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PROLOGO 

El nematodo del quiste de la papa, con sus especies Globodera
 
rostochiensis y Globodera pallida, es considerado como uno de los
 
organismos m~s importantes que afectan el cultivo de la papa. No s6lo
 
ocasiona severas p~rdidas en el rendimiento sino tambi~n dr~sticas
 
medidas cuarentenarias, una vez detectada su presencia. La bdsqueda
 
de fuentes de resistencia a Globodera spp. en diversas colecciones de
 
material gen~tico de papa (Solanum sp.), tanto cultivado como
 
silvestre, ha ocupado desde hace mucho tiempo, y en diversos paises,la
 
atenci6n de numerosos investigadores. La metodologia para la
 
identificaci6n de estas fuentes y la evaluaci6n de las progenies
 
resultantes de los trabajos de mejoramiento, destinados a incorporar
 
esta resistencia a material gen~tico avanzado, ha jugado tambi~n un
 
papel determinante en el 6xito o fracaso de este esfuerzo conjunto que

llevan a cabo tanto los nemat6logos como los especialistas dedicados
 
al mejoramiento de cultivos.
 

Este documento se ha preparado con el prop6sito de brindar informaci6n
 
y detalles, obtenidos durante varios afios de investigaci6n, sobre el
 
desarrollo y la aplicaci6n de diversas t~enicas que se utilizan para

evaluar material gen~tico de papa por su resistencia al nematodo del
 
quiste, en el departamento de Nematologia y Entomologia del Centro
 
Internacional de la Papa (CIP). Estas experiencias han permitido
 
disefiar una secuencia l6gica y eficiente de pasos que han culminado en
 
el lanzamiento de una variedad de papa resistente a las razas P4A y
 
P5A de G. pallida.
 

Los m~todos y el sistema que se presentan en esta publicaci6n, no se
 
consideran como dnica alternativa que eba reemplazar sistemas ya
 
establecidos en otros programas. Es mis bien un documento que puede
 
ser empleado para complementar otros sistemas y ofrecer diversas
 
alternativas. Estas, una vez probadas y seleccionadas segdn las
 
condiciones y requerimientos del programa interesado, permitir~n
 
establecer un sistema prActico y eficiente para evaluar y seleccionar
 
material gen~tico de papa con resistencia al nematodo del quiste de la
 
papa Globodera spp.
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EVALUACION DE RESISTENCIA DE LA PAPA
 

AL NEMATODO DEL QUISTE Globodera pallida
 

J. Franco, A. Gonzilez y A. Matos
 

1. INTRODUCCION 

La evaluaci6n para resistencia a G. rostochiensis (Woll.) Behrens 1975
 
y G. pallida (Stone) Behrens 1975, es uno de los pasos ms importantes
 
en todos los programas de mejoramiento. Con el descubrimiento de
 
algunas especies de Solanum sp. resistentes al nematodo del quiste

(Ellenby, 1952; Huijsman, 1960; Dunnett, 1961, 1964; Ross, 1962), se
 
fueron desarrollando diferentes m~todos de evaluaci6n, utilizando
 
plantas provenientes de tub~rculo- semilla o de semilla (sexual).*
 

Los primeros trabajos de resistencia se realizaron con tub~rculos
 
sembrados directamente en el campo (Ellenby, 1945), o en macetas con
 
suelo infestado (Mai, Peterson; 1952; Dunnett,1957; Jones y Pawelska,
 
1963). Otros trasplantaron esquejes en macetas igualmente infestadas
 
(Cole y Howard, 1957). Sin embargo, los mdtodos de invernadero y
 
campo son laboriosos y si no se disefian y programan segdn los
 
objetivos establecidos, los resultados no siempre son satisfactorios,
 
aun bajo condiciones controladas de invernadero.
 

En laboratorio se han utilizado rodajas de papa en arena hdmeda
 
(Oostenbrink, 1950; Williams, 1957, 1963), recipientes cerrados de
 
paredes transparentes (Foot, 1977; Phillips et al, 1981), y platos de
 
petri con agar-agua donde colocan trozos de tub6rculo con brotes
 
vigorosos (Mugniery and Pearson, 1976). Estos m6todos tienen la
 
ventaja de ser econ6micos, no ocupan mucho espacio, no necesitan
 
luz, y tanto la temperatura como la humedad pueden ser reguladas con
 
precisi6n, permitiendo hacer estudios mis detallados de resistencia.
 

Por lo general, en todos los casos en que se utilizan tub6rculos
semillas (campo, invernadero y laboratorlo), los resultados se
 
obtienen a los dos aflos de haber realizado los cruzamientos.
 

La semilla (sexual) tambi4n ha sido motivo de estudios de evaluaci6n
 
para resistencia al nematodo del quiste. Partiendo de ella se han
 
desarrollado plAntulas en suelo infestado con quistes (Toxopeus y

Huijsman, 1953; Huijsman 1955), en cajas de plAstico con tapa movible,
 
en recipientes especiales (Sprau, 1968; Oostenbrink, 1952), y en
 
bolsas de plAstico con agar-agua (Den Ouden, 1960).
 

Estos m6todos resultan sumamente complicados y laboriosos, sobre todo
 
cuando se evaldan miles de genotipos.
 

* Semilla se refiere a material para reproducci6n gAmica y
 
tub~rculo-semilla a material para reproducc16n agAmica.
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2. CONSIDERACIONES GENERALES 

Normalmente, en todo programa de mejoramiento para resistencia al
 
nematodo del quiste, el primer paso se refiere al trabajo de los
 
nemat6logos. Esto se debe a que a lo largo de todo el proceso para la
 
obtenci6n de cultivares resistentes, se necesitan conocimientos
 
t6cnicos acerca del parisito, que permitan desarrollar un m~todo
 
adecuado y sobretodo eficiente para identificar las plantas que
 
realmente sean resistentes.
 

2.1 Resistencia
 

A diferencia de otras disciplinas de sanidad vegetal y aun de
 
nematologia, el concepto de resistencia al nematodo del quiste de la
 
papa se define como la capacidad o el atributo de una planta de papa
 
de impedir en forma total o parcial la multiplicaci6n del nematodo.
 
Como resultado de esta acci6n las poblaciones iniciales de nematodos,
 
es decir, las que se encuentran en el suelo antes de un cultivo de
 
papa, disminuirin o no se incrementardn en forma tan intensa como
 
luego de emplearse una planta susceptible.
 

La resistencia al nematodo del quiste en una planta de papa puede
 
deberse a la expresi6p de diversos mecanismos que impidan su
 
desarrollo y multiplicaAi6n. Sin embargo, el mecanismo mis conocido
 
es aquel en que una vez que las raices de las plantas de papa son
 
invadidas por los segundos estados juveniles del nematodo, 6stos no
 
contindan su desarrollo debido a que no ocurre una respuesta
 
compatible en el interior de las raices (sincitos), que les permita
 
alimentarse apropiadamente una vez que alcancen su estado sedentario
 
(J3); y por lo tanto mueren o, en su mayoria, pasan a su estado de
 
adulto como machos. Es importante indicar que tanto las plantas
 
resistentes como las susceptibles son igualmente invadidas por los
 
nematodos y en consecuencia ambas sufren p6rdidas en el rendimiento
 
debido al dafio causado por la penetraci6n de los segundos estados
 
juveniles. Asi mismo, estas p6rdidas estarAn en relaci6n directa con
 
la densidad de nematodos presentes en el suelo y la capacidad de la
 
planta de papa para tclerar este dafio de invasi6n.
 

2.2 Fuente de in6culo
 

Las dos especies del nematodo de quiste de la papa G. rostochiensis y
 
G. pallida presentan numerosos patotipos o razas fisiol6gicas que
 
pueden ser identificadas por su habilidad de multiplicarse en plantas
 
de papa que contienen diferentes genes de resistencia y son
 
denominadas hospedantes diferenciales. En el CIP se ha orientado la
 
bisqueda de variedades resistentes hacia las razas P4A y P5A de G.
 
pallida que son consideradas como las mis agresivas dentro de todas
 
las poblaciones del nematodo del quiste de la papa (Scurrah,1972;
 
Bowman y Ross,1972; Franco y Evans,1978; Scurrah y Franco, 1978). La
 
poblaci6n prototipo utilizada en la evaluaci6n para la raza P4A
 

2
 



proviene de Choc6n-Jauja (Perd- centro) y para P5A de Otuzco (Perd
norte). El in6culo consiste en quistes viables que se obtienen de
 
campos naturalmente infestados o de parcelas de multiplicaci6n donde
 
continuamente (en monocultivo) se desarrollan variedades susceptibles.
 
La infestaci6n del campo se puede estimar por la observaci6n o el
 
examen 
de las raices de plantas de papa que estdn llegando a la
 
floraci6n. 
 En este estado del cultivo, las hembras han reventado la
 
corteza de la raiz y los cuerpos esf~ricos se pueden reconocer a
 
simple vista. Un m~todo sencillo para estimar la infestaci6n del
 
nematodo del quiste de la papa cuando el campo se halla sin cultivo es
 
el de I botella. Consiste en colocar unos 50g de suelo bien
 
mezclado, proveniente de diferentes partes del campo, en una botella
 
de vidrio transparente. Se agrega agua suficiente para humedecer bien
 
el suelo y enseguida se agita vigorosamente el contenido. Luego se
 
agrega m6s agua hasta llegar casi al borde y los quistes que se
 
encuentren en la muestra flotardn. 
Una vez que el material pesado se
 
ha sedimentado (30-45 segundos) la columna liquida de la parte

superior de la botella se vierte sobre un papel absorvente de modo que
 
se pueden observar y contar los quistes a simple vista o con ayuda de
 
una lupa comdn (Figura 1).
 

• '.''.• .. 	 .. Agregue 

mis agua
hasta Ilenar 
la botella; 
los quistes 
flotan. 

2. 	Agregue 
agua y apite 
blen. 4. 	Vlrta 0[ con

tenido de la 
parte supe
rior sobre pa
psi absorven. 
te. Examine 
los quistes1. Deposite con una lupa.

unos 50 g de 
suelo en una 
botella trans
parente. 

Figura 1. 	M6todo de la botella para la extracci6n de quistes en el
 
campo.
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2.3 Obtenci6n de in6culo
 

Para la evaluaci6n de clones de papa por resistencia a G. pallida es
 
necesario contar con un buen niamero de quistes, para lo cual se
 
procesan grandes voldmenes de suelo.
 

En este caso, los quistes que se encuentran en el suelo son extraidos
 
mediante la tdcnica de flotaci6n. Una vez que el suelo recolectado se
 
ha dejado secar al aire (medio ambiente) y bajo sombra, se deposita en
 
un recipiente (balde) con agua. Seguidamente el suelo se agita durante
 
10 segundos y se deja sedimentar; los quistes flotarin junto con el
 
material orgAnico del suelo y pueden ser recogidos de su superficie o
 
separados por filtraci6n sobre un pedazo de muselina. Una vez que el
 
material flotante extraido seca completamente, se desmenuza y se
 
coloca encima de una hoja de papel, que al inclinarse permitird que
 
los quistes, por su forma esf~rica rueden sobre su superficie hacia la
 
parte Mus baja para su colecci6n. Posteriormente se determina la
 
viabilidad total de los quistes y se anota en la etiqueta de un frasco
 
con tapa de rosca, que se emplea para guardar el in6culo. Los frascos
 
con el in6culo se deben mantener en refrigeraci6n, a 50C, hasta el
 
momento de su uso.
 

2.4 Viabilidad del in6culo
 

El ndmero de huevos viables y de estados juveniles (J2) que contienen
 
los quistes es afectado por factores como la antigdedad del in6culo,
 
la edad de la poblaci6n, el patotipo o la raza, las condiciones del
 
medio ambiente y el tamaflo del quiste, por lo cual la viabilidad total
 
es desuniforme. Es muy dificil eliminar todos estos inconvenientes,
 
pero al menos el tamafio de los quistes se puede uniformizar
 
tamiz~ndolos a trav~s de una malla de 35 hilos (500 mm). Los quistes
 
retenidos, previa determinaci6n de su viabilidad total (Franco, 1981)
 
se utilizardn en las diferentes pruebas de evaluac16n para
 
resistencia.
 

Se entiende como viabilidad total (VT) a la cantidad total de huevos
 
viables (que contienen un embr16n normal o un segundo estado juvenil
 
formado) presentes en los quistes. Esto se consigue macerando 25
 
quistes tomados al azar y contando los huevos viables y estados
 
Juveniles liberados.
 

Por otro lado, se define como viabilidad infectiva (VI) el ndmero de
 
estados juveniles que emergen estimuladas por el exudado radicular
 
colectado de plantas susceptibles al nematodo del quiste, en un
 
per16do determinado. Generalmente a la viabilidad infectiva le
 
corresponde entre el 60 y 70% de la viabilidad total, porcentaje que
 
puede ser afectado por factores como temperatura, aireaci6n, calidad
 
del exudado radicular (6poca de colecci6n y su conservaci6n), etc.
 
Para determinar la viabilidad infectiva de los quistes, se toman al
 
azar 25 quistes y se colocan en una canastilla de muselina. Estas
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canastillas con los quistes son depositadas en vasos de 5 cm3 y el
 
conjunto es sumergido en agua destilada y colocado en incubadora a 20
 
0C. Al tercer dia se remplaza el agua por el exudado radicular de
 
papa 	de una variedad susceptible (ver 2.5). El exudado radicular es
 
cambiado cada semana y se cuentan los estados juveniles que emergen en
 
ese tiempo.
 

La diferencia entre la viabilidad total/quiste (VT) y la viabilidad
 
infectiva por quiste (VI), corresponde a la viabilidad residual (VR).

Esta dltima viabilidad representa los estados juveniles remanentes que
 
no han emergido, pero que con el estimulo de futuros cultivos de papa,
 
emerger.n en las mismas proporciones.
 

Estos conceptos se representan en la expresi6n siguiente:
 

VT = 	VI + VR
 

VT= Contenido total de huevos viables por quiste (100%).
 

VI= 	Ndmero de segundos astados juveniles que emergen por quiste
 
(60-70%)
 

VR. Ndmero de huevos remanentes por quiste (30-40%).
 

2.5 Exudado radicular
 

Para coleccionar exudado radicular es necesario contar con macetas
 
sembradas con plantas de papa de una variedad susceptible y que dichas
 
plantas no tengan mis de 5 a 6 semanas de desarrollo (Fenvick and
 
Widdovson, 1958; Widdovson, 1958a y b).
 

La maceta con la variedad susceptible se coloca sobre un soporte, de
 
tal manera que el orificio de drenaje est6 sobre un recipiente. Se
 
riega la maceta hasta el punto de saturaci6n y el agua que pasa a
 
travs del suelo es colectada en el recipiente. Con esta agua se
 
vuelve a regar la misma maceta 2 6 3 veces para obtener un exudado
 
radicular mis concentrado. Posteriormente se filtra el exudado
 
radicular a travs de un tamiz de 500 hilos o de un papel filtro, para
 
eliminar impurezas. Para mantener el efecto estimulatorio del exudado
 
radicular filtrado, 6ste se debe almacenar a 4 °C y por periodos no
 
mayores de 60 dias.
 

2.6 Tipos de in6culo
 

Despu~s de que la hembra inmadura (color amarillo o blanco marfil)
 
muere, la cuticula de su cuerpo esf6rico cambia de color y se
 
convierte en un quiste marr6n y duro, resistente a las condiciones
 
ambientales desfavorables. Los quistes se desprenden ffcilmente de
 
las raices y cada uno contiene desde unos pocos hasta 600 huevos.
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Cada huevo estS protegido ademds por su propia cdscara y alcanza a
 
permanecer viable por 20 afios o mds. La eclosi6n de los huevos puede
 
ser estimulada por efecto del exudado radicular de las raices de papa,
 
emergiendo en 61 los segundos estados juveniles.
 

Tenemos asi los tres tipos de in6culo que se utilizan en los
 
diferentes mdtodos de evaluaci6n para resistencia al nematodo del
 
quiste: quistes, huevos y segundos estados juveniles (J2). No hay
 
diferencia significativa en el tipo de inoculaci6n (Tabla 1), sin
 
embargo, 	 la inoculaci6n con quistes presenta algunas ventajas
 
prdcticas sobre la inoculaci6n con huevos y estados juveniles pues
 
6stos exigen mayor labor y cuidado (Gonzilez, 1982; Gonzdlez y
 
Scurrah, 1982 a).
 

El in6culo en forma de quistes y huevos generalmente se utiliza para
 
pruebas en macetas o recipientes cerrados, mientras que el in6culo de
 
estados juveniles se usa para pruebas en platos de petri.
 

Tabla 1. 	Dos tipos de in6culo y resistencia de pldntulas a
 
Globodera pallida.
 

In6culo
 

Huevos 	 Quistes
 

No. de plintulas evaluadas 2675 	 2975
 

No. de pldntulas resistentes
 

a los:
 

60 dias 	 * 947 

80 dias 	 609 
 668
 

100 dias 	 562 * 

Porcentaje de resistencia 21,0% 	 22,5%
 

* No se notan hembras inmaduras. 
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2.7 Estandarizaci6n de in6culo
 

Para el caso de la inoculaci6n con quistes, en la prueba en maceta o
 
recipiente cerrado, 
con plintula, esqueje o tub~rculo se estandariza
 
el in6culo a la densidad de 20 huevos viables/g de suelo. Segdn la
 
viabilidad total se determina el nmero 
de huevos o estados
 
juveniles,o ambos por quiste, y fAcilmente se estima el ndmero de
 
quistes por inoculaci6n.
 

En el caso de la inoculaci6n con huevos, se maceran los quistes

previamente sumergidos 
en agua (12-24 horas) y se llevan a un vaso
 
graduado o un recipiente con agua (100-200 cm3) donde se agita

vigorosamente por medio de un flujo de aire durante un minuto. En
 
esta forma los huevos se desprenden de las paredes de los quistes y

finalmente la suspensi6n se pasa a travds de un tamiz para eliminar
 
los trozos o restos de la cuticula de los quistes. 
 De otro lado, si
 
la inoculaci6n es con estados Juveniles 
(J2), se coloca un buen
 
ndmero de quistes en exudado radicular y se realiza el mismo
 
procedimiento descrito para determinar la viabilidad infectiva de
 
quistes (ver 2.4). Este dltimo tipo de inoculaci6n es mis laborioso y

exige m~s tiempo hasta lograr la emergencia de los estados juveniles.

En ambos casos, la suspensi6n final se lleva a un volumen fijo y se
 
agita vigorosamente para tomar luego 1 cm3 con 4 repeticiones, y

contar, con la ayuda de un microscopio-estereosc6pico, la cantidad de
 
huevos o estados juveniles que se encuentran en 1 cm3. De ser
 
necesario se ajusta la 
suspensi6n hasta lograr la concentraci6n
 
deseada.
 

2.8 Inoculacion
 

La inoculaci6n varia segdn el m~todo de evaluaci6n para resistencia,
 
sea en el estado de plintula o en el de tub6rculo. En todo caso, la
 
descripci6n para cada uno de los mktodos se dari posteriormente.
 

3. 	EVALUACION DE RESISTENCIA EN PLANTULAS PROVENIENTES 
DE SEMILLAS 

Es posible determinar resistencia en la progenie utilizando plintulas

procedentes de semilla (sexual), con lo que se acorta el 
tiempo de
 
selecci6n y evaluaci6n de progenitores. La prueba de pldntula puede
 
ser utilizada poco tiempo despuds de efectuados los cruzamientos.
 

Del programa de mejoramiento al nematodo del quiste se obtiene semilla
 
(sexual) proveniente de cruzamientos entre clones con alto nivel de
 
resistencia y buenas caracteristicas agron6micas. Para romper el
 
periodo de latencia de las semillas, se les trata con una soluci6n
 
acuosa de Acido gibberelico a 1500 ppm durante 24 horas. Luego se
 
enjuagan con agua y se dejan secar hasta la siembra. Las pruebas con
 
pl~ntulas se pueden realizar en forma individual o masal.
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3.1 Prueba individual
 

Coma su nombre lo indica, esta prueba consiste en evaluar individuo
 
per individuo, utilizanio diversos recipientes para su crecimiento.
 

3.1.1 En vasos de pldstico
 

3
Esta prueba individual emplea vasos de plistico de 60 cm y considera
 
tres variantes dependiendo de la 6poca de inoculaci6n: en la siembra,
 
en el trasplante y 15 dias despu~s del trasplante. En todo caso el
 
sustrato utilizado es una mezcla de musgo y suelo en la proporci6n
 
2:1, desinfestada por medio de calor. Para la inoculaci6n de
 
plAntulas en la siembra se procede de la siguiente forma:
 

Se llenan parcialmente los vasos de plistico y se inocula un
 
determinado ndmero de quistes para obtener una concentraci6n de 20
 
huevos/g de suelo. Luego de remover suavemente el suelo para
 
homogenizar la distribuci6n de los quistes se coloca una semilla de
 
papa en cada vaso y se cubre con el sustrato. Finalmente, se riegan
 
ligeramente los vasos. Despu6s de 8 a 10 semanas se realiza la
 
evaluaci6n .
 

De otro lade, en el case de realizar las inoculaciones en el
 
trasplante o a los 15 dias despu6s del trasplante, las semillas son
 
sembradas en bandejas. Despu~s de 15 dias de la siembra se realiza el
 
trasplante de todas las pldntulas a vases de pldstico y es posible
 
inocular el segundo grupo come se describe a continuaci6n.
 

Los vasos de plistico se llenan parcialmente con el sustrato descrito
 
y se inoculan los quistes en forma y concentraci6n similar a lo
 
indicado anteriormente (20 huevos/g de suelo).
 

Uniformizado el in6culo en el vaso, se cubre con el sustrato y se
 
coloca una pl~ntula de 3 a 4 cm de altura par vaso y luego se riegan
 
ligeramente las pl~ntulas. Despu~s de 8 a 10 semanas se realiza la
 
evaluac16n.
 

Finalmente, para la inoculaci6n 15 dias despuds del trasplante de las
 
pldntulas a los vasos, se inoculan las plintulas que se estdn
 
desarrollando vigorosamente, tal coma se indica a continuaci6n.
 

Con la ayuda de un l~piz, se perforan dos orificios a 2 cm del tallo
 
de la plntula en lugares opuestos, donde se introducen los quistes en
 
la concentrac16n de 20 huevos/g de suelo. Seguidamente se cubren los
 
orificios presionando el sustrato con los dedos y se riegan
 
ligeramente las pldntulas. En forma similar a las anteriores, despu~s
 
de 8 a 10 semanas se realiza la evaluac16n.
 

De estas tres alternativas, se ha observado que la inoculaci6n 15 dias
 
despu~s del trasplante es la ms recomendable porque se obtiene mejor
 
desarrollo y mayor supervivencia de pldntulas (Tabla 2). Sin embargo
 
la densidad del in6culo es de gran importancia en la expresi6n de
 
resistencia (Franca y Gonzdlez, 1988).
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Tabla 2. Porcentaje de resistencia (R) a Globodera pallida en
 

pltntulas inoculadas en diferentes oportunidades.
 

Siembra Trasplante Despuds del trasplante
 

CRUCE Total(ZR) Total (ZR) Total (ZR)
 

R1 X R2 41 (78) 50 (66) 50 (74)

R1 X S1 45 (33) 50 (16) 49 (16)

R2 XS1 45 (13) 50 (0) 50 (8)

S1XS1 50 (16) 50 (8) 50 (8)
 

La evaluaci6n de resistencia en pldntulas se realiza utilizando la
 
t~cnica de maceta volteada (Figura 2). Se toma la planta en forma
 
invertida y golpe~ndola ligeramente se retira el vaso, quedando a la
 
vista la masa volteada de raices y tierra, donde se aprecian las
 
hembras inmaduras prendidas sobre las raices externas. De ser
 
considerada la planta como resistente, esta se regresa a la maceta.
 
Si es susceptible se elimina. Registre los resultados en la hoja de
 
datos (Forma CIP 138-N. Ver Anexo). Los clones clasificados como
 
resistentes se trasplantan a macetas mis grandes para obtener
 
tub~rculos.
 

Se considera como planta resistente a la que no presenta hembras
 
inmaduras sobre las raices. Parcialmente resistente es toda aquella
 
que presenta entre una y quince hembras inmaduras sobre las raices,
 
aunque otros autores han utilizado menos de cinco (Mai and Peterson,
 
1952). No obstante que las escalas de resistencia utilizadas en el
 
CIP se han elaborado para pruebas con tubdrculos, se utiliza el mismo
 
criterio de evaluaci6n para la prueba de resistencia en plintula. La
 
escala utilizada es la siguiente:
 

0 = 0 hembras inmaduras Resistente (R) 

1-15 (+)= 1 Parcialmente resistente(PR)
 

16-50 (++).2 Moderadamente susceptible(MS)
 

mis de 51(+++)=3 Altamente Susceptible (S)
 

Los diferentes niveles de susceptibilidad son anotaciones pricticas
 
utilizadas en la evaluaci6n, que indican grados de reproducci6n del
 
nematodo sobre los hospedantes susceptibles.
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Figura 2. 	Evaluac16n de resistencia en plintulas (prueba en vaso de
 

pl~stico).
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Es importante notar que fisiol6gicamente una planta proveniente de
 
tubdrculo tiene diferencias marcadas en desarrollo sobre plintulas

provenientes de semilla. Sin embargo, ambas son gen~ticamente
 
id~nticas, si los tub6rculos-semillas provienen de una semilla o
 
pldntula. Por lo tanto, los estudios sobre herencia de resistencia y

pruebas de evaluaci6n de resistencia deben estar relacionadas en ambos
 
casos.
 

La Tabla 3 muestra los resultados comparativos de una primera
 
evaluac16n individual en pldntula y una segunda evaluaci6n de clones
 
resistentes, en el estado de tub~rculo. En primer lugar se puede
 
apreciar que el porcentaje de resistencia en la prueba de pldntula

(22,0%) baja notablemente en la prueba de tub6rculo (3,8%) donde
 
numerosas plintulas fueron err6neamente clasificadas como resistentes.
 
En segundo lugar, el manejo de plintulas en general y el criterio de
 
evaluaci6n deben ser mejorados ya que se ha demostrado que 6stos
 
tienen algdn efecto en las diferencias significativas de las dos
 
pruebas por diferencias en desarrollo (Gonzilez y Scurrah, 1982 b y
 
c).
 

Tabla 3. 	Segregaci6n de resistencia en plAntula versus segregaci6n
 
de resistencia en tub~rculos.
 

Prueba en 	pldntula Prueba en tub~rculo*
 

Cruce 	 Poblaci6n R (%R) R (ZR) 

R1 x R2 81 62 (76,5) 33 (40,7)
RI x S1 2861 690 (24,1) 145 ( 5,0) 
R2 x S1 2087 355 (17,0) 12 ( 0,5) 

Total 5029 1107 (22,0) 190 ( 3,8)
 

* Tubdrculos, provenientes de la prueba en plintulas, que
 
fueron resistentes.
 

Sin embargo, aunque aparentemente la prueba de pldntula no tendria
 
mucha aplicaci6n, es dtil en los programas de mejoramiento, porque
 
permute esencialmente eliminar clones susceptibles, sobre todo cuando
 
se tienen progenies muy numerosas. Ademis permite hacer una ripida

selecci6n de genotipos resistentes, cuya confirmaci6n se .obtendrA
 
luego de efectuar una segunda evaluaci6n en el estado de tub~rculo, lo
 
que significaria un aflo menos de cultivo.
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3.1.2 En platos de petri
 

Este m6todo de evaluaci6n ha sido recientemente desarrollado (Mugniery
 
y Balandras, 1986) y se ha introducido como una t6cnica rutinaria para
 
evaluar familias. Esta t6cnica, al ser aplicada poco tiempo despu6s
 
de realizados los cruzamientos, permite acortar el tiempo de selecci6n
 
y obtener indices de los niveles de resistencia de la progenie, asi
 
como la heredabilidad de resistencia de los progenitores.
 

La ventaja de este m6todo es que requiere poco in6culo y el tiempo de
 
evaluac16n es corto. Sin embargo, es laborioso y exige mucha
 
prictica.
 

Para evaluar resistencia en semilla (sexual) de papa, inoculada con
 
Globodera sp. bajo condiciones de laboratorio se usa el m6todo
 
siguiente : Preparar agar-agua (AA) al 1,5 % y "plaquear" en platos de
 
petri. Desinfestar la semilla en una soluci6n alcoh6lica de bicloruro
 
de mercurio (0,2%) por un minuto y colocarla en el plato de petri.
 
Cuando la semilla ha germinado y la raiz tiene 1 a 2 cm de desarrollo,
 
colocar tres estados juveniles del nematodo por punto de inoculaci6n.
 
Colocada la tapa de cada plato, estos se incuban a 15-18 0C en posici6n
 
vertical. La evaluaci6n se efectda a los 14-16 dias despu4s de la
 
inoculaci6n, por disecc16n de la raiz y conteo del ndmero de hembras y
 
machos o estados juveniles interrumpidos ("bloqueados") en el
 
desarrollo del nematodo (Figura 3).
 

Sugerencias:
 

La desinfecci6n de las semillas se puede tambi6n realizar en
 
hipoclorito de sodio al 1% durante tres minutos.
 

En la evaluaci6n de resistencia de pl~ntulas en platos de petri se han
 
considerado dos niveles o categorias. Si la pl~ntula no muestra
 
hembras en el desarrollo,o hay la presencia de machos, se considera
 
como resistente y si la pldntula muestra 1 a 3 hembras inmaduras es
 
susceptible .
 

La escala utilizada es la siguiente:
 

0 hembra inmadura Resistente (R)
 

1 - 3 hembras inmaduras Susceptible (S)
 

Es importante considerar que las plintulas de una familia son
 
gen~ticamente diferentes y por tanto los niveles de resistencia se dan
 
con base en los andlisis estadisticos de la prueba de X2 o la prueba
 
de 21 (Arbonnier, 1966).
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Figura 3. 	Evaluaci6n de resistencia en plintulas (prueba en plato
 
de petri).
 

Por razones prdcticas hemos decidido seleccionar familias que tengan

mis del 50% de individuos resistentes entre el total probado.
 

En el Tabla 4 se muestran los resultados de las famillas (modelo

dial4lico) probadas en el estado de pldntula. Los cruzamientos entre
 
resistentes (Ri x R2) y (R2 x Ri) representan una dlstribuci6n de
 
frecuencia significativamente dlferente (52,30,18 y 87,9,4 %
 
respectivamente) de los cruzamientos (R2 x Si) y (Si x R2) que son
 
homog~neos entre si (34, 24, 42 y 24, 17, 59% respectivamente). Asi
 
mismo, el cruzamiento (Si x Ri) y (Si X Si) representan una
 
distribuci6n significativamente diferente de todos los cruzamientos
 
estudlados (65,9,26 y 12,2,86 respectlvamente). Es posible ordenar
 
las familias en grupos de mayor a menor grado de resistencia
 
observada, tal como sigue: (R2 x Ri), (Ri x R2), (R2 x Si), (Si x
 
R2), (Si x Ri), (Si x Si). En consecuencia, el mdtodo permite

detectar familias con diferentes niveles de resistencia.
 

3.2 Prueba Masal
 

La prueba masal con plintulas tiene como objeto evaluar el mayor

ndmero de cruzamientos, para detectar aquellas familias con alta
 
frecuencia de resistencia.
 

13
 



Tabla 4. 	Porcentaje de resistencia a G. pallida en la prueba
 
de resistencia en platos de petri.
 

Cruzamientos total R : S 	 % R
 

R1 x R2 50 26 : 24 	 52
 

R2 x R1 46 40 : 6 	 87
 

R2 x S1 50 17 : 33 	 34
 

Slx R1 46 30 : 16 	 65
 

S1 x R2 42 10 : 32 	 24
 

S1 x S1 50 6 : 44 	 12
 

R1 y R2 : Clones resistentes (702535 y 702698)
 

Si : Progenitor susceptible (cv. Renacimiento).
 

En esta t6cnica se puede utilizar cualquier tipo de recipiente de
 
diferente forma y tamafio, donde se desarrollan 10 a 40 semillas
 
dependiendo del tamafio del recipiente. Se utiliza como sustrato una
 
mezcla de 	suelo igual al descrito anteriormente.
 

La metodologia se describe a continuaci6n y en general sigue los
 
lineamientos ya descritos anteriormente. En cada recipiente se
 
deposita suelo hasta las 3/4 partes de su volumen y se inocula con
 
quistes en la concentraci6n de 50 huevos/g de suelo. Luego se
 
uniformiza el in6culo en el recipiente y se completa la cuarta parte
 
restante de suelo. Seguidamente se distribuyen las semillas sobre la
 
superficie y luego de cubrirlas con una fina capa de suelo, los
 
recipientes se riegan ligeramente. Durante el desarrollo de las
 
plntulas se recomienda aplicar un fertilizante foliar para lograr
 
buen crecimiento de las plantas, particularmente de la zona radicular.
 

Despuds de 8 a 10 semanas se realiza la evaluaci6n contando el
 
nimero de hembras inmaduras en la masa radicular mas suelo.
 

En la evaluaci6n de resistencia en masa se aplican dos criterios. El 
primero,a las 10 semanas de la inoculaci6n teniendo en consideraci6n 
el nimero de hembras inmaduras por masa radicular. Como la evaluaci6n 
por este m6todo es muy laboriosa se recomienda utilizar recipientes 
del mismo tamafio con Areas descubiertas (Franco y GonzAlez,1986), o 
ventanas que en este caso eran 16 , distribuidas regularmente sobre 
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toda la superficie (Figura 4). Para registrar el conteo de las
 
hembras inmaduras en las 16 ventanas se utiliza la hoja de datos
 
(Forma CIP-138N, Ver Anexo).
 

La escala de evaluaci6n masal es J.a siguiente:
 

0 - 30 Promedio de hembras inmaduras Resistente (R)
 

31- 56 
 Parcialmente
 
Resistente (PR)
 

> 56 Susceptible (S)
 

El segundo criterio de evaluaci6n se emplea al final del periodo
 
vegetativo de la planta y utiliza la tasa de multiplicaci6n de quistes
 
del nematodo (TMNmcPf/cPi).
 

La Tabla 5 muestra que las familias probadas presentaron alta
 
correlaci6n (r.0,72, 0,83 y 0,92) entre estos dos criterios de
 
evaluaci6n (masa radicular y cPf/cPi) en tres tipos de recipientes

(bandejas, caja retangular y caja circular). Estos coeficientes
 
indican que es posible esrimar el nivel de resistencia de una familia,
 
contando el minero de hembras inmaduras que se muestran en la masa 
radicular. Este criterio de evaluaci6n tiene la ventaja de ser
 
inmediato y no hay que lavar el suelo para contar los quistes, pues el
 
objetivo fundamental de la evaluaci6n para resistencia en masa es
 
obtener datos preliminares de familias con alta frecuencia de
 
resistencia. Ademns, la misma Tabla indica la posibilidad de utilizar
 
cualquier tipo de recipiente para esta modalidad de evaluac16n de
 
resistencia.
 

Respecto a la aplicaci6n del m.todo de evaluaci6n masal, el an~lisis
 
de variancia muestra diferencias significativas (p<0.05) entre las
 
familias probadas. Estas diferencias son mAs claras entre familias
 
provenientes de cruzamientos entre progenitores resistentes x
 
resistentes (AG-001 y AG-002) y susceptible x susceptible (AG-007) que
 
en aquellos cruzamientos entre progenitores resistentes x susceptibles
 
(AG-003, AG-004, AG-005 y AG-006).
 

Estos resultados demuestran que el metodo permite detectar diferentes
 
niveles de resistencia entre familias y conocer el valor gen6tico de
 
los progenitores (Franco y Gonzilez, 1986).
 

El mitodo de evaluaci6n masal, sin embargo no indica la variabilidad
 
gen~tica dentro de la progenie probadaya que es dificil determinar
 
cual de los segregantes es responsable de la mayor o menor multi
plicaci6n dentro del recipiente,o si ambos lo son. Para superar
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ar 

Figura 4. Evaluaci6n de resistencia en pldntulas (prueba masal).
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Tabla 5. 	Correlaci6n entre dos criterios de evaluaci6n masal
 
de plintulas (masa radicular y cPf/cPi) en diferentes
 
recipientes.
 

Recipientes de plistico
 

Bandeja Caja rectangular Caja circular
 

Masa 	 Masa 
 Masa
 
Familias radicular cPf/cPi radicular cPf/cPi radicular cPf/cPi
 

AG-001 194a* 5,5a 26ab 10,2a 37,3a 4,9a 

AG-002 70a 4,2a 7a 8,8a 42,Oa 5,7a 

AG-003 736a 9,6ab 22ab 14,4a 108,Oa 15,3ab 

AG-004 1123a 21,5bc 47b 21,8ab 166,6a 33,3c 

AG-005 950a 16,9c 25ab 19,1a 231,Oa 28,2bc 

AG-006 2216b 24,3c 43ab 34,3ab 124,6a 19,7abc 

AG-007 3560c 40,5d 108c 48,6b 493,6b 102,5d 

r** 0,72 	 0,83 
 0,92
 

r* Prueba de significaci6n de Duncan a p<0.05.
 

r** Correlaci6n entre masa radicular y tasa de 
multiplicaci6n en
 
quistes (cPf/cPi) para cada tipo de recipiente.
 

este inconveniente, una vez seleccionadas las familias mis promisorias

se realizan pruebas individuales con semilla o en tubdrculos, para asi
 
identificar 
los clones o individuos resistentes. Finalmente,se puede

agregar que aunque la multiplicaci6n del nematodo del quiste es 
menor
 
en la prueba masal en comparaci6n con la observada en las 
pruebas

individuales en vasos, el mdtodo cumple con su objetivo ya que permite

detectar los diferentes niveles de resistencia que poseen las familias
 
(Figura 5). Por lo anterior, despu~s de realizar estudios mis
 
detallados y por razones pricticas 
se recomiendan y utilizan, en forma
 
rutinaria, en el CIP bandejas de plstico (de 38x24 cm) para la
 
evaluaci6n masal de plintulas (Franco y Gonzilez, 1982).
 

17
 



Resistencia (M) 

100. 

80 	 \ evaluaci6n masal (bandejas) r = -0,95 

--- evaluaci6n individual (vasos) r = -0,91 

60\
 

so 	 \
 

40

20. 

,. . . .. , .". ' , . 
0 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Multiplicaci6n del nematodo 
(Pf/Pi) 

Figura 5. 	Relac16n entre el porcentaje de resistencia y la tasa de
 
multiplicaci6n (cPf/cPi) en la prueba individual y masal.
 

En la Tabla 6 se muestran los parimetros que se utilizan para
 
evaluar resistencia en semilla (sexual) en las diferentes pruebas.
 

4. EVALUACION DE RESISTENCIA EN ESQUEJES 

Esta ticnica, aunque no es muy frecuente en el CIP, se utiliza cuando
 
no hay disponibilidad de tubdrculos de algin clon en especial. El
 
sistema permite, entre otras ventajas, producir plantas vigorosas en
 
almdcigo para luego trasplantarlas cuando las condiciones sean
 
adecuadas.
 

Con esta tdcnica es posible conocer el nivel de resistencia al afio
 
siguiente de realizado el cruzamiento, lo cual permite al mejorador
 
ganar un aflo y conocer los resultados antes de la cosecha.
 

La nlanta madre 	o clon del cual se busca obtener esquejes, puede
 
pr, anir de un tubdrculo, de brotes, de meristemas, de esquejes, de 
tallos, de tuberculillos o de semilla.
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Tabla 6. 	Pruebas, pargmetros, escala y reacci6n consideradas en
 
las evaluaciones de resistencia por observaci6n visual de
 
hembras formadas, y utilizando plntulas originadas de
 
semilla.
 

Prueba Parametro 	 Escala Reacci6n*
 

1. Individual:
 

-Vaso de Nmero de hembras 0 R
 

plistico j6venes sobre la 1-15 PR
 

masa radicular 16-50 MS
 

>51 S
 

-Platos Ndmero de hembras 0 R
 

petri 	 formadas por 1-3 S
 

plintula
 

2. Masal
 

-Bandejas 	 Ndmero de hembras 0-30 R
 

J6venes sobre 31-56 PR
 

la masa radicular >56 S
 

* R = Resistente; PR = Parcialmente resistente; MS - Moderadamente 

susceptible; S = Susceptible. 

4.1 Prueba en 	maceta
 

Esta prueba es muy similar a la prueba de evaluac16n en macetas cuando
 
se utilizan tubdrculos (ver 5.1) y se emplea dnicamente con cierto
 
material cuyo nivel de resistencia se quiere conocer muy ripidamente.
 
Para realizar esta prueba se pueden emplear diversas t~cnicas de
 
propagaci6n o de multiplicaci6n rdpida de papa (Bryan y Quevedo,
 
1982). Es preferible utilizar esquejes de tallo lateral o de tallo
 
juvenil, por lo que se necesita conocimiento, material y equipo
 
especialmente preparado para obtener una 6ptima eficiencia de
 
enraizamiento antes de realizdr la evaluaci6n de resistencia al
 
nematodo del quiste (Figura 6).
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Figura 6. Evaluaci6n de resistencia en esquejes (prueba en maceta).
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El m~todo para evaluar resistencia con esquejes en macetas es el
 
siguiente:
 

- En primer lugar hay que considerar que los esquejes de tallo 
lateral deben tener de 12 a 15 cm de largo. Si se trata de 
esquejes de tallo juvenil, estos se deben cortar en secciones que
 
contengan una hoja y su yema a':ilar hacia el medio.
 

- Una vez obtenidos estos esquejes son sumergidos en una hormona de
 
enraizamiento, para luego colocarlos a enraizar en de
camas 

arena, bajo sombra. Los esquejes no se deben plantar muy juntos.
 

- Dos horas despu~s de la siembra se dehen regar ligeramente para

permitir la absorci6n de las hormonas por las raices. Los
 
esquejes normalmente enraizan entre los 15 y los 20 dias despu~s

de la siembra y quedan listos para el trasplante.
 

- Previamente al trasplante el suelo se inocula con quistes viables 
a la densidad de 20 huevos/g de suelo. Este paso se puede
realizar tambi~n 15 dias despu6s del trasplante, cuando la planta
est6 bien establecida. 

3
- Los esquejes enraizados se trasplantan en macetas de 150 cm de 
capacidad que contienen una mezcla de suelo orgdnico y arena en 
la proporci6n de 3:1. 

- Una vez realizado el trasplante, los esquejes se riegan
ligeramente y en lo posible la temperatura del invernadero se 
debe mantener entre 20 y 25' C. 

- La evaluaci6n se efectda 8 a 10 semanas despu~s de la 
inoculaci6n, siguiendo el mismo procedimiento que se indica en la 
prueba en maceta, cuando se utilizan tubdrculos (ver 5.1) Utilice 
la hoja de datos. (Forma CIP 138-N, ver el Anexo). 

Los resultados de un estudio comparativo de mdtodos para evaluar
 
resistencia (Figura 7) mostraron que la tasa de multiplicaci6n del
 
nematodo tendi6 a ser mayor en los esquejes que en los tub6rculos,
 
pero las diferencias no son significativas. Sin embargo es importante

indicar, que esto no es lo mis frecuente, sobre todo si se tiene que

evaluar esquejes provenientes de plantas que poseen un amplio rango de
 
variabilidad en sus h~bitos de crecimiento y habilidad de
 
enraizamiento. Por su se recomienda con
ello, empleo dnicamente 

material avanzado que no presenta mucha variabilidad.
 

4.2 Prueba en platos de petri
 

Esta prueba, aunque opcional, permite evaluar un buen ndmero de
 
clones, pero para ejecutarla se necesitan condiciones controladas de
 
temperatura, humedad y luz para que 
las hojas de los esquejes
 
continien su fotosintesis.
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Figura 7. Tasas de multiplicaci6n de G. pallida en tub~rculos y esque
jes de clones mejorados de papa con diferentes niveles de
 
resistencia evaluados, por la prueba de macetas (Pi = 20
 
huevos y larvas por gramo de suelo).
 

El mntodo para evaluar la resistencia en esquejes en platos de petri
 
consiste en obtener esquejes de tallo lateral, o tallo juvenil, y
 
tratarlos con una hormona para su enraizamlento en arena lavada y
desinfestada. Despuds de 7 a 10 dias a 20 °C, se retiran los 
esquejes y se lavan con agua de caflo. Seguidamente los esquejes son 
colocados directamente en platos de petri con agar-agua al 2% y 6stos 
se mantienen a 200 C y con luz. Cuando las raices se han establecido,
 
se inoculan cinco estados juveniles por punto en cada raiz. La
 
evaluaci6n de los esquejes se realiza 30 dias despuds de la
 
inoculaci6n (Figura 8).
 

La evaluaci6n de resistencia en esquejes en platos de petri se realiza
 
considerando los mismos criterios que se indican para evaluar la
 
resistencia en platos de petri cuando se utilizan 
tubdrculos (ver
 
5.3).
 

En esta prueba existe la posibilidad de evitar el trasplante de
 
esquejes a suelo desinfestado. Es posible, despuds de cortar los 
esquejes y tratarlos, ponerlos inmediatamente en el plato de petri.
El dnico problema es que muchas raices crecen directamente dentro del 
agar y no es posible inocularlas. La soluci6n consiste en colocar una 
gota de metyl-celulosa con 50 larvas en la base del esqueje y dejar
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Figura 8. 	Evaluaci6n de resistencia en esquejes (prueba en platos de
 

petri).
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que desarrollen. No se obtiene un nivel exacto de resistencia del
 
clon pero si una buena idea preliminar de su reacci6n ante el
 
nematodo.
 

Los criterios y pargmetros que se utilizan para evaluar resistencia en
 
esquejes, (Prueba de maceta y plato de petri) son los mismos que se
 
emplean cuando se utilizan tub~rculos.
 

5. EVALUACION DE RESISTENCIA EN TUBERCULOS 

Para evaluar resistencia al nematodo del quiste G. rostochiensis
 
(Woll.) y G. pallida (Stone) Behrens, en su mayoria se emplean
 
tub~rculos que se desarrollan ya sea en macetas con suelo infestado
 
(Dunnett, 1957; Ellenby, 1952; Mai and Peterson, 1952) en recipientes
 
cerrados (Phillips et al. 1981), o en platos de petri (Mugniery y
 
Pearson, 1976).
 

Para la evaluaci6n de material gen4tico en forma de tubdrculos 
en
 
cuanto a resistencia al nematodo del quiste de la papa hay varias
 
pruebas que se pueden realizar bajo condiciones de laboratorio
 
(recipiente cerrado y platos de petri), invernadero (macetas) y campo.
 
Todas estas pruebas de evaluaci6n miden la reproducci6n del nematodo
 
en el material bajo estudio.
 

Las pruebas de macetas y de platos petri son las mas precisas,
 
mientras que las pruebas de campo son utilizadas mayormente para
 
confirmar resistencia y estimar el valor agron6mico y de adaptaci6n de
 
los clones.
 

5.1 Prueba en maceta
 

Esta prueba permite la evaluaci6n de material gendtico en estado de
 
tub~rculo,con el objeto de determinar si la resistencia incorporada a
 
nuevos clones es efectiva contra las poblaciones para las que se
 
realizaron los cruzamientos. Generalmente se realizan dos de estas
 
pruebas. En la primera, escencialmente eliminatoria, se eliminan
 
todos los clones que muestran clara susceptibilidad, es decir, alta
 
multiplicaci6n del nematodo. La segunda, que es una prueba de
 
verificaci6n de resistencia, se realiza con los clones que se
 
conservaron de la primera prueba.
 

En esta prueba las plantas se desarrollan bajo condiciones controladas
 
de invernadero. Es posible evaluar un buen ndmero de clones, pero 
es
 
necesario contar con instalaciones y materiales en gran cantidad
 
(Figura 9).
 

El mdtodo para evaluar resistencia en macetas consiste en emplear

3
macetas de 150 cm que se llenan hasta 75% de su capacidad con una
 

mezcla de suelo orginico y arena en la proporci6n de 3:1.
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Figura 9. Evaluaci6n de resistencia en tubrculo (prueba en maceta).
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Seguidamente, como en casos anteriores, se inocula cierto ndmero de
 
quistes viables para obtener una densidad de 20 huevos/g de suelo.
 
Este in6culo se homogeniza con la capa superior de la mezcla de suelo
 
antes de sembrar un tub~rculo pequefio o una porci6n de tub~rculo que
 
contenga un brote. Se cubre el material sembrado con la mezcla de
 
suelo y se riega cuidadosamente cada maceta. La temperatura del
 
invernadero se debe mantener entre 10 y 25 °C. durante las 8 a 10
 
semanas siguientes, cumplidas las cuales se realiza la evaluaci6n.
 
Esta primera prueba, permitirg esencialmente eliminar aquellos clones
 
susceptibles segn el ntmero de hembras inmaduras que se
 
observen sobre la masa radicular (masa de suelo y raices). Los clones
 
seleccionados como resistentes se pueden mantener para producir
 
tub~rculos que se utilizarian en la segunda prueba.
 

Para la segunda prueba o de verificaci6n de resistencia, se procede de
 
igual forma que la anterior. Luego de la evaluaci6n de la masa de
 
suelo y raices, las plantas se mantienen hasta el final de su peri6do

vegetativo, cuando se suspende el riego y se corta el follaje. Esto
 
permitiri que las hembras del nematodo alcancen el estado de quiste y
 
estos puedan ser extraidos en su totalidad para determinar la
 
poblaci6n final de quistes (cPf) y luego de huevos (ePf), para asi
 
calcular las tasas de multiplicaci6n respectivas.
 

Es importante incluir siempre una variedad susceptible en estas
 
pruebas, para estimar la eficiencia del in6culo y el tiempo exacto de
 
evaluac16n.
 

En las pruebas en macetas se utilizan tres diferentes parAmetros para
 
evaluar resistencia:
 

El ndmero de hembras observables en la masa radicular dos meses
 
despu~s de la inoculaci6n (Ver Figura 9).
 

La raz6n Pf/Pi (Poblaci6n final/Poblaci6n inicial) o tasa de
 
multiplicaci6n del nematodo (TMN) que puede medirse en quistes
 
(cPf/cPi) o en huevos (ePf/ePi).
 

Una medida de resistencia relativa, comparando la tasa de
 
multiplicaci6n ocurrida sobre el clon en prueba con la de una
 
variedad susceptible (Dunnett,1957).
 

Para estos dos iltimos casos, como se indica mis adelante,se lava el
 
suelo por los mdtodos respectivos y se extrae el total de nematodos
 
(quistes) despu4s de la maduraci6n de la planta, anotando la
 
evaluaci6n en la hoja de datos (Forma CIP 138-N, ver el anexo).
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0 

La escala de evaluaci6n utilizada en la prueba en maceta es la
 
siguiente:
 

hembras jovenes sobre Resistente (R)
 

1 - 15 la masa de suelo y Parcialmente (PR)
 
raices resistente
 

16- 50 Moderadamente (MS)
 
susceptible
 

> 50 Susceptible (S)
 

1,0 Tasa de multiplicaci6n Resistente (R)
 

1,0 - 2,5 de quistes cPf/cPi Parcialmente (PR)
 
resistente
 

2,6 - 5,0 Moderadamente (MS)
 
susceptible
 

> 5,0 Susceptible (S)
 

< 1,0 Tasa de multiplicaci6n Resistente (R)
 

de huevos ePf/ePi

1,0 - 3,7 Parcialmente (PR)
 

resistente
 

3,8 - 7,0 	 Moderadamente (MS)
 
susceptible
 

> 7,0 	 Susceptible (S)
 

0 Indice de susceptibilidad Resistente (R)
 

Pf del clon probado
1,0 - 12,5 % = xlOO Parcialmente (PR) 

Pf del control resistente 

12,6 - 25,0 	 Moderadamente (MS)
 
susceptible
 

> 25,0 	 Susceptible (S)
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Aunque en el CIP la prueba de maceta es una t~cnica rutinaria de
 
evaluaci6n, la correlac16n del ndmero de hembras inmaduras sobre la
 
masa de suelo y raices y la tasa de multiplicaci6n en quistes es mayor
 
cuando se trata de plantas susceptibles y menor para plantas
 
resistentes. Los resultados de algunos estudios mostraron gran ndmero
 
de plantas err6neamente clasificadas como resistentes aun con ndmero
 
bajo de hembras inmaduras (23,1 hasta 50,0%), sobre la masa de suelo
 
y raices, comparado con la tasa de multiplicaci6n con quistes (Figura
 
10). La eficiencia para selecci6n de resistencia (0 a 14.3%) aumenta
 
cuando se tiene menos de dos hembras inmaduras en la masa radicular,
 
pues la tasa de multiplicaci6n final de nematodos no es mayor que dos
 
(Franco y GonzAlez 1982).
 

Qupstes ar maceta 
90 

Multiplicaci6n 

do nematodos 

82 

74 

66

42' 58-' 

34. 

26

18.I 

10 

0 
10,0 

1 
14,3 0,0 

3 
23,1 

4 
37,5 

, 

5 
50,0 

6 
50,0 

Hembras 
Inmaduras 
por maceta 

Escapes (0/6) 

Figura 10. 	 Relac16n entre el ndmero de hembras inmaduras en la masa
 
radicular y el ndmero de quistes por maceta en la prueba
 
de tub~rculos.
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El mitodo de masa de suelo y raices ahorra tiempo pero no evita la
 
influencia compleja del medio ambiente, que contribuye a la
 
variabilidad de los resultados. Este m~todo es laborioso, y durante
 
las pruebas se deben evitar condiciones de invernadero que afecten 
o
 
no permitan el desarrollo normal de los nematodos (altas temperaturas
 
por periodos prolongados son letales).
 

5.2 Prueba en recipiente cerrado
 

Para superar las limitaciones de la prueba de resistencia en maceta
 
se ha acondicionado el m~todo descrito por Foot (1977), que
 
inicialmente fue desarrollado para estudios de biologla. Este m~todo
 
aprovecha la cualidad de los tub6rculos de papa de producir raices en
 
la oscuridad. Con este m6todo se superan las desventajas de la prueba
 
en maceta como son los factores de medio ambiente, y las limitaciones
 
de espacio (Phillips et al.,1980).
 

En el mdtodo para evaluar resistencia en recipientes cerrados se
 
utiliza un recipiente transparente de plistico de 4,5 cm de altura y

10 cm de di~metro, el cual se llena parcialmente con 100 cm3 de un
 
sustrato esterilizado, como el descrito en casos anteriores, que
 
contenga humedad de 30X (se le agrega agua para alcanzar este
 
porcentaje).
 

Luego se inocula con quistes o suspensi6n de huevos en l'
 
concentraci6n de 20 huevos/g de suelo y se cortan porciones de
 
tub~rculos con brotes al tamafio requerido del recipiente, las cuales
 
se colocan con la superficie cortada en contacto con el sustrato.
 
Inmediatamente se les ajustan sus tapas respectivas, las que han sido
 
previamente perforadas con una aguja para permitir el intercambio de
 
gases y se les almacena en oscuridad a temperatura constante de 200 C.
 

La evaluaci6n se realiza a las siete semanas, contando el ndmero de
 
hembras visibles a travs de las paredes del recipiente o recuperando
 
el total de quistes nuevos formados (Figura 11).
 

Los criterios y par~metros considerados para evaluar resistencia en
 
los recipientes cerrados son los mismos que para la prueba en maceta.
 

Se han realizado estudios de correlaci6n entre la prueba en maceta y
 
los recipientes cerrados (Phillips et al., 1981) con clones derivados
 
de Solanum vernei, S. tuberosum spp. andigena (C.P.C. 2802) y
 
cultivares susceptibles derivados de S. tuberosum ssp. tuberosum
 
utilizando la poblaci6n de Globodera pallida patotipo E (PSA).
 

Los resultados de la multiplicaci6n del nematodo del quiste en maceta
 
se compararon con los obtenidos con los recipientes cerrados. 
El
 
coeficiente de correlaci6n (r = 0,75; P <0,01) entre estos dos m~todos
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Figura 11. 
 Evaluaci6n 

de resistencia 


en tuberculo 
(prueba 
en reci

piente cerrado).
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es satisfactorio. De otro lado se determin6 alta 
correlaci6n (r = 
0,87; p< 0,01) entre el n6mero de hembras inmaduras que se mostraba a 
travs de la pared del recipiente y el total de quistes recuperados,

demostrando la utilidad del 
 m~todo para evaluar resistencia al
 
nematodo del quiste. Sin embargo la multiplicaci6n del nematodo por 
este m~todo parece ser menor que la obtenida en macetas , como se 
observa en la Figura 12, en la que se compar6 diferente material
 
gen~tico con diversos niveles de resistencia.
 

Evaluac16n de Resistencla 

\/(PfI/-3)/10 Prueba con tub~rculos 
1,60 

1,20 [ Macetas 

------- - Vasos cerrados lx---x 
0,80 -

0,40 

0 
275 276 278 280 Testlgo 

Clones 

Figura 12. Tasas de multiplicaci6n de G. pallida en clones mejorados
 
de papa con diferentes niveles de resistencia, evaluados
 
como tub~rculos por la prueba de maceta y de vasos cerra
dos (Pi = 20 huevos y larvas por gramo de suelo).
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5.3 Prueba en platos de petri
 

El m~todo en platos de petri es mis sensitivo que la prueba en maceta
 
y consiste en hacer crecer las raices en un plato de petri con agar
agua al 2%. Esto se consigue depositando una porci6n de tub6rculo con
 
un brote vigoroso sobre el agar y colocando el plato en forma vertical
 
para que las raices sigan su geotropismo. Lo resaltante de este
 
m6todo es que se puede conocer exactamente lo que esti sucediendo
 
durante todo el desarrollo. Es decir, se puede observar la
 
penetraci6n, el cambio de estadios, la necrosis de raices y finalmente
 
las hembras inmaduras si la planta es susceptible. Este m~todo exige
 
mucha pr~ctica y la inoculaci6n es muy laboriosa, pero 6sto se
 
compensa porque no hay necesidad de lavar el suelo para establecer la
 
evaluaci6n final. Ademis, se necesitan comparativamente pocos quistes
 
para la obtenci6n del in6culo.
 

La metodologia para evaluar resistencia en tub6rculos bajo condiciones
 
de laboratorio se inicla con la preparaci6n de agar- agua (AA) al 2%
 
que se "plaquea" en platos de petri (9 cm). Luego se seleccionan
 
brotes de papa sanos y vigorosos, se cortan con pequefias porciones de
 
tub~rculo y se colocan en los platos con AA ya solidificado (una
 
porci6n por plato). Seguidamente estos platos se incuban a 200C en
 
posici6n vertical y sin luz hasta que se observe la presencia de
 
raices de 1-2 cm de largo. En esta oportunidad y bajo un
 
estereoscopio se seleccionan las raices que se desarrollan sobre la
 
superficie del agar y que tengan el didmetro adecuado (mayor de 1 mm),
 
para ser inoculados con cinco estados juveniles mediante tranferencia
 
directa sobre la zona de crecimiento (cerca al dpice) de la raiz. De
 
haber mns raices se procede de igual forma (Figura 13).
 

La evaluaci6n se efectua 30 dias despu~s de la inoculaci6n, por conteo
 
de las hembras que se hubieran desarrollado y que est~n visibles sobre
 
las raices. Los ndmeros de estados juveniles inoculados y el de
 
hembras inmaduras formadas se utilizarin para determinar el indice (%)
 
de reproducci6n. Este indice se calcula por la f6rmula siguiente:
 

Indice de hembras o de re- No.de hembras desarrolladas 
producci6n del nematodo(%) No. de estados juveniles inoculados x 100-

Para llevar a cabo esta prueba en forma exitosa se recomienda emplear
 
estados juveniles de hasta 10 dias de emergidos y adems desinfectar
 
los tubCrculos con clorox (5%) y con Dithane (dos por mil). En caso
 
de contamlnaci6n de algunos platos inoculados, hay que eliminarlos.
 

Ademds con el fin de facilitar las observaciones posteriores hay que

identificar los lugares de inoculaci6n con un marcador fino.
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--------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------

La escala de evaluaci6n utilizada en la prueba en plato de petri es la
 

siguiente:
 

0,0 R 

0,1-7,0 

7,1-14,0 

Ndmero de hembras formadas 
% =-

Estados juveniles inoculados 
x 100 

PR 

MS 

>14,1 S 

Con el objeto de determinar la eficiencia y el grado de correlaci6n
 
entre los m~todos en maceta y en platos de petri, comdnmente
 
utilizados en el CIP, se realiz6 un estudio comparativo de cada uno de
 
ellos, en la evaluaci6n de resistencia a Globodera pallida raza P4A.
 

En el m~todo de maceta se aplicaron los dos criterios de evaluaci6n de
 
resistencia. El primero consiste en contar el ndmero de hembras
 
inmaduras visibles sobre la masa de suelo y raices o masa radicular, y

el segundo corresponde a la tasa de multiplicaci6n del nematodo en
 
quistes (cPf/cPi). En el m~todo de platos de petri se emple6 como
 
criterio de evaluac16n de resistencia el indice de hembras, o de
 
reproducci6n del nematodo (Z).
 

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos entre los m6todos
 
de evaluaci6n en maceta y platos de petri de dos clones considerados
 
como 
resistentes a P4A y a tres cultivares susceptibles. En primer

lugar, aunque se determin6 alta correlaci6n entre los criterios de
 
evaluaci6n en maceta (r.0,95, p<0,01), se detect6 cierto porcentaje de
 
error o "escape", aun cuando el nmero de hembras en la masa radicular
 
fue menor de cinco, tal como se indic6 en la Figura 10. En segundo

lugar, los resultados del plato de petri, donde dificilmente ocurren
 
factores externos que alteren la evaluaci6n, mostraron tambidn
 
correlaci6n alta con los obtenidos por los criterios de ndmero de
 
hembras sobre la masa radicular (r f 0,77, P<0,01) y la tasa de
 
multiplicaci6n en quistes (r = 0,78; P<0,01) en las pruebas en macetas
 
(Franco y Gonzilez 1983), indicando la validez de los criterios
 
empleados.
 

Para confirmar estos resultados y con el fin de establecer adn mis el
 
grado de eficiencia en la selecci6n de genotipos resistentes por estos
 
dos mttodos de tamizado, ciertos grupos de clones fueron evaluados en
 
igual forma (Tabla 8).
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Figura 13. 	 Evaluaci6n de resistencia en tuberculo (prueba en plato
 
de petri).
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------------------------- 

Tabla 7. 
Criterios de evaluaci6n en la reproducci6n de Globodera
 
pallida en algunas variedades de papa por dos m~todos de
 
evaluacion.
 

Maceta 	 Plato de Petri
 

Clones 	 Masa de suelo 

y raices.
 

CIP-702535 1 

CIP-702698 3 

Renacimiento 89 

Revoluci6n 74 

Mariva 81 


Tabla 8. Variabilidad 


-------------

cPf/cPi Zf 

0,88 1,2 
1,25 2,6 

15,77 52,5 
12,20 42,0 
16,0 45,0 

en porcentaje de clones de papa con
 
resistencia a Globodera pallida, 
en dos metodos de
 
evaluaci6n.
 

No. % de Resistencia
 

Plato de
Patotipo Material clones Maceta petri
 

P4A 	 280 217 15,6 3,7
 
281 335 16,1 1,4
 
G82 154 24,0 1,2
 

P5A 	 280 196 26,5 4,1
 
281 265 19,6 1,0
 
G82 89 .- .
 

P4A + P5A 	 280 148 19,6 2,0
 
281 148 7,4 0,0
 
G82 88 12,5 2,3
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Los resultados muestran un porcentaje alto de clones que podrian
 
err6neamente considerarse como resistentes en la prueba en maceta en
 
comparac16n con los porcentajes de selecci6n por el m6todo de platos
 

de petri. Sin embargo hay que tener presente que estas posibles
 

divergencias podrian deberse a diferencias en el mecanismo de la
 
resistencia de los clones o de su expresi6n por la naturaleza misma de
 

cada uno de los m~todos. Aun mis, los porcentajes obtenidos con el
 

m~todo del plato de petri representan 6nicamente a los clones que
 

mostraron indice de hembras igual a cero, y no a los que permitieron
 
cierta multiplicaci6n del nematodo, pero sin alcanzar a la que ocurre
 
en los clones susceptibles. Por ello, para identificar estas
 
diferencias en comportamiento segin los diversos niveles de
 
resistencia, se seleccionaron 59 clones considerados como los m~s
 
resistentes, despu~s de dos pruebas en macetas, para evaluarlos en
 
platos de petri. Con los resultados obtenidos fu6 posible establecer
 
diferentes niveles de resistencia, medida por la presencia variable o
 
ausencia de hembras inmaduras en la raiz (Tabla 9). EstoS niveles
 
constituyen en la actualidad la escala de evaluaci6n para las pruebas
 
en platos de petri.
 

Tabla 9. 	Escala de evaluaci6n o niveles de resistencia a Globodera
 
pallida en la prueba de plato de petri.
 

% de clones resistentes*
 

Niveles de resistencia % F P4A P5A P4A + PSA
 

Resistente 0 22,0 18,6 5,1
 
Parcialmente resistente 1-7 37,3 22,0 11,9
 
Moderadamente susceptible 7-14 3,4 10,2 10,1
 
Susceptible >14 8,5 20,3 1,7
 

5.4 Prueba en campo.
 

El objetivo de esta prueba es identificar o comprobar si la 
resistencia incorporada a clones de papa es realmente efectiva en el 
lugar donde se ejecute la prueba, asi como tambi~n para evaluar sus 
caracteristicas agron6micas. Esta prueba, aunque bajo ciertas 
circunstancias es opcional, es muy importante porque su ejecuci6n se 
lleva a cabo en un campo naturalmente infestado y no necesita 
instalaciones especiales. Con esta prueba, ademAs de evaluar la 
resistencia de los clones, se mide la tolerancia al ataque del 
nematodo (Tolerancia = habilidad o capacidad de una planta para 
producir rendimientos econ6micos aceptables en campos infestados por 
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el nematodo) mediante la comparaci6n del rendimiento de cultivares

variedades comerciales predominantes en la regi6n (que se consideran 

o
 

como testigos) y el obtenido en los clones bajo prueba.
 

El diseflo de campo que se 
escoja dependerd del ndmero de tub~rculos
 
disponibles de cada clon por someter a prueba. 
 En todos los casos la

uniformidad y severidad de la infestacidn del campo se determinan
 
alternando en disefios una
los variedad de papa susceptible con las

lineas avanzadas 
por probar. Estas variedades susceptibles deberdn
 
ser las m~s comunes de la regi6n donde se instale la prueba.
 

De contar solamente con 4 a 6 tub~rculos de las lineas por probar, se
 
recomienda el disefio explicado en la 14.
Figura Esta prueba

constituye m~s que 
todo un paso inicial para descartar todos los

clones que muestren alta susceptibilidad al nematodo y para

incrementar el nimero de tub~rculos. 
 Los que resulten seleccionados
 
por su resistencia, deberin ser probados una vez mis para confirmar su
 
resistencia.
 

De contar con un nmero mayor de tubdrculos se empleari el disefio que
 
se 
presenta en la Figura 15 (20-30 tub6rculos) o en la Figura 16 (60
90 tubdrculos).
 

Esta prueba se refiere esencialmente a determinar si 
la reproducci6n

del nematodo es afectada 
por los clones bajo prueba. Una forma de

determinar el efecto de los clones por medio
es de la tasa de
 
multiplicac16n. 
Esto se realiza mediante la toma de muestras de suelo
 
antes de 
la siembra y despuds de la cosecha, para asi determinar el
 
numero de quistes presentes en ellas y detectar si ha ocurrido un

incremento. Para ello se calcula la 
tasa de multiplicaci6n del
 
nematodo. 
 La otra forma, la m~s importante, es evaluar si la

reproducci6n del nematodo ha sido exitosa al cabo de 10 
a 12 semanas
 
despuds de la siembra (Figura 17).
 

En este caso al extraer cuidadosamente las plantas de papa se
 
observard sobre las raices 
de los cultivares susceptibles numerosas
 
hembras inmaduras. Por el contrario, en 
las raices de aquellos clones
 
que se muestren resistentes, no se veri ninguna o solo se observarg un
 
ndmero muy reducido de hembras. 
 La escala para evaluar y determinar
 
el comportamiento de 
los clones es la que se indica en la respectiva

hoja de evaluaci6n (Forma CIP-144 ver 
el anexo). Para realizar esta

prueba la dnica condici6n es disponer de un campo infestado. Esto se
 
determina por la historia del campo y la 
toma de muestras del suelo,o

ambas cosas, las que se procesardn para determinar la presencia de
 
quistes (minimo 20 quistes viables/100 g de suelo). Ademds 
se
 
aplicarin los insumos normales de fertilizac16n, prdcticas culturales
 
y productos fitosanitarios (NO emplear insecticidas sistdmicos como
 
Aldicarb, Carbofuran, Oxamyl,etc.). Toda la informaci6n relativa al
 
campo y las labores realizadas se registran en la forma 
respectiva
 
(Forma CIP 142-N; ver el anexo).
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Bloque I 	 Bloque II
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

(T)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

, 0 , 0 0 , 0 , 0 

(Cl) (C5) 	 (C8) (C7)
 
, 0 , 0 0 , 0 , 0 

U * 0 , 0 0 , 0 , 

(C3) 	 (C7) (CI) (C5)

0 * 0 * 0 0 , 0 * 

* 0 * 0 0 * 0 * 0 

(C2) (C6) 	 (C3) (C4)
 
* 0 * 0 0 * 0 * 0 

o .	 0 0 0 00 . 

(C4) 	 (C8) (C6) (C2)

o 0 0 0 00 * 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

(0) Testigo (T): cultivar susceptible mis comn de la zona.
 
(*) Clon en prueba; distribuidos al azar.
 

Figura 14. 	 Disefio de campo para pruebas de lineas avanzadas
 
(4-6 tub~rculos) en campos infestados.
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Bloque I 	 Bloque II
 

o ooooooooo 	 0 0000000000 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0C2 * * * * * * * * * C7 * * * * * * * * *
 
0 000000000 0 0 0 000000
 
C3 * * * * * * * * * CIO * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0 
C3 * * * * * * * * * C9 * * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 0 00
C4 * * * * * * * * * C9 * * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0 
C5 * * * * * * * * * C3 * * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0 
C6 * * * * * * * * * C2 * * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0 
C7 * * * * * * * * * C4 * * * * * * * * *
 
0 00 00 00 0 00 0 00 00 00 00 0 

C9 * * * * * * * 
0 00 00 00 * * C5 * * * * * * * * * 

Clo * * * * * * * * C8 

0 00 0 00 00 00 00 0 

* * * * * * * * *
 

(0), (*) Ver significado en la Figura 14.
 

Figura 15. Diseflo de campo para pruebas de lineas avanzadas
 
(20-30 tubdrculos) en campos infestados.
 

(Cl) 
Bloque I 
(C2) (C3) (C4) 
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0*** 
0** 

0 
0 

* 
** 

0, 
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0o,. 

0 
0 

0 
0 

0** 0** 0** 0* 0 0 
0** 
0 
0** 
0 ** 
0** 
0** 
0*** 

* 
0** 
0 ,0 .0 , 
0*** 
0o*, 
0 ** 
0 
0** 

0** 
o*0 
0, 
0.,, 
0, 
0,,o 
0o ** 

0* 

0* 
0 
0,*, 
0,,, 
0*** 

0 

0 
0 
0 
0 
0 

0 
etc 0 

0 
0 
0 
0 
0 

(0), (*)Ver significado en la Figura 14. 

Figura 16. 	 Disefio de campo para prueba de lineas avanzadas
 
(60-90 tub~rculos) en campos infestados.
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Fl.. 

Figura 17. Evaluaci6n de resistencia en tubrculo (prueba en campo).
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En el caso del primer disefio (Figura 14) se extrae una planta del
 
clon en prueba y se observan las raices.De no mostrar ista la
 
presencia de nematodos, se extraerdn las plantas susceptibles que la
 
rodean , para verificar si 6stas presentan hembras o no. En caso 
negativo se considera que el Area no se encontraba infestada y que
 
simplemente el clon probado habria sido un "escape", y se procede a la
 
evaluaci6n del mismo clon en otro bloque (II). En el caso de los
 
clones que se muestren resistentes , se dejari la otra planta hasta 
su madurez y se cosechar~n los tub~rculos para las futuras pruebas
 
(Figuras 15 6 16).
 

El disefio que se presenta en la Figura 15 se utilizarg cuando se
 
cuente por lo menos con 20 tub6rculos de cada clon para probar. Estos
 
se sembrardn en dos repeticiones de un surco de 3 a 4,5 m de largo
 
cada uno, dependiendo del ntmero de tub~rculos (10 6 15
 
respectivamente). En ambos lados se sembrarg la variedad susceptible
 
mds comdnmente empleada en la reg16n para verificar la infestaci6n y
 
comparar su rendimiento. Para la evaluaci6n por resistencia (6poca de
 
floraci6n) se extraerin plantas de la variedad susceptible para

verificar la presencia de nematodos (hembras inmaduras). Si se
 
observan 6stas en varias plantas y en cantidades numerosas, se
 
procederg a levantar cuidadosamente con una herramienta adecuada 2 6
 
3 plantas por cada clon y se tomardn los datos en las respectivas
 
hojas de registro (Forma CIP 144; ver el anexo). En igual forma se
 
procederi con las plantas del testigo.
 

De contarse con mayor ndmero de tub~rculos (60 6 90) se empleard el
 
disefio de la Figura 16. Los tub~rculos de cada clon se sembrarin en
 
tres surcos de 3 m de largo y se intercalari un surco de la variedad
 
susceptible. Para mayor precisi6n se hacen 2 6 3 repeticiones por
 
clon. Las plantas para evaluar por resistencia (2 6 3 por surco) se
 
extraerdn de los surcos laterales, dejando el surco central para la
 
evaluaci6n de rendimiento. La extracci6n de plantas se realiza con
 
gran cuidado. Si la variedad susceptible utilizada como testigo tiene
 
una evaluaci6n de 3 en la escala (Tabla 10), entonces una linea
 
avanzada con 0 6 1 puede ser considerada como resistente.
 

Para registrar los datos de resistencia en las dos 6ltimas pruebas
 
(Figuras 15 y 16), se utiliza la hoja "Evaluaci6n de resistencia y
 
desarrollo en el campo" (Forma CIP No 144; ver el Anexo), al reverso
 
de la cual estin indicadas las escalas de evaluaci6n. Para los
 
rendimientos se utiliza la hoja de datos de "Parcelas de
 
multiplicaci6n y adaptaci6n" (Forma CIP No 145; ver el Anexo),
 
mostrada en el Anexo. Estos rendimientos darin la informaci6n
 
necesaria para medir la tolerancia de las lineas avanzadas al dafio
 
ocasionado por los nematodos. Todas las lineas que presenten
 
rendimientos superiores a la variedad testigo serin consideradas como
 
tolerantes y podrdn ser seleccionadas si poseen las caracteristicas
 
agron6micas deseables de la regi6n.
 

Los clones que resulten seleccionados luego de esta prueba pueden
 
llevarse a ensayos regionales para su futuro lanzamiento como nuevas
 
variedades resistentes al nematodo del quiste de la papa.
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Tabla 10. Pruebas, criterios y parimetros considerados en el CIP, en las evaluaciones
 
de 	resistencia.
 

Prueba Criterio Parfmetro 


Kacetas 	 Observaci6n vi- N6uero de hembras j6venes 

sual de hembras sobre el bolo de raices 

formadas 


Estimar la repro- Tasa de nultiplicaci6n de 

ducci6n por 

poblaci6n final 

(Pf) de quistes 

(c) y/o huevos
 
(e)
 

Reproducc16n en 

relaci6n a hos-

pedero suscep-

tible 


Recipiente Igual que el
 
cerrado anterior
 

Plato de 	 Nfmero de hem-

Petri 	 bras formadas 


Campo 	 Observaci6n vi-

sual de hembras 

considerando 

desarrollo ra-

dicular
 

quistes: 

cPf/cPi 


Tasa de multiplicaci6n 

de huevos: 

ePfiePi 


Indice de susceptibilidad: 
- Pf del clon probado x 100 

Pf del control 
susceptible 

Indice de hembras: 


% =	No. hembras firmadas x 100 

JJ2 inoculdas 


Nfiiero de hembras sobre las 

rafces 


Escala Reacci6n* 

0 R 
1-15 PR 

16-50 HS 
>50 S 

1t0 R 
1,1-2,5 PR 
2,6-5,0 HS 

>5,0 S 

<1,0 R 
1,0-3,7 PR 
3,8-7,0 HS 

>7,0 S 

0,0 R 
1,0-12,5 PR 
12,6-25,0 HS 

>2510 S 

0,0 R 
0,1-710 PR 
7,1-14,0 HS 

>14,0 S 

Ninguna = 0 R 
1-15 = 1 PR 

16-50 = 2 HS 
>50 = 3 S 

*R= Resistente; PR = parcialmente resistente; HS = moderadamente susceptible;
 
S= susceptible.
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6. FUENTES DE RESISTENCIA 

Las dos cualidades fundamentales que debe poseer una planta resistente
 
son: 
capacidad de impedir la reproducci6n del nematodo y heredabilidad
 
de esta caracteristica.
 

El primer paso en un programa de mejoramiento es el proceso de
 
identificar plantas que no reproduzcan al nematodo, o de ocurrir, que

estos lo hagan en forma muy limitada. Para cumplir esta etapa,

primeramente, se 
prueba el material gen~tico de la colecci6n de papas

cultivadas y luego del material de papas silvestres. La raz6n es que

el mejoramiento es mds fdcil 
a partir de material cultivado que de

material silvestre, pues 6ste arrastra consigo algunas 
cualidades no
 
deseables. Si otros programas estAn trabajando en resistencia, se
 
puede avanzar rApidamente probando material que ya ha sido
 
identificado como resistente en otros lugares.
 

Es importante tener en consideraci6n a la poblaci6n del nematodo que
 
se desea probar: debe ser tipica de la 
zona donde serd utilizada esa
 
resistencia. Ademds, se debe tener 
culdado con la identificaci6n de
 
especies y razas. 
 En la zona andina existen dos especies de nematodo
 
del quiste y entre 6stas, ocho razas identificadas con diferenciales
 
europeos. Es extremadamente dificil para un 
programa de mejoramiento

abarcar a todas estas razas. En CIP se opt6 por
el concentrar el
 
programa de mejoramiento contra dos razas denominadas P4A y P5A de
 
Globodera pallida que representan mas o menos 74% de las razas en la
 
zona andina.
 

M~s de 3000 entradas de cultivares nativos de la colecci6n de
 
germoplasma del CIP, mayormente S. tuberosum spp. andigena, fueron
 
evaluadas contra las poblaciones P4A de Choc6n (Centro del Perd) y la
 
poblaci6n P5A de Otuzco (Norte del 
PerU). Se determin6 que estas
 
razas se reproducian en todos los clones. Sin la
embargo,

reproducci6n del nematodo fue consistentemente m~s baja en algunos de
 
ellos y significativamente 
menor que la del testigo susceptible. Los
 
clones parcialmente resistentes (grupo Hualash) fueron inicialmente
 
identificados para la poblaci6n PbA 
 y se inici6 el programa de
 
mejoramiento para el nematodo del quiste.
 

Dos clones provenientes de Bolivia fueron determinados como
 
parcialmente resistentes a la poblaci6n P4A (CIP 702535 y CIP 702698),

asimismo, al evaluar material 
clonal proveniente del programa de
 
mejoramiento de Holanda, se determin6 resistencia a P4A y

susceptibilidad a PbA.
 

La experiencia con estas fuentes de resistencia demuestran 
que la
 
segregaci6n para resistencia 
 a G. pallida puede ser alterada
 
sustancialmente por en intensidad la
cambios la de selecci6n. El
 
porcentaje de segregantes resistentes fue 
 menor conforme el nimero
 
de hembras permitido en la 
masa de suelo y raices fue decreciendo. Sin
 
embargo, los entrecruzamientos de 
genotipos altamente resistentes
 
incrementaron 
 la frecuencia de segregantes resistentes. Los
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recombinantes con resistencia a ambos patotipos P4A y P5A pueden ser
 
encontrados en progenies provenientes de dos fuentes resistentes. Sin
 
embargo, la resistencia para cada patotipo parece estar condicionada
 
por un grupo diferente de genes. La proporci6n de segregantes con
 
resistencia a ambos patotipos es relativamente baja; por lo que la
 
frecuencia de progenies con resistencia a ambos patotipos podria
 
incrementarse entrecruzando clones con resistencia doble.
 

7. CRITERIOS Y PARAMETROS DE SELECCION EN EL CIP 

Despu~s de describir las metodologias (asi como las limitaciones) de
 
las diversas pruebas para evaluaci6n de resistencia a G. pallida, se
 
ha procedido a establecer una serie de criterios para cada una de
 
ellas. Estos criterios de evaluaci6n y sobre todo la determinaci6n de
 
sus par~metros, tambidn deben ser considerados conforme a su grado de
 
complejidad o disponibilidad de facilidades o de personal.
 

Asi, en la Tabla 10, se presentan los diversos pardmetros que se
 
utilizan para medir o establecer (de acuerdo a escalas preparadas
 
conforme a resultados de muchos afios) los diversos tipos de reacci6n
 
que pueden mostrar las plantas de papa una vez que son expuestas al
 
nematodo del quiste.
 

Estas reacciones parecen exactamente delimitadas por las escalas
 
establecidas para cada par~metro, pero en algunos casos resulta algo
 
complejo determinarlas, sobre todo si se trata de definir la reacci6n
 
de un clon mediante un s6lo parAmetro. Por ello, lo mds recomendable
 
es el empleo de pardmetros provenientes de diferentes pruebas (Tabla
 
11). AdemAs, lo mAs importante es mantener una idea clara de los
 
objetivos, es decir selecci6n de materiales resistentes y eliminaci6n
 
de materiales susceptibles, para finalmente obtener material que,
 
llevado al campo, ofrezca las ventajas de una planta con buen
 
rendimiento, caracteristicas agron6micas deseables y que no permita el
 
incremento de las poblaciones de nematodos a niveles dafiinos para el
 
cultivo.
 

8. CONCLUSIONES 

El desarrollo y la aplicaci6n de una metodologia para la evaluaci6n de
 
resistencia al nematodo del quiste de la papa (Globodera pallida) en
 
el CIP ha exigido de una detallada secuencia de pasos de laboratorio,
 
invernadero y campo, que condujo a la obtenci6n de la variedad
 
resistente Maria Huanca.
 

Este prolongado y constante esfuerzo se ve, finalmente, plasmado en
 
este documento, en el que se incluyen diversos resultados que han
 
permitido disefiar y fijar una completa estrategia para el desarrollo y
 
la obtenci6n de clones de papa con resistencia a los patotipos P4A y
 
PSA de G. pallida. Sin embargo, es importante entender que toda esta
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Tabla 11. Reacci6n de clones de papa a G. pallida raza P4A en pruebas
 
de macetas y platos de petri.-


Plato de Indice de 
Maceta petri suscep. 

Masa de suelo (ePf/ePi) (%f) (%) Reacci6n 
y raices 

279137-5 0 0,99 0,0 0,0 R
 
280174-4 0 0,80 0,0 0,0 R
 
280189-1 0 0,64 0,0 0,0 R
 
280236-6 0 1,00 0,0 0,0 R
 
280160-5 3 0,95 4,0 0,0 PR
 
276008-16 1 2,11 5,0 9,0 
 MS
 
278107-3 2 1,40 3,0 5,4 MS
 
AG-278017-32 2 2,00 10,0 17,9 MS
 
AG-278017-35 3 3,16 6,2 11,1 MS
 
AG-278036-6 3 1,64 7,0 12,5 MS
 
AG-279098-5 2 2,66 2,1 3,8 MS
 
AG-279098-9 1 1,37 2,6 4,7 MS
 
280230-13 1 1,10 4,0 7,1 MS
 
280240-11 2 1,35 10,0 17,9 MS
 

*R = Resistente; PR = parcialmente resistente; MS = moderadamente 
susceptible. 

estrategia es un conjunto de acciones dindmicas, por lo que constante
mente se pueden modificar o mejorar segdn los cambios o desarrollos
 
tecnol6gicos.
 

Estas estrategias se sumarizan en la Figura 18. Como punto de partida
 
se utiliza la prueba masal de plintulas. Se contin6a con la prueba de
 
macetas, la prueba en platos de petri y las pruebas de campo. Las
 
pruebas utilizadas en forma apropiada y bajo condiciones pertinentes
 
han permitido desarrollar, segn su empleo, dos tipos de material. Uno
 
para distribuci6n interna o para el Programa Nacional de Papa y el
 
otro desarrollado bajo condiciones de cuarentena para distribuci6n a
 
otros programas o para exportaci6n (M6xico, Panami, Pakistan, Colombia
 
y Ecuador). En esta forma y con la colaboraci6n de t6cnicos de diver
sos programas se ha logrado seleccionar exitosamente ciertos clones
 
con caracteristicas agron6micas deseables y con resistencia a las
 
razas de G. pallida existentes en el Per6 (Figura 19) y el Ecuador
 
(Figura 20).
 

45
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Figura 18. 	 Proceso de evaluaci6n de familias y clones para resis
tencia a Globodera pallida.
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Tasa de multiplicaci6n 
(Pf/PI)Rendimiento Rendimiento 

(g/planta) 

7 -600 

6 6 500 

5 - 400 

3300 

2200 

2- 100 

0 

0,8 

0,6 
Tasa de multiplicaci6n 

0,4 

0,2 

AG AG 
T 613.13 018.11 076.4 

0,0 
175.2 041.7 460.2 268.2 090.10 386.7 517.3 284.11 083.2 246.1 095.8 102.2 246.17 499.4 179.7 010.1 230.13 

Figura 19. Comportamiento y multiplicaci6n 
de 20 clones resistentes y un testigo (Participaci6n = T) 
en campo infestado de nematodos, Umpa, 1983-84. 
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Figura 20. Rendimiento y multiplicaci6n del nem~todo del quiste
 
(G. pallida) en 8 clones avanzados (Quito, Ecuador, 1984).
 

En esta forma, los autores esperamos estar contribuyendo al desarrollo
 
- en otros paises - de programas similares que puedan llevar a cabo 
una selecci6n de clones de papa con resistencia a poblaciones locales
 
del nematodo del quiste (Globodera pallida).
 

Recientemente, y como una feliz culminaci6n a los esfuerzos realizados
 
por los t~cnicos nacionales involucrados en esta magnifica labor, se
 
ha lanzado para beneficio de los agricultores una variedad resistente
 
a G. pallida, nominada "Maria Huanca". Esta nueva variedad corres
ponde a un clon seleccionado por el CIP como resistente a la raza P5A
 
de G. pallida. Este clon identificado previamente como G-3 (CIP
 
279142.12),fu6 entregado conjuntamente con otros clones al Programa
 
Nacional de Papa del Per6 para sus respectivas evaluaciones de campo
 
bajo condiciones locales. Luego de cumplir satisfactoriamente esas
 
pruebas en una serie de campos de agricultores y reunir los requisitos
 
agron6micos deseables por los agricultores y consumidores de la
 
regidn, este clon fue escogido para ser lanzado como una nueva
 
variedad de papa resistente a las razas P4A y P5A del nematodo del
 
quiste de la papa. Entre otros atributos que se han observado en las
 
pruebas de campo con esta variedad, estdn su moderada resistencia a la
 
rancha (Phytophthora infestans), y a heladas. Adem~s, en pruebas
 
realizadas en el CIP, la variedad Maria Huanca mostr6 inmunidad al
 
virus X de la papa (PVX) e hipersensibilidad al virus Y de la papa
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(PVY). En otras pruebas se comport6 resistente a las razas 1 y 2 de
 
verruga (Synchytrium endobioticum) y tolerante al carb6n de la papa

(Angiosorus solani).
 

Finalmente y para completar la informaci6n acerca de esta nueva varie
dad de papa, se presentan los resultados obtenidos en dos pruebas

llevadas a cabo en colaboraci6n con agricultores, (CIP, 1988) en
 
campos que se encontraban naturalmente infestados por el nematodo del
 
quiste de la papa (G. pallida, raza P4A). Uno de los campos present6

alta infestaci6n (64 huevos/g de suelo), mientras que en el otro 4sta
 
fue m~s baja (4 huevos/g de suelo). En el primero se utiliz6 la

variedad susceptible Revoluci6n (semiprecoz) como testigo y en el
 
segundo la variedad Yungay (tardia). En ambos casos se incluy6

tambidn la aplicaci6n de un nematicida granulado. A la madurez de los
 
cultivos 
se cosecharon los campos y se obtuvieron los rendimientos
 
respectivos asi como las poblaciones de nematodos para cada uno de los
 
casos. Estos resultados muestran que Maria Huanca (G-3) tuvo un com
portamiento sobresaliente, ya que los rendimientos no fueron afectados
 
como en la variedad semiprecoz, Revoluci6n, (Figura 21a ) y no presen
t6 una multiplicaci6n del nematodo como en el caso de la variedad
 
tolerante Yungay (tardia), que en el campo de menor poblaci6n inicial
 
se increment6 aproximadamente 100 veces cuando se le aplic6 nematicida
 
y 85 cuando n6 (Figura 21b). Adems, es importante indicar que aunque

el tratamiento con nematicida no mostr6 ningdn efecto notorio sobre
 
Maria Huanca como con las otras dos variedades, bajo ciertas condi
ciones podria ser favorable para reducir los niveles de infestaci6n
 
del nematodo.
 

Rendimlento (Vha) 
35 
30 , 	 -N
 

+ N
 

25
 

Yungay G-3 Revolucl6n 
Baja Alta 

Densidades 

Figura 21 a. 	Respuesta de los cultivares (G-3) resistente a la raza 
P5A de G. pallida, Yungay (Tardia) y Revoluci6n (Precoz)
susceptible al nematodo en dos campos infestados con 
densidades diferentes del nematodo (Baja = 4 y alta = 64
 
huevos/g de suelo) y la aplicaci6n de un nematicida
 
granulado.
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Figura 21b. 	 Tasa de multiplicaci6n de G. pallida (huevos/g de suelo)
 
en dos cultivares susceptibles de papa y la varledad
 
resistente Maria Huanca (G-3).
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HOJA DE DATOS
 
Material 

CKPJ"RO W 0 LA P ICIP) Fecha de Siembra 
Deparnlwento do Nemstologi. Evaluaci6n 
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29 
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31
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33
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35
 
36
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SCEN140 W4TEPAC2ONAL M LA PAPA (CAP! 

HOJA INFORMATIVA DE 	LA PARCELA 

I NOMBRE Y DIRECCION DEL COOPERADOR: 

2. 	 LOCALIDAD DE LA PARCELA: DEPTO.:
 

DISTRITO:
 
LOCALIDAD: 

ALTURA: 
LATITUD: 
LONGITUD: 

3. HISTORIA DE LA PARCELA: 

DESCRIPCION GENERAL DEL SUELO 	 (arenoso, arcilloso, etc.): 

5 CONDICION DE SEMILLA A LA SIEMBRA (Indicar Ios dones iln condici6n de semill a o cuajquier anormalidad observaaa 
BUENA 
REGULAR 
POBRE
 

6 FECHA DE SIEMBRA: FECHA DE COSECHA: 

7 FERTILIZACION: FORMULACION: N -P K 
CANTIDAD:.
 
APLICACION: A LA SIEMBRA: AL APORQUE:
 

8 NUMERO DE QUISTES EN 100 g DE SUELO: ANTES DESPUES 

9 LABORES CULTURALES Y CONTROL DE PLAGAS: 

IJ 

FECHA OPERACION DOSIS 	 DEMODO APLICACION 

Forma CIP NO 142-N 
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__ _ 

CENTRO INTURN^CONAL OE LA PAPA I l) 

EVALUACION DE RESISTENCIA Y DESARROLLO EN EL CAMPO 
Localidad: 	 Ejecutor: 

Fechas Fecha: / 

_c EVALUACION DE 
CLON GLOBODERA Observaciones 

I.,Z>06 2 ciorndE o 1 ' _ - 1 2 3 4 Reac" 2 

z0 	 I I 

u 

Uo = 	 a I I 
.0 

gJ= 	 I I
 
I I
 

I i i 
o 	 I I
 

I I
 

I i I 

I I 
I I I ! 

I I I I 

I I 

I I I 

I I I 

I I NoI 1 
I I I I 
I I i I 

I I I I 

___________ - - - I F __ 	 __ _ _ __ 

I'7' . . I I 
~.'.1j 5 i~ I 

• * , , j • . 



VIGOR: 

TUBERIZACION: 

Nimero: 

Tamaflo: 

EVALUACION DE GLOBODERA: 

Nematodos: 

AI momento de la evaluaci6n de Globodera: 
Escala 1 - 5: 

1 = poco desarrollo, planta dibil 
5 = buen desarrollo, planta vigorosa 

Nmero/tamafo (N/T) 

Escala 1 - 3 

1 = no hay tub~rculos 
2 = pocos tub6rculos 
3 = muchos tub~rculos 

Escala 1 - 3 

1 = pequehios 
2 = medianos 
3 = grandes 

Nematodo/raices (N/R) 

Escala: 

0 = 
+ = 

++ = 
= 

Rafces: 	 P = 
R = 
B = 

REACCION: R = 
PR = 

S = 

no hay hembras
 
pocas hembras, dificiles de ver
 
pocas hembras, ficiles de ver
 
muchas hembras en casi todas las races
 

pobre
 
regular
 
buena
 

Resistente (0)
 
Parcialmente resistente (+)
 
Susceptible (++; +++)
 

VIRUS: Anotar el nimero de plantas eliminadas 
por mostrar sfntomas de virus. 
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A Dt',CIENTPO WTERNACCONAL. OE LA PAPA ICI 

PARCELA DE MULTIPLICACION Y A APTACION 
Localidad. Ejecutor: 

Fecha: / / / Fecha TUBERCULOS 

0 COSECHA 
M• -

u
CLON 6 Comentanos 0E-0. B-.0 .0 L m ._ _[w° Forma Color 

z 

0 

w 

i
 

0
 
0 

Fofma CIP No. 145 
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VIGOR o TIPO DE PLANTA: 1 = planta d6bil 
5 = planta vigorosa, tipo atractivo 

SENESCENCIA: P = precoz 
M = medino 
T = tardia 

APARIENCIA: 1 5; 
1 = poco atractiva 
5 = muy atractiva 

FORMA: Como redonda, oval, oblonga, larga, etc. 

OJOS: 1 = superficiales 
2 = semiprofundos 
3 = profundos 

COLOR: Predominante y otros 

COMENTARIOS: Incidencia de plagas y enfermedades; eliminaci6n de plantas 
(indicar el n~mero), etc. 

SELECCIONABLE: Si No 
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