figura 26. Distribucién de los valores de AUDPC segtin el tipo de cruce y los parentales
correspondientes; Monobamba 2014,
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Se observa una distribucién de los valores de AUDPC desplazados hacia la
izquierda del grafico para los hibridos provenientes de los cruzamientos AdvClones x
Hyb chg, reflejando una mayor proporcion de genotipos resistentes, y esto es
consecuencia de la seleccion de hibridos resistentes en la primera evaluacién de
tamizado en campo realizado en Monobamba 2012. Los valores de AUDPC estuvieron
en el rango de 0 a 4491.4, presentando un valor promedio de 1193.30 & 1165.6. Si se
analizan los intervalos de AUPDC, el que presenta el mayor nimero de hibridos es el
rango 0 a 499.9, mientras que el menor nimero de hibridos esta en el rango de 3993 a

4491, como lo refleja la Figura 27.

N individuos

n=137
18‘5"640 promedio=1193.3

70 4

0-499 500-998 999-1497  1498-1396 1997-2495 2496-2934 2995-3493 3494-3932 3993-449%
AUDPC

Figura 27. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. chiquidenum.

Con respecto a la distribucion de los valores AUDPC para los hibridos provenientes del
cruzamiento AdvClones x Hyb pcs, también se puede observar una distribucién de los
valores hacia la izquierda. Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 3916.9,
con un valor promedio de 1558.05 + 1116.6. Si se analizan los intervalos de AUPDC, el
que presenta ¢l mayor nimero de hibridos es el rango 0 a 559.6, mientras que el menor

namero de hibridos esté en el rango de 3358 a 3916, como lo refleja la Figura 28.
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Con respecto a los hibridos provenientes del cruzamiento AdvClones x Hyb ¢jm,
se observa una distribucion de los valores de AUDPC desplazados ligeramente hacia la
izquierda del gréafico. Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 3706.0, con
un valor promedio de 1257.21 + 1069.3. Si se analizan los intervalos de AUPDC, el que
presenta el mayor nimero de hibridos es el rango 0 a 529.4, mientras que el menor

numero de hibridos est4 en el rango de 3177 a 3706, como lo refleja la Figura 29.

N individuos
n=34
LBr_40 o promedio=1558.05
12 - (R} Amarilis
{MR)

60.3

0-5595 560 - 1119 1120- 1678 1679-2238 2239-2797 2798 - 3357 3358 - 3916
AUDPC

Figura 28. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. paucissectum.
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N individuos n=53

LBr_40 promedio= 1257.21
{R}
25 - 60.3 Amarilis
\L (MR}
2112.54

0-529 530- 1058 1059- 1588 1589.- 2117 2118- 2647 2648- 3176 3177 - 3706
AUDPC

Figura 29. Distribucion de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. cajamarquense.

En cuanto a la distribucién de los valores AUDPC para los hibridos provenientes del
cruce AdvClones x Hyb sgr, se observa una distribucién bimodal, como se refleja en la
Figura 30, esto se explicaria por el niimero reducido de hibridos generados y evaluados.
Los valores de AUDPC estuvieron en el rango de 0 a 2301.8, con un valor promedio de
827.6 + 833.6. Si se analizan los intervalos de AUPDC, el que presenta el mayor
numero de hibridos es el rango 0 a 575, mientras que el menor niimero de hibridos esta
en el rango de 576 a 1150.
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N individuos n=8

9 - promedio=827.6
LBr_40 -
R) Amarilis
60.3 (MR)
a 2112.54
] Monserrate Yungay
(ms) {s) Tomasa
2278.72 322741 (HS}
3 ‘l, 4478.36
2
1
0 K T T
0-575 576- 1150 1151 -1726 1727 - 2301 AUDPC

Figura 30. Distribucién de frecuencias de los valores de AUDPC de las familias que tienen

como donante a los hibridos de S. sogarandinum.

Como criterio de seleccion, el AUDPC de los clones es comparado al AUDPC de los
controles susceptibles y resistentes (Forbes ef al., 2014). Asi, para el tamizado en campo
(Monobamba 2014), el AUDPC para Yungay fue de 3227.41, mientras que para los
testigos Chucmarina, LBr_40 y Amarilis, los valores de AUDPC fueron 41.43, 60.27 y
728.42, respectivamente. Estos valores reflejan la resistencia de los clones mencionados
en situacion de alta presion de indculo, el cual fue favorecido debido principaimente a
periodos de bajas temperaturas y alta humedad relativa durante el ciclo de cultivo, asi
mismo se muestra que el testigo Tomasa (Altamente susceptible), fue seriamente

afectado por la enfermedad con valores de 4478.36.

Es probable que las condiciones ambientales en las cuales se evaluaron estos clones
favorezcan o no la expresion de su resistencia, especialmente .si se toma en cuenta los
valores ambientales (como temperatura, humedad relativa y precipitacion). Para el caso
de Monobamba 2014, el valor promedio de AUDPC del testigo susceptible de referencia
(Yungay) fue de 3227.41, mientras que en Monobamba 2012, present6 un valor de

1877.04, esto nos indica que Ia enfermedad fue mas severa en Monobamba 2014.
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En base a los valores de AUDPC, RAUDPC y SAUDPC, de los 231 hibridos
evaluados en campo, y siguiendo la recomendacion de Yuen y Forbes (2009), se utilizd
la escala de susceptibilidad basada en los valores de AUPDC para seleccionar a los
hibridos resistentes, selecciondndose 155 hibridos que poseian valores de resistencia en
el rango de altamente resistentes a moderadamente resistente (siguiendo la escala de

AUDPC (SAUDPC)) aquellos que presentaron valores de 0 a 4.

De los 155 hibridos seleccionados, 95 pertenecian al cruzamiento AdvClones x Hyb
chg, 19 al cruzamiento AdvClones X Hyb pcs, 36 al cruzamiento AdvClones x Hyb ¢jm
¥ 5 a al cruzamiento AdvClones x Hyb sgr (Tabla 24).

Tabla 24. Resumen de los individuos seleccionados después de la evaluacion en campo

Monobamba 2014, agrupados por tipo de cruce.

N° individuos N° individuos

' N° seleccionados seleccionados
Tipo de cruce individuos  por resistencia  por resistencia
sembrados

(SAUDPC:0-5) (SAUDPC:0-4)

AdvClones x Hyb chq 137 117 (85.4%) 95 (69.3%)
AdvClones x Hyb pes 34 25(73.5%) 19 (55.8%)
AdvCiones x Hyb ¢gjm 53 46 (86.8%) 36 (67.9%)
AdvClones x Hyb sgr 7 7 (100%) 5(71.4%)

Total 231 195 (84.4%) 155 (67%)

Con respecto a la ploidia, de los 155 individuos seleccionados, 139 y 16 serian
tetraploides y triploides, respectivamente. En relacion a la viabilidad de polen, 51 serian

altamente fértiles y 57 moderadamente fértiles. (Anexo 1, Tabla 3).

A la fecha, este es el primer reporte exitoso de incorporacion de resistencia a P.
infestans, proveniente de especies silvestres filogenéticamente distantes, y ademads

endémicas de regiones del Perii con alta presion del patégeno, de los grupos Piurana (S.
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chiquidenum y S. paucisecctum), Tuberosa (S. cajamarquense) y Megistracroloba (S.
sogarandinum), en el fondo genético cultivado, utilizando la poliploidizacion sexual

unilateral.

Los programas de mejoramiento de papa de los diferentes centros de investigacion de
todo el mundo continlan buscando genes de resistencia de fuentes exdticas, que
conduzcan a una resistencia duradera. Algunas de las fuentes muy bien identificadas han
sido S. bulbocastanum y S. cardiophyllum (Naess et al., 2001; Shi et al., 2006).
Adicionalmente, otra fuente de resistencia é tizén tardio, utilizada durante la dltima
década es S. microdontum (Adillah Tan et al., 2008; Bisognin e? al., 2005).

Es importante tener en cuenta que el enfoque de piramidacién de genes debe ser
combinado con un fondo genético de genes menores, para reducir aiin mas el riesgo de
pérdida de la resistencia. Aun cuando el mejorador ha transferido con éxito los genes de
interés de la especie donante a la papa cultivada, aiin quedan importantes retos en el
mejoramiento; pueden ser necesarios miltiples generaciones de cruzamiento y seleccion
para lograr un clon con atributos fenotipicos aceptables y cada generacion debe ser
examinada para asegurar que el nuevo gen o genes de resistencia a la enfermedad han

sido incorporados y se mantienen en el paso del tiempo (Aversano, 2007).

El objetivo del mejorador es obtener un tipo de resistencia independiente de los genes R
y de naturaleza poligénica, que es mis duradera que una resistencia de herencia
monogénica de genes R; sin embargo, la resistencia parcial es dependiente de la
duracién del dia y esta fuertemente correlacionada con madurez tardia en condiciones
de dias largos (Turkensteen, 1993); aun cuando se logre el objetivo,I algunos estudios de
caso han reportado una erosién de la resistencia general (Flier ef al., 2003,) y esto se
explicaria pues a menudo la resistencia introgresada se basa en dos o tres loci mayores
de rasgos cuantitativos (QTLs) en posiciones del genoma que a menudo corresponden a
los loci que albergan grupos de genes R Esto sugeriria que la resistencia parciai tiene la
misma base molecular que la de los genes R (Gebhardt y Valkonen, 2001;. Grube et al.,
2000). Asi, es importante continuar en la identificacién de genes R mayores adicionales,
que confieran una resistenéia de amplio espectro contra el tizén tardio e introducirla en
variedades modernas de papa.

Como parte de las nuevas técnicas, el aislamiento de genes objetivo de especies de

Solanum y su transformaci6n estable como genes cis en variedades modernas de papas,
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es de lejos el medio mas rapido para explotar una resistencia duradera al tizon tardio en

el acervo genético de Solanum (van der Vossen et al., 2005).

El aporte mediante la generacion de productos intermedios o pre-bred stocks
provenientes de fuentes novedosas de resistencia permite ampliar la base genética de la
papa cultivada y es uno de los pasos mas importantes en el mejoramiento genético, tanto
hacia la comprensién de la utilidad potencial de las fuentes de resistencia exdticas, y
también proporciona una base para elucidar los mecanismos de resistencia contra el

tizon tardio.
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V. CONCLUSIONES

Este es el primer reporte de utilizacion exitosa de especies silvestres y
filogenéticamente distantes de los grupos Piurana (S. chiquidenum y S.
paucisectum), Tuberosa (S. cajamarquense) 'y Megistracroloba (S
sogarandinum) para la incorporacién de resistencia en el fondo genético

cultivado, utilizando la poliploidizacion sexual unilateral.

El éxito en las hibridaciones confirmé la transferencia de grupos de genes o
segmentos de cromosomas, a partir de hibridos interespecificos diploides (Hyb
chq, Hyb ¢jm, Hyb pcs e Hyb sgr) resistentes a tizon tardio a clones avanzados
del programa de Mejoramiento del CIP. Se generaron 64 familias con 1978
semillas hibridas a partir de las cuatro combinaciones de cruzamientos, de las

cuales 1812 germinaron exitosamente.

Los resultados obtenidos sugieren que los hibridos generados en este estudio
presentan un amplio rango de valores de AUDPC. De los 1039 hibridos
evaluados en el primer tamizado en campo en Monobamba en el 2012, se
seleccionaron 357 que poseian valores de resistencia en el rango de altamente a
moderadamente resistentes. Se consideraron variables adicionales para

incrementar la precision de la seleccion.

Las variables de numero, longitud de estolones y rendimiento (kg/plt)
presentaron diferencias significativas entre las distintas combinaciones de
cruzamientos. La mayoria de los hibridos presentaron diferencias significativas
en relacion a las variables agron6micas evaluadas comparadas con los parentales
tetraploides, aunque también se encontraron hibridos que poseian valores de

rendimiento superiores dentro de todas las combinaciones.
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e El efecto de la tetraploidizacion sexual en el rendimiento de la papa estd
acompafiado de una disminucién de fertilidad, pero este efecto esta ligado al tipo
de citoplasma pero este efecto esta ligado al tipo de citoplasma que se hereda de
forma materna. De los 357 hibridos seleccionados, solo 186 presentaron una alta

- a moderada viabilidad de polen y podrian ser utilizados como parentales

masculinos en futuros cruzamientos.

e La existencia de gametos no reducidos en las plantas diploides se confirma
ademads por la distribucién de ploidias de los hibridos evaluados. Los resultados
indican que de un total de 355 hibridos evaluados, 326, 91 por ciento, son

tetraploides y 29, 9 por ciento son triploides.

e La prueba de hojas sueltas complementé la evaluacion de resistencia en campo y
los resultados de las reacciones de compatibilidad/incompatibilidad concuerdan
con la eleccion de los dos aislamientos complejos para la validacion de la
resistencia a P. infestans y el descarte de la presencia de genes R conocidos en

los hibridos evaluados.

e De los 231 hibridos evaluados en el segundo tamizado en campo, Monobamba
en el 2014, se seleccionaron 155 hibridos que poseian valores de resistencia en

el rango de altamente a moderadamente resistentes.

93



V. RECOMENDACIONES

Evaluar los hibridos seleccionados por su potencial de resistencia a P. infestans,
caracteristicas agronomicas deseables y fertilidad de polen en diferentes

ambientes.

Realizar andlisis de otras caracteristicas tiles para los mejoradores, ejm: analisis
de glicoalcaloides totales (TGA) en los hibridos seleccionados y pruebas

sensoriales en diferentes ambientes y bajo condiciones de estrés.

Realizar estudios cromosdémicos moleculares (Hibridacion Gendmica in situ por
fluorescencia (GISH), etc.) en los hibridos que presenten altos niveles de
resistencia a P. Infestans, con la finalidad de caracterizarlos y obtener
marcadores cromosOmicos que permitan individualizar grupos de cromosomas,
o cromosomas individuales, y obtener mapas fisicos ttiles en el programa de

mejoramiento de papa, en estudios evolutivos y filogenéticos.

Evaluar, a nivel molecular, si los clones seleccionados poseen regiones del

cromosoma con nuevos alelos de resistencia diferentes a los ya estudiados.
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VIII. ANEXOS

Anexo |

Tabla 1. Lista de los parentales femeninos utilizados.

Tipo Resistente Viabilidad

Naimero CIP Cédigo Poblacién Citoplasma 2 polen (%) Observ.
CIP387164.4 LBr-40 b
CIP392617.54 B3Cl.1 D 80.9
B3 LB* -
CIP392650.12 B3Cl.2 D 85.6
CIP392657.171 B3Cl13 D 87.1
C91.612 D
CIP388611.22 el
W tétradas
CIP388615.22  (C91.640 0.0 estériles
CIP391562.6  LR-93.156 -
T
CIP392745.7  92.187 77.8
C92.140 D
CIP392797.22 PVXy
(UNICA)  LTVR PVY* 78.4
_ T
CIP392820.1  C93.154 87.7
_ T
CIP393613.2  TXY.2 79.6
T
CIP393615.6  TXY.6 84.7
. w tétradas
CIP393617.1 TXY.11 0.0 estériles
CIP396311.1  C95.276 T 85.0

*LB: P. infestans
¥PVX : Virus X de fa papa, PVY: Virus Y de la papa
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Tabla 2. Lista de parentales masculinos utilizados

AUDPC promedio
Pedisree Porcentaje
Niimero CIP Cédigo 18T de polen Oxa_2007 Mono_2008
2n ‘

CIP506093.9  ER-6039  8on*chg Alto 169.2 4833
CIP 506095.6 ER-607.6 gonxchg  \poderado 145.8 412.5
CIP 5060952  ER-607.2 8" XM \poderado 1633 559.2
CIP 50601722  ER-104.22 phuxchg  \roderado 233.3 318.3
CIP 506017.25  ER-104.25 phuxchg  \roderado 198.3 654.2
CIP506021.2  ER-1082  PH*chd  \poderado 2042 270
CIP 506027.1  ER-128.1 Smxchg  Moderado 2742 278.3
CIP 506027.9 ER-128.9 smxchg  proderado 256.7 286.7
CIP506043.17 ER-17517  SM*hd  yoderado 2742 258.3
CIP 506104.1 ER-629.1 stn x chq Alto 192.5 518.3
CIP 506059.1 ER-256.1 phu x pes Alto 175 1010
CIP 506059.2 ER-256.2 phu > pes Alto 169 6283
CIP 5061082  ER-6822  XHybxagm s, 530.8 1394.2
CIP 506106.7 ER-644.7 SIn X SE Moderado 1120 895.8
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HER-27.32

Figura 1. Pedigree de los hibrides tetraploides generados y seleccionados por resistencia a P.
infestans, proveniente de 1a fuente S. chiquidenum.

Not tubers

X
CIP 762126.217 pcs

X
CIP 703514 phu

X

CiP 506059.1 (ER-256.1)

HER-60.1 HER-60.2

Figura 2. Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados por resistencia a P.
infestans, proveniente de la fuente S. paucissectum.
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Cals alats. Biiad
CIP 388611.22
{C91.612 =REICHE)

HER-40.16 HER-40.52

Figura 3. Pedigree de los hibridos tetraploides generados y seleccionados por resistencia a P.
infestans, proveniente de la fuente S. cajamarquense.

X Not tubers

HER-13.2

Figura 4. Pedigree de los hibridos tetraploides generédos y seleccionados por resistencia a P.
infestans, proveniente de la fuente S. sogarandinum.
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Tabla 3. Listado de los hibridos seleccionados al final del experimento.

Cédige | Donamte | ADDF | SAUDEC Pk | Proidia R‘;‘“‘ Pn';:a&?
% citoplasma

HER-101 | sgr | 18123 333 - 4x 0.603 D
HER-12.1 sar 436.02 0.96 - 4x 0.710 T
HER-132 | sgr 39633 1.07 55.80 4x 0711 D
HER-13.3 sgr 28.40 0.00 4930 4x 0.675 D
HER-13.4 ser 97.48 0.03 78.85 4x 1.205 )
HER-14.9 chg 16917 330 9434 4x 1.167 D
HER-15.17 | chg | 65435 102 0.00 4x 0.814 w
HER-1518{ chg | 187413 | 368 0.00 4x 1.450 w
HER-1523 | eng |165213| 334 0.00 Ax 0.896 w
HER-1526 | chg | 158187 302 0.00 4ax 0533 w
HER-1529 | chg | 130411] 239 0.00 ax 0.704 w
HER-1535 | «chy | 195946 ] 365 0.00 4x 0.993 w
HER-1536 | chy | 164042| 332 0.00 3x 1.045 w
HER-1537 | chg | 1103521 203 0.00 4x 1022 W
HER-1540 | chg | 91842 1.93 000 4x 0.860 W
HER-1548 | chg 14302 268 0.00 ax 0.580 W
HER-1557 | chg | 145252| 298 0.00 4x 0.878 W
HER-1562 | chg | 119809) 233 0.00 3x 0.986 w
HER-1565 | chg | 123289| 231 0.00 4x 0.675 w
HER-1566 | chg | 117068 | 234 0.00 4x 0.900 w
HER1569 | chg | 1moo3| 337 0.00 ax 0978 W
HER-IST2 | chg | 150857] 264 0.00 4Ax 1252 w
HER-1580 | chg | 74772 1.65 0.00 4x 0971 w
HER-1587 | oy | 135495 262 0.00 4x 0.906 W
HER-1590 | chg | 21546 395 0.00 4x 0.640 W
HER-1593 | chg | 214405)] 39 0.00 4x 0.786 W
HER-164 | oy |13mos| 262 BI5 Ax 0.822 -

HER-17.1 chy 4536 0.00 75.99 4x 0.988 D
HER-17.2 chg | 75704 0.00 81.17 3x 0.702 D
HER-179 | chg | 29066 036 8772 4x L1 D
HER-18.10 | chg | 22899 0.62 86.51 ax 0.987 D
HER-18.12 | chg 59.78 0.00 76.22 4x 0.552 D
HER-18.13 | chg 54.31 0.00 3929 4x 1426 D
HER-1821 | chg 3257 0.66 9470 4x 0768 D
HER-1825 | chg 10827 | 003 83,61 4x 0.881 D
HER-183 chg | 23014 035 7313 4x 1.047 D
HER-1830 | chg | 11874 | o10 9124 | 4 0525 D
HER-1831 | chg | 25822 033 80,65 ax 0.738 D
HER-1833 chg 392.82 066 86.51 3x 0.909 ‘D
HER-1834 | chg 1325 0.07 89.93 4x 0.360 D
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Citigo | Donamee | AUDE | SAUDPC || SOl | gy | Remtimiemo | TS
% citoplasma

HER-1839 chg 86.74 0.02 81.17 4x 1557 D
HER-18.4 chq 9638 0.00 78.37 4x 0991 D
| HER-18.40 chq 33146 0.62 88.97 4x 1417 D
HER-18.47 chg | 10492 0.07 8333 4x 0956 D
HER-18.48 chq 17527 035 76.69 4x 1.159 D
HER-1849 | chg 184.02 027 8591 4x 0.857 D
HER-18.50 chq 10987 0.00 7599 4x 1.103 D
HER-1852 | chg 261.56 072 8803 4x 0.924 D
HER-18.53 chyq 64821 0.98 81.70 3x 1439 D
HER-18.54 chg | 124.09 0.00 8929 4x 1.003 D
HER-18.55 chg | 102.68 0.09 7862 4x 0.770 D
HER-18.57 chg | 25401 069 | 8274 4x 1072 D
HER-18.60 chy 34.85 0.00 65.96 4x 0.760 D
HER-18.61 chy 17141 039 7740 3x 1.290 D
HER-18.62 chq 31094 0.69 79.40 4x 0974 D
HER-18.66 chq 13.09 0.00 66.67 3x 0.756 D
HER-18.7 chg 105.52 0.00 7837 4x 0.752 D
HER-18.71 chq 7930 0.02 73.96 4x 1257 D
HER-18.73 chg 193.96 038 78.62 4x 0.886 D
HER-18.75 chq 59.91 0.05 7331 4x 0.800 D
HER-18.76 chq 105.1 0.02 8621 3x 1173 D
HER-18.82 chg | 16851 001 78.86 4x 1.023 D
HER-18.83 chqg | 16233 0.00 89.61 4x 1.108 D
HER-1891 chg | 5748 0.06 70.60 4x 0.877 D
HER-18.94 chyq 3335 0.64 7599 4x 0.700 D
| HER2.1 chq 32.06 0.00 0.00 3x 0.588 W
HER-20.33 chg 2092.79 399 0.00 4x 0.894 T
HER-23.2 chq 1963.03 37 80.91 4x 1346 T
HER-

24.111 chq 290.19 0.68 0.00 4x 1.034 W
HER-

24.118 chy 354.26 058 | 000 4x 0.808 w
HER- .

24.120 chq 129.94 0.01 0.00 4x 0.797 W
HER-24.33 chg 123.74 032 0.00 4x 0.903 w
HER-24.40 chg 226.77 030 0.00 4x 0.928 w
HER-24.48 chg 284 1.02 000 4x 1.042 W
HER-24.52 chq 180.64 0.08 0.00 4x 1.195 w
HER-24.76 chq 146.18 0.00 000 4x 1.174 W
HER-24.83 chq 118.82 0.08 0.00 4x 0587 W
HER-24.86 chy | 18671 029 0.00 4x 0.736 W
HER-27.12 chg | 6836 0.05 75.76 4x 0399 D
HER-27.13 chg | 10482 005 83.03 4x 1.588 D
HER-2721 chyq 1454.66 277 78.13 4x 1.001 D
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Cotgo | Doname | AUDP | SAVDRC | S | ppg | Rentimiemto | RS
Y% citoplasma
HER-27.24 chg 49.59 0.00 84.75 4x 0.836 D
HER-27.27 chq 18831 030 82.78 4x 0.648 D
HER-27.31 chg 1901.12 333 86.21 4x 1.074 D
HER-27.32 chg 28569 0.67 86.21 4x 1520 D
HER-27.33 chq 1113.73 2.01 88.65 4x 0.694 D
| HER-2737 chq 21599 033 73.75 3x 0.864 D
HER-2738 chyg 11004 0.00 8681 4x 1.100 D
HER-27.5 chyg 2083.06 395 92.59 4x 1.156 D
HER-27.7 chg 182.13 031 86.51 4x 0.878 D
HER-27.8 chq 7151 0.00 83.61 4x 0.825 D
HER-27.9 chg 33.10 0.01 7825 4x 0.600 D
HER-30.2 chg 113.81 028 0.00 4x 0.777 w
HER-31.1 chg 398.73 0.94 - 4x 0.788 T
HER-353 chg 92.29 0.00 56.10 4x 0.765 T
HER-39.2 chg -348.81 0.69 0.00 3x 0.706 T
HER-39.3 chq 1205.11 238 0.00 4x 0.520 T
HER-4.1 chg 790.21 1.68 92.59 4x 0.710 -
HER-41.14 cjm 1893.96 3.54 80.95 4x 0.967 D
HER41.17 cjm 130632 239 73.96 4x 1.502 D
HER-41.20 cjm 2067.11 3.67 73.75 4x 1.038 D
HER-4132 cjm 2114.18 3.71 61.10 4x 1371 D
HER42.11 cjm 59638 134 0.00 4x 0.720 w
HER429 cjm 928.77 1.73 0.00 4x 1.320 w
HER-44.10 cjm 395.66 0.99 5.70 4x 0.680 D
HER-443 cjm 1828.51 3.41 5435 3x 1.158 D
HER-444 cjm 456.05 0.92 67.57 4x 1.645 D
HER-44.5 cjm 17394 291 6173 3x 1.039 D
HER-44.7 cjm 1377.74 258 75.76 4x 1.049 D
HER-44.8 cjm 1026 0.00 8224 4x 1.125 D
HER-44.9 cjm 1357.06 232 6831 4x 0.760 D
HER45.1 cjm 28025 0.60 71.60 4x 1.040 D
HER-45.11 cjm 434.04 0.95 86.21 4x 1.366 D
HER-45.18 cjm 34227 0.96 75.53 4x 1.027 D
HER-45.20 cjm 123.68 0.00 8591 4x 0.540 D
HER-45.23 cjm 395.06 1.04 0.00 4x 0.511 D
HER-453 cgm 233.97 031 91.91 4x 1.147 D
HER-45.9 cjm 289.63 029 86.51 4x 0.702 D
HER-46.17 cjm 547.01 1.01 73.31 4x 1.328 D
HER-46.21 cjm 584.78 0.98 75.99 4x 0.657 D
HER-46.23 gm 368.88 0.62 83.39 4x 1240 D
HER-4634 cjm 167.98 034 76.05 ax 1.150 D
HER-46.41 cjm 319.13 038 73.10 3x L.060 D
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i AUDP | sauppc | Pokem ... | Rendimieato | Frobable
Codigo | Domante | ~onis | 2014 “’,'/'_"‘ Ploidix (ke/pht) - m"‘:’ﬁm
HER-46.5 cjm 2941 0.98 81.97 ax 0.725 D
HER-46.6 cjm 488.46 - 0.98 74.18 4x 0.840 D
HER-52 chyq 633.45 132 - ax 0.698 T

HER-

50.106 cjm 12328 0.06 72.39 4x 1.080 D

HER-

50.117 cm 370.83 0.96 8929 4x 0.800 D
HER-50.66 | cjm 12552 0.10 $5.03 4x 0.998 D
HER-5069 | cjm 387.53 1.02 6330 4x 0.930 D
HER-50.82 | cjm 13328 0.05 6175 4x 0.780 D
HER-5085 | cjm 68.06 0.05 8224 4x 0.903 D
HER-5095 | cjm 584.01 1.33 7331 4x 1.096 D
HER-53.13 { cjm 768.98 138 0.00 4x 1342 w
HER-53.8 cjm 91521 1.73 0.00 4x 1.000 w
HER-56.12 |  pes 173187 | 325 73.10 ax 0.875 -
HER-56.13 | pos 197449 | 366 81.97 4x 0.918 -
HER-57.17 |  pes 29634 0.64 7837 3x 0912 D
HER-572 pos 11874 0.00 77.16 4x 0.973 D
HER-5720 |  pes 476.75 1.01 77.10 ax 0.960 D
HER-5734 |  pes 34128 097 8591 4x 0.583 D
HER-5735 |  pes £6.67 0.02 82.80 4x 0.675 D
HER-57.41 |  pes 3263 0.02 7665 | 4x 0.640 D
HER-5743 |  pes 312.84 0.40 7225 4x 0.997 D
HER-5745 |  pcs 1723 034 79.90 4x 0.582 D
HER-5746 |  pes 100.25 0.05 79.62 4x 0.852 D
HER-5747 |  pes 285.88 033 56.82 4x 0.570 D
HER-57.6 pes 2146 367 8278 | 3x 0.952 D
HER-59.1 pes | 212338 3.96 0.00 4x 0.859 T
HER-59.9 pes | 1916.61 3.59 - ax 0.661 T
HER-60.1 pes 1142 0.00 83.89 ax 1.005 D
HER60.14 | pos 159238 301 65.45 4x 0.658 D
HER-602 pes {16014 ) 303 77.16 4x 0.835 D
HER-62.1 pes 566.25 1.02 83.89 ax 0.940 -
HER-8.1 chq 99538 1.96 7837 4x 0.799 D
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