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Mejoramiento genético de tomate para resistencia al tizon tardio causado por genotipos de

Phytophthora infestans colectados en Guatemala.

Resumen

Actualmente, una de las principales limitantes en la produccion del cultivo de tomate
en Guatemala es el tizon tardio causado por Phytophthora infestans. El uso de agroquimicos
se ha convertido en la estrategia mayormente empleada en el control de esta enfermedad,
lo que supone el uso de una alta cantidad de fungicidas, los cuales tienen implicaciones
negativas en el ambiente y la salud. Aplicaciones excesivas de fungicidas conducen al
desarrollo de resistencia del patdgeno generando genotipos de P. infestans que han superado
la efectividad de muchos fungicidas. La resistencia genética es una alternativa altamente
efectiva y viable para minimizar estos problemas. En esta investigacion se evalud la
resistencia genética, de 6 lineas mejoradas y 7 hibridos desarrollados en Estados Unidos.
Los materiales fueron inoculados con tres genotipos de P. infestans colectados en diferentes
zonas productoras de tomate y papa en Guatemala, los cuales fueron caracterizados con el
marcador molecular amplified fragment length polymorphism AFLP, mostrando una alta
diversidad genética del patégeno. A través del método de apareamiento in vitro y
amplificacion por PCR de una region del locus S1, se determind la presencia de los dos
tipos de apareamiento Al y A2. La evaluacion de la resistencia de los materiales de tomate
mostré una alta resistencia de la mayor parte de los materiales, a excepcion del hibrido Plum
Regal y la linea NC25Pa que mostraron ser moderadamente susceptibles. Cuatro hibridos
fueron desarrollados a partir de las lineas evaluadas, los cuales mostraron alta resistencia

genética a los aislados de P. infestans.

Palabras clave: diversidad genética, tipos de apareamiento, aislados Phytophtora infestans,

resistencia genética, hibridos de tomate



Tomato breeding for resistance to late blight caused by genotypes of Phytophothora

infestans collected in Guatemala

Abstract

Currently, one of the main limitations in the production of tomato crop in Guatemala
is late blight caused by Phytophthora infestans. The use of agrochemicals has become the
strategy mostly used in the control of this disease, which involves the use of a high amount
of fungicides, which have negative effects for the environment and health. Excessive
applications of fungicides lead to the development of pathogen resistance generating
genotypes of P. infestans that have exceeded the effectiveness of many fungicides. Genetic
resistance is a highly effective and viable alternative to minimize these problems. In this
research, the genetic resistance of 6 improved lines and 7 hybrids developed in the United
States was evaluated. The materials were inoculated with 3 genotypes of P. infestans
collected in different tomato and potato producing areas in Guatemala, which were
characterized through the molecular marker amplified fragment length polymorphism AFLP
showing a high genetic diversity of the pathogen. Through the method of in vifro mating and
PCR amplification of a region of the S1 locus, the presence of the two types of mating Al
and A2 was determined. The evaluation of the resistance of the tomato materials showed a
high resistance of most of the materials, with the exception of the hybrid Plum Regal and the
line NC25Pa which showed to be moderately susceptible. Four hybrids were developed from

the evaluated lines, which showed high genetic resistance to the isolates of P. infestans.

Key words: genetic diversity, mating type, Phytophthora infestans isolates, genetic

resistance, tomato hybrid



1 Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L) es uno de los cultivos horticolas de mayor
importancia econdémica para Guatemala, ya que segun el informe del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacion (Maga) en el afio 2013, la cosecha de este cultivo
alcanz6 los siete millones de quintales, y segin datos del Maga (2011) se generaron
2,693,628 jornales/ano. Dada su alta rentabilidad, este cultivo es atractivo para muchos
productores horticolas, siendo los departamentos de Jutiapa y Baja Verapaz los que reportan
la mayor produccion a nivel nacional con un 20% cada uno, seguido de Chiquimula con el
11%, Guatemala con el 8%, Zacapa con el 7%, El Progreso y Alta Verapaz con el 6% cada
uno, Jalapa con 5% y el 17% para el resto de los departamentos de Guatemala (Maga, 2013).

La produccion en el cultivo de tomate se ve afectada por el efecto negativo de las
plagas y enfermedades, siendo el hongo Phytophthora infestans (Mont.) DeBary el agente
causal de la devastadora enfermedad conocida como tizon tardio, sobre el cual se estima un
gasto anual mundial de tres billones de ddlares para su control, dado el efecto destructivo que
tiene sobre las plantaciones de tomate (Barbosa, Henriques, Damiano & Gomide, 2008). El
desarrollo de esta enfermedad se potencia bajo periodos himedos y nublados con
temperaturas frescas, mostrandose una infeccion severa cuando las condiciones de humedad
se establecen en un rango de 80 a 100% y temperaturas de 18 a 22 C (Rick & Chetelat, 1995)
que puede generar pérdidas de hasta el 100% (Fontem, Olanyab, Tsopmbeng, & Owona
2005).

P. infestans puede reproducirse de manera asexual, aunque también de manera sexual
para lo cual requiere de dos tipos de apareamiento denomiandos Al y A2 (Goodwin, Cohen,
& Fry, 1994) los cuales, al salir de México, han generado nuevas razas mas virulentas
alrededor del mundo (Paez, Valverde, Gémez, & Brenes, 2004). Anualmente, los agricultores
tratan de controlar el tizon tardio, haciendo un uso de grandes cantidades de fungicidas en
las plantaciones de tomate y papa, conduciendo de esta manera al desarrollo de resistencia
del patogeno a dichos fungicidas, agotando asi las estrategias de control (Deahl, Inglis, &
DeMuth, 1993; Fry et al., 1993; Niederhauser, 1993).

Actualmente, la oferta de variedades de tomate con resistencia genética a P. infestans

es reducida y no del todo efectiva, por lo que los agricultores dependen del uso excesivo de



fungicidas, que a su vez elevan los costos de produccion, generan contaminacion ambiental,
ponen en riesgo la salud humana e incrementan la resistencia genética del patogeno, por lo
cual el desarrollo de materiales de tomate con resistencia genética a P. infestans representa
una alternativa viable (Brouwer & St. Clair, 2004).

El propodsito de esta investigacion es seleccionar cultivares y lineas mejoradas de
tomate con resistencia al tizon tardio causado por genotipos de Phytophthora infestans

colectadas en Guatemala para generar hibridos con resistencia genética a dicho patdgeno.

2 Objetivos

2.1 General

e Seleccionar cultivares y lineas mejoradas de tomate con resistencia al tizon tardio

causado por genotipos de Phytophthora infestans colectados en Guatemala.

2.2 Especificos

Colectar y aislar diferentes genotipos de Phytophthora infestans procedentes de

diferentes zonas de Guatemala.

e (Caracterizar genotipicamente los aislados de Phytophthora infestans colectados en
Guatemala durante el afio 2017.

e Evaluar y seleccionar genotipos de tomate con resistencia genética al tizon tardio
causado por genotipos de Phytophthora infestans colectados en Guatemala.

e Realizar cruzamientos para generar hibridos entre las lineas de tomate que presenten

resistencia al tizon tardio y buenas caracteristicas agrondmicas y evaluar su

resistencia genética.



3  Marco tedrico y estado del arte

La enfermedad del tomate (S. lycopersicum), conocida en Guatemala como tizén tardio,
es causada por el oomicete P. infestans (Mont.) DeBary, siendo la mds devastadora
enfermedad de plantas reportada en la historia de la humanidad (Abad & Abad, 1995). Esta
enfermedad causé la destruccion de los cultivos de papa en Irlanda en 1845 y 1846 que dio
como resultado el hambre y la muerte de cientos de miles de personas, asi como la emigracion
de mas de un millén y medio de Irlandeses a los Estados Unidos (Kinealy, 1994).

P. infestans afecta principalmente los cultivos de papa y tomate, aunque estd reportado
en otras solandceas que coexisten en el agrosistema de papa y tomate (Forbes et al., 1998).
Se origin6 en México como patégeno en plantas nativas de la familia Solanaceae, sin
embargo, P. infestans ha migrado en varios episodios al resto del mundo (Andrivon, 1996;
Fry et al., 1993).

Es una enfermedad cosmopolita y las infecciones de tizén tardio inician como una
mancha circular irregular acuosa en las hojas inferiores, asi como en los brotes tiernos. En
paises en desarrollo limita seriamente la produccion de papa y tomate (Erwin & Ribeiro,
1996; Niederhauser, 1993). El dafio en el fruto puede oscilar entre el 41 al 100% de la
superficie cuando el cultivo se encuentra al aire libre y sin aplicacién alguna de fungicidas,
mientras que en las plantaciones donde se aplican fungicidas sistémicos el dafio al fruto se
presenta entre el 12 y 65%; para el afio 2009, en los Estados Unidos, las pérdidas totales de
rendimiento alcanzaron los US$46 y US$66 millones para frutos frescos y procesados,
respectivamente ((Nowicki, Foolad, Nowakowska, & Kozik, 2012).

Anualmente, los agricultores tratan de controlar el tizén tardio, haciendo un uso de
grandes cantidades de fungicidas en las plantaciones de tomate y papa, conduciendo de esta
manera al desarrollo de resistencia del patégeno a dichos fungicidas, agotando asi las

estrategias de control (Deahl et al., 1993; Fry et al., 1993; Niederhauser, 1993).

3.1 Tipos de apareamiento
P. infestans es un oomicete heterotalico, esto significa que necesita de dos tipos de
apareamiento conocidos como Al y A2, necesarios para la reproduccion sexual. Cada tipo

de apareamiento es bisexual, capaz de producir oogonios y anteridios cuando el tipo de



apareamiento opuesto esta presente, ocurriendo la fusiéon entre gametangios de tipos
opuestos, lo cual resulta en la formacién de una oospora -espora sexual-. Ambos tipos de
apareamiento son considerados grupos de compatibilidad y no formas sexuales, ya que el
anteridio u oogonio de un tipo puede aparearse con el oogonio o anteridio, respectivamente,
del tipo opuesto (Galindo & Gallegly, 1960).

En el valle de Toluca, México ambos tipos de apareamiento se encuentran naturalmente
en la misma frecuencia y la reproduccion sexual es comun en el campo, lo que genera una
gran diversidad genética en las poblaciones de P. infestans (Gallegly & Galindo 1958;
Goodwin, Spielman, Matuszak, Bergeron, & Fry, 1992; Niederhauser, Cervantes, & Servin,
1954; Tooley, Fry, & Villareal, 1985) considerandose a México como el centro de diversidad
de este patdgeno. En otras regiones fuera de México solo habia prevalecido el tipo de
apareamiento Al, dando origen a un unico genotipo clonal distribuido mundialmente y
denominado US-1, cuya reproduccion es tipicamente asexual (Goodwin et al., 1994).

La presencia del tipo de apareamiento A2 fuera de México fue mencionada por
primera vez en Suiza en 1984 (Hohl & Iselin, 1984). Al parecer, el tipo A2 migré de México
a Europa en 1976, en un cargamento de 25,000 toneladas de papa; y de Europa, se disperso
a otras partes del mundo (Goodwin, Ludwik, Sujkowski, & Fry, 1996; Hohl & Iselin, 1984)
y subsecuentemente se informo en otros paises de Europa y el mundo (Gisi & Cohen, 1996).
Este hecho, rompié las barreras que separaban la coexistencia de ambos tipos de
apareamiento y abrio la posibilidad de la reproduccion sexual del patogeno fuera de México,
para dar origen a genotipos mds diversos y agresivos que aquellos que existian cuando la
poblacion era exclusivamente de reproduccion asexual (Fry et al., 1993).

A partir de este momento, hubo un incremento en la diversidad de genotipos del
patégeno y un incremento en la epidemiologia de la enfermedad (Fry & Goodwin, 1997).
Hoy dia, se ha corroborado que la ocurrencia de la reproduccion sexual de P. infestans fuera
de México da origen a genotipos mds agresivos y mejor adaptados los cuales desplazan las
viejas poblaciones (Gavino et al., 2000). La reproduccion sexual tiene la capacidad de
incrementar la variabilidad genética, alterar la estructura de las poblaciones de P. infestans y
generar cepas mas virulentas (Samaucha & Gisi, 1987). Las poblaciones nuevas de P.

infestans tienen mayor capacidad reproductiva, capaces de producir un mayor numero de



esporas, con gran capacidad de dispersion (Abad & Abad, 1995; Davidse, Looijen,
Turkensteen, & Van der Wal, 1981)

El tipo de apareamiento se puede determinar de dos formas: una es confrontando las
cepas aisladas con cepas que se conoce que pertenecen al tipo de apareamiento Al o A2
(como controles) y si forma oosporas, esto significa que el aislado en estudio pertenece al
tipo de apareamiento contrario al del control (Deahl, Goth, Young, Sinden, & Gallegly,
1991). La otra forma de determinar el tipo de apareamiento es con el uso de marcadores
moleculares. Judelson, Spielman y Shattock (1995) encontraron que el locus S1 en P.
infestans esta fuertemente ligado al tipo de apareamiento. Este locus se encuentra en el tipo
de apareamiento A1l pero estd ausente en el tipo de apareamiento A2.

Basado en su conocimiento sobre este mismo locus, Judelson (1996) desarrollé un
par de cebadores para llevar a cabo una reaccion PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki,
et al., 1988), la cual permite la amplificacion de un fragmento especifico inicamente en los
individuos Al. El locus S1 fue identificado por Judelson y colaboradores (1995), el cual
muestra una secuencia monomérica de 1.25 Kb que evoluciond por repeticiones sucesivas a
300 Kb y que es bien conservada en el estado hemicigético del tipo Al. Esta nueva alternativa
ha sido adoptada en paises como Costa Rica (Paez et al., 2004), donde se determind que aun

no existe el tipo de apareamiento A2.

3.2 Patogenicidad

Existen tres componentes fundamentales para determinar la habilidad patogénica de
un aislamiento: periodo de latencia, drea de la lesion y esporulacidon después de 96 horas de
haber ocurrido la inoculacién (Jaramillo, 2003). En la actualidad diversos factores pueden
incrementar la patogenicidad del patogeno. Entre ellos estan la migracion a nivel mundial de

los dos tipos de apareamiento (Al y A2) de P. infestans (Henfling, 1987).

3.3 Control del tizon tardio

El tizén tardio del tomate puede controlarse mediante la combinacién de varias
medidas sanitarias, variedades resistentes y aspersiones con compuestos quimicos
(fungicidas) aplicadas en la temporada adecuada, sin embargo, en condiciones de

precipitacion continua y en periodos prolongados es muy dificil controlar la enfermedad



(Agrios, 1998). Son dos los tipos de fungicidas utilizados para el control quimico del tizén,
los de contacto (o0 no sistémicos) llamados también residuales, y los sistémicos (Fernandez-

Northcote, Navia, & Gandarillas, 1999).

3.4 Fungicidas de contacto

Se denominan fungicidas de contacto a todos los productos quimicos que actiian en
la superficie de las hojas (no ingresan al interior del tejido foliar), tienen efecto residual corto.
No obstante, que existe un mayor conocimiento sobre la enfermedad, la presencia de nuevos
genotipos altamente virulentos hace necesario caracterizar las poblaciones de P. infestans,
para lo cual se pueden usar marcadores como tipos de apareamiento Al y A2, sensibilidad al
metalaxyl, patrones electroforéticos de aloenzimas, analisis de DNA y pruebas de virulencia

(Therrien et al., 1993).

3.5 Mejoramiento genético para resistencia al tizon tardio del tomate

Desde la ocurrencia de la hambruna en Irlanda en los afios 1940s, ha habido un gran
interés por el desarrollo de cultivares de tomate y papa con resistencia al tizon tardio. Durante
este proceso se ha observado que la resistencia contra P. infestans puede ser clasificada en
dos tipos: (a) resistencia especifica contra un determinado genotipo del patdgeno (también
llamado resistencia vertical) (b) resistencia no especifica contra un genotipo del patégeno

(también llamado resistencia parcial u horizontal) (Abad & Abad, 1995).

3.6 Genes de resistencia al tizon tardio

En recientes estudios moleculares del proceso de infeccion de P. infestans se
determiné que algunos genes, tales como el gen RB y el gen Ph-3, a pesar de poseer
resistencia vertical estos genes son capaces de activar el sistema de defensa de la planta, lo
cual confiere resistencia a casi todos los aislados de P. infestans con las que fueron
inoculados. Pero debido a la rdpida evolucién del patégeno producto de la reproduccion
sexual de P. infestans este genera genotipos mds virulentos, la resistencia especifica puede
ser superada luego de unos afios en el campo, por tal razon los fitomejoradores recomiendan
incorporar al menos dos genes de resistencia especifica en los cultivares comerciales (Hanson

et al., 2016).



Fitomejoradores han reportado la presencia de ambos tipos de resistencia en tomate.
Sin embargo, los genes de resistencia especifica han sido practicamente mas ttiles en
programas de mejoramiento genético del tomate. Por lo que es muy importante la
identificacion de mas genes de resistencia especifica contra el tizon tardio para poder
utilizarlos en el desarrollo de cultivares. En el afo 2003, el gen denominado RB fue aislado
de la especie silvestre Solanum bulbucastanum. Este gen es capaz de proveer resistencia
genética contra todos los genotipos de P. infestans presente hasta el afio 2010 en Estados
Unidos de América (Song et. al., 2003). Actualmente el gen RB no es usado en ninguna
variedad comercial de tomate o de papa. La especie silvestre Solanum pimpinellifolium
(anteriormente llamada Lycopersicum pimpinellifolium) ha sido la fuente de cinco genes de
resistencia contra el tizon tardio denominados Ph-1 (Peirce, 1971) Ph-2 (Moreau et al., 1998)
Ph-3 (Black, Wang, Hanson & Chen, 1996) Ph-4 (Labate et al., 2007) y Ph-5 (Fooland et at.,
2008). Los genes Ph-1 y Ph-2 son genes de resistencia especifica contra un reducido nimero
de genotipos del patégeno (Pierce, 1971; Moreau et al., 1998) mientras que el gen Ph-3
confiere una excelente resistencia a plantas de tomate cuando es inoculado con diferentes
genotipos de P. infestans (Black et al., 1996).

En 2013 dos cultivares criollos de tomate en Estados Unidos de América, denominados
Wapsipinicon y Matt’s Wild Cherry demostraron muy buena resistencia al tizén tardio
causado por diferentes genotipos de P. infestans colectados en los afios 2008 al 2014 en los
Estados Unidos de América.Estos dos cultivares de tomate se encuentran disponibles en el
mercado en Estados Unidos de América y han sido utilizados desde los afios 1960 por
pequefios productores de tomate y muy frecuentemente por productores organicos. Se
desconoce el origen y tampoco han sido mapeados estos genes de resistencia en el genoma

de estos dos cultivares (Seidl, Jordan, & Gevens, 2014).

3.7 Meétodos de seleccion de plantas resistentes.

El método de seleccion de plantas resistentes a enfermedades debe ser efectivo, rapido
de costo reducido, para poder evaluar cientos o miles de lineas mejoradas. Usualmente los
métodos incluyen evaluacion de la resistencia a nivel de campo abierto, bajo condiciones de
presion natural de la enfermedad; puede hacerse también en invernadero con condiciones

ajustadas para el desarrollo de la enfermedad y en el cual las plantas son inoculadas con una



cepa especifica del patégeno y una concentracion definida del patégeno. La evaluacion en
invernadero tiene la ventaja que se reduce la variacion del efecto del clima y reduce el dafio
de otros patdgenos presentes en campo abierto, lo cual permite evaluar inicamente el efecto
de la resistencia genética de la planta contra el patégeno de interés (Hanson et al., 2016).

La técnica de inoculacion a hojas en camara humeda, ha sido utilizada con bastante éxito
y que resulta ser muy econdmica para evaluar resistencia genética al tizon tardio, consiste en
colocar dos hojas de la planta en una caja Petri con papel toalla himedo, esto permite
mantener la humedad que el patégeno necesita para su desarrollo, las cajas Petri con las hojas
inoculadas se incuban a temperatura de 22 °C, que es la temperatura Optima para el desarrollo
de la enfermedad (Seidl et al., 2014). El niimero de variedades de tomate con resistencia
genética conferida por los genes Ph y que se encuentran comercialmente disponibles en
Estados Unidos de América es muy reducido, entre los que se puede mencionar Mountain
Magic, Plum Regal, Mountain Merit, Defiant y recientemente Iron Lady; variedades que no

se encuentran disponibles en Guatemala.

4 Materiales y métodos

4.1 Descripcion y delimitacion en tiempo y espacio de la investigacion

La investigacion se desarroll6 de febrero a noviembre del 2017. Se realizaron colectas
de P. infestans en los municipios de Agua blanca, Coban, Zunil, Ipala, Jalapa, Patzicia,
Patzin, Salamd, Sanarate, San Juan Ostuncalco, San Agustin Acasaguastlan, Tajumulco,
Solola y Todos Santos Cuchumatén, como puede observarse en la Tabla 2, en la cual se

detalla la ubicacion precisa de cada sitio de colecta.

4.2 Tipo de investigacion

Esta investigacion es experimental aplicada, con la finalidad de poder seleccionar
cultivares y lineas mejoradas de tomate que han sido desarrolladas por fitomejoradores del
programa de mejoramiento genético de tomate de la Universidad de Carolina del Norte. Los
cultivares evaluados existen comercialmente en los Estados Unidos de América, pero no en
Guatemala. Estos han sido reportados como resistentes al tizén tardio causado por P.

infestans colectado en aquel pais. Las lineas mejoradas de tomate fueron desarrolladas
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mediante la introgresion de los genes de resistencia provenientes de especies silvestres del

género Solanum que no estén presentes en Guatemala.

4.3 Materiales de tomate
Los materiales de tomate que fueron utilizados para realizar la prueba de resistencia
genética, a los diferentes aislados de P. infestans colectados en las diferentes regiones del

pais, se muestran en la Tabla 1.

5 Técnicas e instrumentos

5.1 Aislamiento de P. infestans, proveniente de las zonas productoras de tomate y

papa en Guatemala

Se realizaron colectas de plantas de papa y tomate infectadas con P. Infestans en los
departamentos de Jutiapa, Jalapa, Quetzaltenango, Chimaltenango, Baja Verapaz, Alta
Verapaz, San Marcos, Solold y Huehuetenango. Los muestreos fueron realizados utilizando
la metodologia de muestreo jerarquico descrito por Griinwald y colaboradores (2001). Fueron
colectadas 45 muestras de plantas de tomate y 20 muestras de plantas de papa, de las cuales
se logro aislar el patdgeno en 7 muestras de tomate y 15 muestras de papa. Cada muestra
consisti6 de 10 hojas, con sintomas de tizon tardio, de plantas en cada area de produccion de
papa o tomate. Posteriormente, las hojas colectadas se trasladaron en condiciones de frio
hacia las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia,
en donde se realizé un proceso de desinfeccion utilizando etanol al 70% e hipoclorito de
sodio al 1.25% y posteriormente, colocandolo en una cdmara himeda para estimular el
desarrollo del micelio y 48 horas después se procedid a colectar esporangios con una aguja
de diseccion.

Los micelios fueron colectados sobre medio de cultivo de arveja conteniendo 100 ppm
de penicilina y 30 ppm de procloraz, lo que ayudd a reducir el crecimiento de hongos y
bacterias saprofitas. Posteriormente, las cajas Petri conteniendo las muestras se incubaron a
20C para estimular el desarrollo del micelio durante una semana. Se realizaron resiembras
del hongo a intervalos de 4 semanas para estimular el crecimiento del patégeno debido a que,

la permanencia de este en el mismo medio de cultivo, durante largos periodos, cesa su
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desarrollo. Para la resiembra se empled el medio de cultivo de arveja sin antibidtico ni

fungicida.

Tabla 1 Materiales de tomate utilizados para pruebas de resistencia genética y generacion

de hibridos.
No. Nombre Habito Forma fruto  Color fruto
crecimiento
1 Defiant PHR F1 Hibrido Determinado Redondo Rojo
2 Mountain Merit F1 Hibrido Determinado Redondo Rojo
3 Plum Regal Hibrido Determinado Saladette Rojo
4 Iron Lady Hibrido Determinado Redondo Rojo
5 NCLCELBR1 Linea Determinado Redondo Rojo
6 NCLCELBR2 Linea Determinado Redondo Rojo
7 NC2CELBRa Linea Determinado Redondo Rojo
8 NC2CELBRb Linea Determinado Redondo Rojo
9 Matt’s Wild Cherry ~ Cultivar  Indeterminado Cherry Rojo
10 Mountain Magic Hibrido  Indeterminado Cherry Rojo
11 Wapsipinicon Peach ~ Cultivar  Indeterminado Redondo Amarillo
12 NC25Pa Linea Determinado Alargado Rojo
13 NC25Pb Linea Determinado Alargado Rojo
14 Lancelot Hibrido  Indeterminado Alargado Rojo

5.2 Extraccion de ADN

Se tom6 micelio de la superficie del medio de cultivo, el cual fue macerado con
micropistilo agregando 400 uL de buffer de extraccion (200 mM Tris-HCl; 250 mM NaCl;
25 mM EDTA; 0.5% SDS) en un tubo de 1.5 mL incubando los tubos a 65°C durante 1 h,

luego las muestras se dejaron a temperatura ambiente y se agregd 100 uL de acetato de

amonio (2.0 M) incubando en hielo por 10 min. Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm

durante 4 min y la fase liquida se transfiri a un nuevo tubo al cual se le agregd 300 uL de

isopropanol y nuevamente se centrifugé 13.000 rpm durante 3 min descartando la fase

liquida.

La pastilla de ADN generada se lavé con etanol al 70% y de nuevo se centrifugd a

13,000 rpm durante 2 min descartando una vez mas la fase liquida. Tras la evaporacion del
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etanol se resuspendio la pastilla de ADN en 50 uLL de TE (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA)
dejando reposar 1 h a temperatura ambiente. Finalmente fue almacenado a -20°C. La
integridad y cantidad del ADN obtenido fue medida mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1.0%.

5.3 Determinacion del tipo de apareamiento (A1l o A2) en los aislados de P. infestans
La determinacion del tipo de apareamiento se realizé de dos formas: por el método

molecular y por método de apareamiento in vitro de aislamientos vivos.

a) Determinacion del tipo de apareamiento por el método molecular

El ADN de los aislamientos y de los controles de P. infestans fue amplificado con el
uso de los cebadores S1A (5’-AGGATTTCAACAA-3’) y SIB (‘5-TGCTTCCTAAGG-3"),
los cuales amplificaron un fragmento de 1250 pb, perteneciente al locus S1, correspondiente
al tipo de apareamiento Al. El aislamiento de tipo A2 no produjo amplificacién alguna.
(Judelson, 1996; Péez et al., 2004). Todas las reacciones fueron amplificadas a 94°C por 30
s; 35 ciclos de 94°C por 30 s (desnaturalizacion), 45 C por 30 s (alineamiento), 72 C por 60

s (extension), en un termociclador PCJ Research.

b) Determinacion del tipo de apareamiento por el método de apareamiento in vitro de
aislamientos vivos

Cada cepa, de la cual se desconocia su tipo de apareamiento, fue confrontada con una
cepa Al y una cepa A2, sobre medio de cultivo sélido de arveja. Un fragmento de 5 mm de
didmetro de un cultivo de 3 semanas de la cepa desconocida de P. infestans fue colocado
sobre el medio de cultivo y separado aproximadamente 5 cm de un fragmento de 5 mm de
diametro de una cepa conocida (A1 o A2). Las cajas Petri conteniendo las cepas se incubaron
a 18°C por 14 dias en condiciones de oscuridad. Para la evaluacion de la formacién de
oosporas, se cortd una pequeiia porcion del cultivo de micelio que creci6 entre las dos cepas
y se colocé sobre un portaobjetos, se cubrid con un cubreobjetos, usando un microscopio se
observé la formacién de oosporas. Cepas que formaron oosporas al ser confrontadas con el
evaluador A1, fueron designadas como A2. Cepas que formaron oosporas al ser confrontadas

con A2, fueron designadas como Al.
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5.4 Caracterizacion genotipica por medio de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP) de los aislados de P. infestans

El marcador molecular AFLP fue utilizado debido a la alta capacidad en la
identificacion de regiones polimorficas en el estudio de diversidad genética de P. infestans
(Abu-El Samen, Secor, & Gudmestad, 2003; Mesa et al., 2008; Silva, Cotes, & Marin, 2010).
El analisis se realiz6 utilizando el Kit AFLP Andlisis System I de Invitrogen® (Zabeau &
Vos, 1993) y la metodologia empleada fue la siguiente: se utiliz6 ADN a una concentracion
de 25 ng/ul, el cual fue digerido con las enzimas de restriccion EcoR1/Msel y se incubé por
2ha37°C, después a 70°C por 15 min. La ligacion de los adaptadores se llevé a cabo usando
los reactivos del kit y se incubd durante 2 h a 20°C. Seguidamente se realizd una
preamplificacién usando la reaccion en cadena de la polimerasa, el programa empleado en el
termociclador fue el siguiente: 94°C por 30 s, 56°C por 60 s, 72°C por 60 s, por 20 ciclos.
Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2%. Se hizo una
amplificacion selectiva con los cebadores E-AAC + M-CTC del kit, los cuales produjeron
mayor polimorfismo.

Los productos de PCR se visualizaron en una gel de acrilamida al 5% para poder
observar las bandas amplificadas. La tincion del gel se realiz6 con nitrato de plata mediante
el siguiente procedimiento: inmersion en solucion fijadora de dcido acético glacial 10% v/v
durante 35 min, agua destilada durante 20 min, solucién de tincién (nitrato de plata 0.15%
p/v, formaldehido 0.15% v/v) por 40 min, agua destilada por 10 segundos, solucién de
revelado de 5 a 6 min segun la aparicion de las bandas (carbonato de sodio 6% p/v,
formaldehido 0.3% v/v, Tiosulfato de sodio 5 ppm), solucién fijadora para detener el proceso
durante aproximadamente 5 min, finalmente lavar en agua destilada. Se dej6 secar por 2 dias
y posteriormente se realizé la lectura del perfil de las bandas. Utilizando el programa MEGA
(Molecuar Evolutionary and Genetics Analysis, Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, &
Kumar, 2013) y NTSYS (Numerical Taxonomy System, Rolfh, 1997) se realiz6 el anélisis
filogenético de los aislado de P. infestans obtenidos en las diferentes regiones que contempld

este estudio.
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5.5 Analisis de datos moleculares

Se realiz6 un andlisis de cluster mediante la construccion de una matriz binaria basada
en la presencia (1) o ausencia (0) de cada banda en los 22 aislamientos evaluados. Esta
informacion se utiliz6 para calcular una matriz de similitud utilizando el indice de Dice
mediante el programa MEGA 6 y NTSYS y a partir de ésta se construyé un dendrograma
mediante el método unweighted pair group method with arithmetic mean
UPGMA (Sokal and Michiner, 1958) por sus siglas en inglés, utilizando los procedimientos

Cluster y Tree.

5.6 Generacion de indculo de cada genotipo P. infestans, para inoculacion de plantas

Con el objetivo de generar esporangios para inoculacion, se propicio el desarrollo del
patégeno en medio de cultivo de arveja sélido en cajas Petri de 90 mm de didametro durante
21 dias en completa oscuridad. Los esporangios fueron colectados agregando 5 ml de agua
estéril a cada caja Petri, y cuidadosamente se rasp6 sobre el medio con una espétula de vidrio,
la suspension de esporangios se colectd en un beacker estéril. La concentracion de esporangio
se ajusto a 5,000 esporangios por microlitro. La suspension de esporangio fue incubada por

dos horas a 4°C en condiciones de oscuridad para promover la liberaciéon de zoosporas.

5.7 Seleccion de genotipos de tomate para evaluacion de resistencia al tizon tardio

causado por genotipos de P. infestans

Se evaluaron siete cultivares comerciales que han demostrado tener resistencia al tizon
tardio causado por genotipos de P. Infestans presentes en Estados Unidos de América. Estos
materiales de tomate estan disponibles en el mercado del pais norteamericano, pero no se
disponen en Guatemala, por lo que se desconoce si poseen resistencia al tizon tardio causado
por los genotipos guatemaltecos de P. infestans. Los cultivares comerciales son los siguientes
Wapsipinicon, Matt’s Wild Cherry, Mountain Magic, Plum Regal, Mountain Merit, Defiant
y Iron Lady. Como control se utiliz6 la variedad comercial Lancelot disponible en

Guatemala, el cual es susceptible al tizon tardio.
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5.8 Ensayo para evaluacion de resistencia al tizon tardio causado por genotipos de P.
infestans

Los genotipos de tomate se evaluaron utilizando la técnica de cdmara himeda, en un
disefio experimental de bloques completamente al azar con 4 repeticiones (4 bloques),
siguiendo la metodologia propuesta por Seidl y colaboradores (2014). Cada repeticion
consistio de 5 cajas Petri de 90 mm de didmetro, conteniendo papel toalla humeda. En cada
caja Petri fueron colocadas un par de hojas de cada genotipo. El método de la cdmara humeda
evitd la dispersion de los diferentes genotipos del patdgeno en areas de produccion y
minimiz6 el contacto entre los dos tipos de apareamiento (Al y A2) que podrian haber
generado oosporas y recombinacion genética entre las cepas del patégeno colectado.

Las semillas de cada genotipo de tomate fueron sembradas en bandejas conteniendo
peatmoss como sustrato, las cuales fueron ubicadas en un invernadero libre de tizon tardio.
Tras 5 semanas se procedio a trasplantar 20 plantulas de cada genotipo hacia el invernadero
facilitado por la Facultad de Agronomia, Usac. Dos semanas después del trasplante se
colectaron hojas bien formadas de la parte media de la planta y para evitar sesgos, se
colectaron hojas del mismo tamafio. Las hojas se fueron colocadas en cajas Petri donde
fueron inoculadas, aplicando 10 p1 de suspension de esporas de P. infestans al centro del haz
de cada hoja. Como control susceptible se empled la variedad Lancelot, y como control
negativo se empled agua destilada. Después de la inoculacion, las cajas Petri fueron
colocadas en un incubador a 20°C, para el desarrollo de la enfermedad.

Siete dias después de la inoculacidn se procedio a hacer la evaluacion de la resistencia
de los genotipos de tomate, se procederd a medir las dimensiones de la lesion provocada por
el patégeno. Mediante el uso del estereoscopio se procedid a observar la presencia del
crecimiento superficial del patégeno (micelio, esporangios y esporangiéforos) asi como el
area de la lesion de cada hoja. Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis de varianza con
un nivel de significancia del 5% en base al disefio experimental descrito anteriormente,
empleando el programa InfoStat, seguido de una comparacion de medias mediante la prueba

de tukey con un nivel de significancia del 5% utilizando el mismo programa.

16



5.9 Generacion de hibridos

Se elabor6 un plan de cruzamientos convencional (polinizacidn) entre los genotipos
de tomate resistentes al tizon tardio, para ello fueron consideras las caracteristicas del fruto
(firmeza, tamafio, forma y color) y el rendimiento de las plantas que fueron establecidas en
el invernadero. Se colectaron polen de las plantas seleccionadas, el cual fue conservado a
2°C, hasta el dia de su uso. Para llevar a cabo el cruzamiento se requirié emascular las flores
con pétalos aun cerrados (antes de la antesis) y con lo ayuda de una pinza se removieron los
estambres, dejando libre el pistilo. Usando un pincel se colocaron granos de polen, del
genotipo que se utilizard como macho, en el pistilo de la planta que se utilizard como hembra.
Los cruzamientos fueron identificados indicando los parentales usados en el cruzamiento. El
fruto resultante de cada cruzamiento fue colectado al momento de haber alcanzado su punto
de madurez indicando el cruzamiento que les dio origen. Posteriormente, realizo la extraccion

de las semillas hibridas, las cuales fueron conservadas a 4°C.

5.10 Evaluacion de resistencia de los hibridos generados al tizon tardio
Siguiendo la metodologia propuesta anteriormente para la evaluacion de resistencia
de las lineas y cultivares de tomate, se procedio a hacer la evaluacion de resistencia de los

hibridos como se describe en la seccidon 5.8.

6 Resultados

6.1 Aislamiento de P. infestans provenientes de algunas zonas productoras de tomate

y papa en Guatemala.

Tras las colectas realizadas de tejido foliar afectado por P. infestans en las zonas
productoras de los cultivos de tomate y papa se obtuvieron 22 aislado del patégeno en
estudio. Los aislados son procedentes de las regiones de occidente, oriente, altiplano central
y norte del pais. En Tabla 2 se pueden observar los aislados obtenidos con el cddigo de
identificacion, de igual forma se puede observar el lugar de colecta y el cultivo a partir del

cual se obtuvo el tejido foliar afectado.
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Tabla 2 Lista de aislados de Phytophthora infestans obtenidos en diferentes regiones

productoras de tomate y papa de Guatemala

Aislado  Lugar de colecta  Cultivo Departamento Coordernadas
P1 Agua Blanca Tomate Jutiapa 14.50926 -89.63408
P2 Coban Tomate  Alta Verapaz 15238237  -90.252488
P3 Fuentes Georginas 1 ~ Papa  Quetzaltenango  14.758588  -91.483474
P4 Fuentes Georginas 2 Papa  Quetzaltenango  14.763701  -91.483037
P5 Fuentes Georginas 3~ Papa  Quetzaltenango  14.765284  -91.478927
P6 Ipala Tomate  Chiquimula 14.535491 -89.66710
P7 Jalapa 1 Tomate Jalapa 14537358  -89.903819
P8 Jalapa 2 Papa Jalapa 14550435  -90.100101
P9 Jalapa 3 Papa Jalapa 14536762  -90.158174
P10 Patzicia 1 Papa  Chimaltenango  14.640814  -90.940335
P11 Patzicia 2 Papa  Chimaltenango  14.645522  -90.942162
P12 Patzicia 3 Papa  Chimaltenango  14.659235  -90.945065
P13 Patzun 1 Papa  Chimaltenango 14.68858 -90.99823
P14 Patzun 2 Papa  Chimaltenango  14.703891  -91.012587
P15 Salama Tomate  Baja Verapaz 15077132 -90.282946
P16 Sanarate Tomate  El Progreso 14.81018 -90.213296
P17 San Juan Papa  Quetzaltenango 14.866048  -91.602249
Ostuncalco
P18 San Agustin Tomate  El Progreso 14.949777 -89.96101
Acasaguastlan
P19 San Marcos 1 Papa San Marcos 15.022028  -91.798506
P20 San Marcos 2 Papa San Marcos 15.069238  -91.835866
P21 Solola Papa Solola 14.841253  -91.170777
P22 Todos Santos Papa  Huehuetenango 15456613  -91.501255

Cuchumatan
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6.2 Determinacion del tipo de apareamiento (A1l o A2) en los aislados de P. infestans

6.2.1 Determinacion por el método molecular

A partir del ADN extraido de los 22 aislados de P. infestans y tras el desarrollo de la
PCR, se determiné la presencia de los dos tipos de apareamiento Al y A2. La Figura 1
muestra el resultado de la amplificacion con los cebadores especificos para el locus S1

correspondiente al tipo de apareamiento Al.

M P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22

1250 bp W
—

Figura 1 Electroforesis en gel de agarosa con los segmentos de ADN de Phytophthora
infestans amplificados con los cebadores Sla y S1b. Los aislados identificados en los pozos
del gel como P11, P12, P13, P14, P15, P16, P20, P21, P22 corresponden al tipo de
apareamiento A2. Los aislados identificados en los pozos del gel como P17, P19, P20
corresponden al tipo de apareamiento Al. M representa el marcador de peso molecular de
100 pb a 1500 pb.

A partir de la identificacion de las muestras que presentaron una reaccién positiva
para la amplificacion del locus S1, se clasificaron 5 aislados como pertenecientes al tipo de
apareamiento Al, mientras que los restantes 17 aislados correspondieron al tipo de
apareamiento A2. El detalle de la reaccion de amplificacion, asi como el tipo de apareamiento

de cada aislados puede observarse en la Tabla 3.
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Tabla 3 Determinacion del tipo de apareamiento de los aislados de Phytophthora infestans

a través de la amplificacion del locus S1.

Amplificaciéon Amplificaciéon
Tipo de Tipo de
Aislado locus S1 (1250 Aislado locus S1 (1250
apareamiento apareamiento
pb)* pb)*
Pl - A2 P12 - A2
P2 } A2 P13 , A2
P3 } A2 P14 , A2
P4 + Al P15 - A2
P5 - A2 P16 - A2
P6 - A2 P17 + Al
p7 + Al P18 + Al
P8 - A2 P19 + Al
P9 - A2 P20 - A2
P10 } A2 P21 , A2
P11 - A2 P22 - A2

Nota: *+ = reaccion positiva, - = reaccioén negativa. P1, P2, P3 etc hace referencia a los aislados descrito en la

tabla 2.

6.2.2 Determinacion por método de apareamieto in vitro de aislamientos vivos

La prueba de apareamiento in vitro a partir de las cepas control Al, A2 y los aislados
permitieron identificar aislados con tipo de apareamiento Al y A2. Del total de 22 aislados
analizados se determin6 que 4 de ellos pertenecen al tipo A1, mientras el resto corresponden
al tipo A2. Los resultados de la prueba de apareamiento in vitro, asi como la clasificacion de

los aislados, seguin fueron Al o A2, se presentan detalladamente en la Tabla 4.
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Tabla 4 Resumen de prueba de apareamiento in vitro con cepas control Al y A2 para la
determinacion del tipo de apareamiento de los aislados de Phytophthora infestans.

Aislados Formaciéon Tipo de Aislados Formaciéon Tipo de
confrontados de apareamiento confrontados de apareamiento
oosporas® oosporas®

P1*A1l + P12*A1 +

A2 A2
P1*A2 - P12*A2 -
P2*Al + P13*A1 +

A2 A2
P2*A2 - P13*A2 -
P3*Al + P14*A1 +

A2 A2
P3*A2 - P14*A2 -
P4*Al + P15*A1 +

Al A2
P4*A2 - P15*A2 -
P5*Al + P16*A1 +

A2 A2
P5*A2 - P16*A2 -
P6*A1 + P17*A1 -

A2 Al
P6*A2 - P17*A2 +
P7*A1l - P18*A1 -

Al Al
P7*A2 + P18*A2 +
P8*A1 - P19*A1 -

A2 Al
P8*A2 + P19*A2 +
P9*Al - P20*A1 +

A2 A2
P9*A2 + P20*A2 -
P10*A1 + P21*A1 +

A2 A2
P10*A2 - P21*A2 -
P11*A1 + P22*A1 +

A2 A2
P11*A2 - P22*A2 -

Nota: *+ = reaccion positiva, - = reaccioén negativa. P1, P2, P3 etc hace referencia a los aislados descrito en la

tabla 2.
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6.3 Caracterizacion genotipica por medio de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP) de los aislados de P. infestans
Con el par de cebadores utilizados se obtuvo un total de 26 bandas, de las cuales el
88% fueron polimorficas. El dendrograma que se muestra en la dividid los aislamientos en
tres grupos principales. El primero de ellos incluy6 4 aislados con un nivel de similitud de
0.54 lo que indica un alto grado de variacion. El segundo grupo incluy6 13 aislados con un
nivel de similitud de 0.66 y finalmente el tercer grupo incluyd 5 aislados con un nivel de

similitud entre ellos de 0.77.

Diversidad genética P. infestans
Proyecto Digi 4.09

Agua Blanca

Sn Agus

Georgi 2

SnJnOs

Coban
Salama

Georgi 1
Grupo 2 % Patz 1

Sn Mc 2
Georgi 3
Tds Sns

Patzi 2
4’7’7 Patzi 3
Solola
’7 Patzin 1
Patzin 2
SnMc1

Ipala

liJal 1
|

———————Sanarate

Jal 3
Jal 2

Grupo 1

Grupo 3

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
0.49 0.62 0.75 0.87 1.00
Coeficiente de similitud

Figura 2 Dendrograma (UPGMA) generado a partir de 22 aislamiento de Phytophthora
infestans colectados en Guatemala, en 2017, mediante el marcador molecular AFLP.

En los resultados se observa que los aislados del patogenos fueron agrupados siguiendo
un patrén en base a su lugar de procedencia, de manera que, como puede observarse en el
grupo 1, los aislados provenientes de la region oriental del pais, Agua blanca (P1) y San
Agustin Acasaguastlan (P18), quedaron en un mismo grupo (subgrupo 1A). Dentro de este

grupo también quedaron incluidos los aislados provenientes de algunos municipios de Zunil
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(P4) y San Juan Ostuncalco (P17) (subgrupo 1B). El subgrupo 1A incluyd los aislados a partir
de tomate, mientras que el subgrupo 1B incluy6 los aislados provenientes del cultivo de papa.
El grado de similitud dentro del grupo I (0.54).

Los aislados incluidos dentro del grupo 2 también pueden ser divididos en 2 subgrupos.
El subgrupo 2A incluye los aislados provenientes de los municipios de Coban (P2) y Salama
(P15) los cuales corresponden al cultivo de tomate. Este subgrupo también incluye los
aislados provenientes de los municipios de Zunil (P3), Patzcia (P10) y San Marcos (P20); de
donde se obtuvieron muestras de cultivo de papa. El grado de similitud dentro de este
subgrupo alcanza un valor de 0.70 El subgrupo 2B incluyd los aislados de las muestras del
cultivo de papa procedentes de la region del altiplano central y region occidente del pais
incluyendo los municipios de Zunil (P5), Todos Santos Cuchumatan (P22), Patzicia (P11) y
(P12), Solola (P21), Patzin (P13) y (P14) y San Marcos (P19). El grado de similitud dentro
de subgrupo 2B fue de 0.74.

El grupo 3 incluye 5 aislados los cuales son divididos en 2 subgrupos. El grupo 3A
incluye unicamente al aislado proveniente de Ipala (P6) y muestra un coeficiente de similitud
de 0.64 respecto al subgrupo 3B que incluye los aislados obtenidos de los municipios de

Jalapa (P7) (P8) y (P9) y Sanarate (P16) los cuales muestran un nivel de similitud de 0.74.

6.4 Evaluacion de resistencia genética de diferentes materiales de tomate

Se realiz6 la prueba de inoculacion sobre 14 materiales de tomate, de los cuales seis
fueron lineas puras, siete hibridos comercializados como resistentes y un material como
testigo susceptible. Todos los materiales fueron inoculados a partir del patégeno colectado
en Todos Santos Cuchumatén (P22), Agua Blanca (P1) y Sanarate (P16), por ser cada uno de
ellos representativo de cada grupo filogenético generados a partir de la caracterizacion
molecular (Figura 1). El material Lancelot, utilizado como testigo, fue susceptible a la
inoculacion de los 3 aislados, siendo el patégeno colectado del municipio de Todos Santos
Cuchumatan (P22) quien mayor dafio foliar causo, seguido del aislado proveniente del
municipio de Agua Blanca (P1) y finalmente el aislado que provino del municipio de
Sanarate (P16). La linea pura NC25Pa fue afectada por los 3 aislados, mientras la linea

NC25Pb se vio afectada inicamente por la inoculacion con el aislados de Todos Santos (P22).
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El resto de lineas mostrd resistencia completa a la inoculacién con los 3 aislados de P.

infestans como se observa en la figura 3.

El hibrido comercial Plum regal fue sensible a la inoculacién de los 3 aislados, siendo
el aislado de Todos Santos Cuchumatdn (P22) quien mayor dafio foliar ocasiond. Un
comportamiento similar se observé con el hibrido Mountain Merit F1. El hibrido Iron Lady
mostrd una resistencia completa a la inoculacién con los 3 aislados. El resto de hibridos, si

bien no mostraron una resistencia completa, el drea foliar afecta es muy cercana a 0 mm?2.

Tras realizar el analisis de varianza se observo que existia diferencia estadisticamente
significativa en la resistencia de los materiales de tomate hacia la inoculacién con cada uno
de los aislados de P. infestas, por lo cual se realizé una prueba de medias que se muestra en
la Figura 4. El testigo fue categorizado como un grupo unico, confirmando su alta
susceptibilidad a los aislados de P. infestas. En cuanto a las lineas puras, todas fueron
ubicadas dentro del mismo grupo de tukey, debido a que estadisticamente todas son
resistentes, a excepcion de la linea NC25Pa, la cual fue ubicada en un grupo distinto. Los
hibridos fueron ubicados en el grupo de materiales resistente junto con las lineas puras, a
excepcion de los hibridos Mountain Merit y Plum regal, los cuales fueron ubicados en grupos

distintos.
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Figura 3. Area foliar afectada de cada material de tomate inoculado con 3 aislados de Phytophthora infestans. Se presenta cada material
de tomate inoculado con cada uno de los aislados de Phytophthora infestans. Las columnas muestran el drea afectada en cada una de las

lecturas, a través de cada serie presente, siendo la parte mas alta de la misma, el valor total de drea foliar afectada al final de la prueba

de inoculacién.
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Figura 4 Media de area foliar total de lesion de tizon tardio, inoculados con tres aislados de P. infestans colectados en Guatemala en
2017. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, segtin la prueba de Tukey (p > 0.05)
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En cuanto a los 3 aislados de P. infestans utilizados para realizar las inoculaciones, el analisis
de varianza y la posterior prueba de medias demostrd que el aislado proveniente del
municipio de Todos Santos Cuchumatdn fue el que mayor efecto negativo, en area foliar
dafiada, causé a los materiales de tomate donde, tras la inoculacién, pudo sobrepasar la
resistencia genética. Los aislados de Agua Blanca y Sanarate mostraron ser menos agresivos

y fueron categorizados dentro del mismo grupo de tukey, como se observa en la figura 5.

19.724

18.154

16.57 4

Area en mm2

15.004

B

13.43

Todos Santos Agua Blanca Sanarate

Aislado

Figura 5 Media de érea foliar infectada en 14 materiales de tomate, producida por cada uno
de los tres aislados utilizados en la prueba de resistencia genética. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

6.5 Generacion de hibridos de tomate

A partir de resultados obtenidos en la prueba de inoculacion, asi como la identificacion
de las caracteristicas agrondémicas de interés mencionadas en la metodologia, se
seleccionaron las lineas NCLCELBR2, NC2CELBRa, NC25Pa y NC25Pb para llevar a cabo

los cruzamientos como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5 Hibridos generados a partir de lineas puras, con caracteristicas agronomicas
deseables y resistencia genética a Phytophthora infestans

Linea 1 Linea 2 Hibrido resultante
NCLCELBR2 NC25Pa Hibrido 1
NCLCELBR2 NC25Pb Hibrido 2
NC2CELBRa NC25Pa Hibrido 3
NC2CELBRa NC25Pb Hibrido 4
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La prueba de inoculacion para evaluar la resistencia genética de los hibridos tuvo
resultados satisfactorios. Como dato en comun, ningtin hibrido mostré lesion foliar durante
la primera toma de datos a los 2 dias. Todos los hibridos fueron afectados al menos por uno
de los aislados, pero ninguno fue afectado por mas de dos aislados de P. infestans. Al igual
que en la prueba de resistencia anterior, fue el aislado proveniente de Todos Santos el que
caus6 mayor dafio, aunque los valores de drea afectada son muy cercanos a 0. El
comportamiento de los hibridos ante la inoculacién de cada uno de los 3 aislados de P.
infestans utilizados se observa en la Figura 6.

El andlisis de varianza demostrd que existia diferencia estadisticamente significativa
en la resistencia de los hibridos de tomate hacia la prueba de inoculacién con cada uno de los
aislados de P. infestas, por lo cual se realiz6 una prueba de medias que se muestra en Figura
7. Los hibridos 2 y 4 fueron categorizados como los mds resistentes de los 4 evaluados,
mientras que el hibrido 1 puede ser considerado en el mismo grupo, o bien ubicarse en el

segundo grupo donde se encuentra el hibrido 3, el cual fue el mayormente afectado.
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TDS = Aislado de Todos Santos. AB = Agua Blanca. SAN = Sanarate

Figura 6 Area foliar infectada de cada hibrido de tomate inoculado con 3 aislados de
Phytophthora infestans. Se presenta cada hibrido de tomate inoculado con cada uno de los
aislados de Phytophthora infestans. L.as columnas muestran el drea afectada en cada una de
las lecturas, a través de cada serie presente, siendo la parte mds alta de la misma, el valor
total de area foliar afectada al final de la prueba de inoculacion.
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Figura 7 Media de area foliar infectada en 4 hibridos de tomate inoculados con 3 aislados de
Phytophthora infestans colectados en Guatemala, 2017. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 8 Media del area foliar infectada en 4 hibridos de tomate, producida por cada uno de
los tres aislados utilizados en la prueba de resistencia genética. Medias con una letra comiin
no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En cuanto a los 3 aislados de P. infestans utilizados para realizar las inoculaciones, el
analisis de varianza y la posterior prueba de medias demostré que el aislado proveniente del
municipio de Todos Santos Cuchumatédn (P22), al igual que en la prueba anterior, causoé el
mayor dafio foliar; mientras que los aislados de Agua Blanca (P1) y Sanarate (P16) mostraron
ser menos agresivos y fueron categorizados dentro del mismo grupo de tukey, como se

observa en la Figura 8

29



6.6 Matriz de resultados

Tabla 6 Matriz de resultados del proyecto: Mejoramiento genético de tomate para resistencia

al tizon tardio causado por genotipos de Phytophthora infestans colectados en Guatemala.

Objetivos especificos

Resultado esperado

Resultados obtenidos

Colectar y aislar diferentes

genotipos de Phytophthora

infestans  procedentes de
diferentes zonas de
Guatemala.

Caracterizar genotipicamente
los aislados de Phytophthora
infestans  colectados  en
Guatemala durante el afio
2017

Evaluar y seleccionar
genotipos de tomate con
resistencia genética al tizén

tardio causado por genotipos

de Phytophthora
infestans colectados en
Guatemala

Realizar cruzamientos para
generar hibridos entre las
lineas de tomate que
presenten resistencia al tizén
tardio y buenas
caracteristicas agronomicas y
evaluar su resistencia

genética

Colecta de al menos 60 cepas
de P. infestans y al menos 2
genotipos diferentes
presentes en  Guatemala
durante el afio 2017

Dendograma con grupos de

P. infestans genéticamente

emparentados, generado a
partir de las  bandas
analizadas en el gel de
poliacrilamida.

Al menos, un cultivar y una
linea mejorada que presenten
resistencia a la enfermedad

del tizén tardio.

Generaciéon de al menos 4

hibridos con resistencia

genética al tizén tardio

Colecta de 65 cepas de P.
infestans de las cuales se
pudieron aislar en cultivo
puro Unicamente 22 de éstas.
Dendograma (UPGMA)
generado a partir de 22

aislamiento de P. infestans

mediante el marcador
molecular AFLP
5  hibridos y 5 lineas

mostraron alta resistencia a

los aislados de P. infestans.

4 hibridos generados con alta
resistencia a los aislados P.
infestans, ademds de poseer
algunas caracteristicas

agrondmicas deseables.
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6.7 Impacto esperado

Tabla 7 Impacto esperado del proyecto: Mejoramiento genético de tomate para resistencia

al tizon tardio causado por genotipos de Phytophthora infestans colectados en Guatemala.

Impacto esperado

Beneficiario potencial

Indicador verificable

Generar informacion de la
diversidad genética,
presencia de los tipos de
apareamiento de P.
infestans, asi como de la
resistencia de lineas puras e
hibridos  comerciales a

diferentes  aislados  del

patogeno en estudio.

Productores nacionales de

tomate

Se cuenta con un

dendograma, generado a

partir del uso del marcador

molecular AFLP, que

muestra la diversidad

genética del patogeno. La

formaciéon de  oosporas

evidencia la presencia de

ambos tipos de

apareamiento. Las pruebas
de inoculacion en las cuales
no hubo dano foliar
demuestran la resistencia
de

genética algunos

materiales de tomate.
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7  Analisis y discusion de resultados

7.1 Aislamiento de P. infestans provenientes de algunas zonas productoras de tomate

y papa en Guatemala
Durante las comisiones realizadas en busca de plantas de tomate y papa afectadas por P.
infestans fueron colectadas 65 muestras, sin embargo no se logré obtener aislados puros de
todas ellas. En muchos de los casos, se presume que el tejido foliar colectado habia sido
previamente asperjado con fungicidas, debido a que al realizar el proceso de aislamiento el
hongo no presentaba ningtin indicio de crecimiento. Esta situacion fue reincidente en muchas
de las plantaciones visitadas, debido a que, un gran nimero de productores hacen un uso
desmedido de fungicidas y esto complica la obtencion de tejido foliar no asperjado, ya que
el productor, al notar el menor indicio de presencia del patogeno, realiza aplicaciones a
intervalos cortos, asi como dosis superiores a las recomendadas.

En algunas ocasiones fue posible obtener tejido foliar dafiado por P. infestans en el
cual se pudo observar que el hongo presentaba crecimiento micelial, pero esto tampoco
representd una garantia para poder lograr el aislamiento del patégeno. Esto pudo ser debido
al medio de cultivo empleado, ya que debido a la alta diversidad genética que presenta el
patogeno en las zonas de estudio, demostrada a través de la caracterizacion molecular, no
todas las muestras de P. infestans colectadas en diversas zonas son aptas para crecer en el
mismo medio de cultivo. Dada esta situacion es recomendable realizar evaluaciones futuras
que determinen los medios de cultivo mds aptos para logar el desarrollo in vitro de P.
infestans a partir de la zona donde sea colectado, como se presenta en el trabajo de Soto y

colaboradores (2017).

7.2 Determinacion del tipo de apareamiento (A1 o A2) en los aislados de P. infestans
por apareamiento in vitro y método molecular

El desarrollo de oosporas, identificadas en la zona de interfase de contacto de ambos aislados,

durante el apareamiento in vitro, evidencia la existencia de ambos tipos de apareamiento Al

y A2, debido a que este tipo de estructuras son propias de una forma de reproduccién sexual.

La ausencia de este tipo de estructuras concuerda con la condicién heterotélica de este

patogeno, pues cuando la cepa de control, de tipo de apareamiento previamente conocido, se
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enfrentd a un aislado con tipo de apareamiento idéntico, no fue capaz el desarrollo de una
estructura sexual, por lo cual en estos casos la reproduccion es por via clonal, como menciona
Griinwald y colaboradores (2001).

La amplificacion de una region del locus S1, visualizada a través de la electroforesis
que se muestra en la Figura 1, fue de utilidad para la identificacion del tipo de apareamiento
A1, mientras la ausencia de amplificacion denot6 el tipo de aparemiento A2 segun Judelson
y colaboradores (1996) lo que corrobora la presencia de ambos tipos de apareamiento en
Guatemala. La presencia de ambos tipos de aparemiento, hasta principios de la década de los
1980, habia sido considerada tnicamente para la region del Valle de Toloca en México,
suponiendo su ausencia fuera de dicho pais (Goodwin et al., 1994) sin embargo, a partir de
1981 Fry y Goodwin (1997) documentan la dispersion del patdgeno hacia diferentes paises
de América del sur, Europa, Medio Oriente y Asia; sin embargo Koh y colaboradores (1994)
describe la presencia del tipo de apareamiento A2 en Japon desde 1937 y sugiere que la
presencia de dicho tipo de apareamiento pudo ser debido a una autoreversion del tipo Al
hacia la forma A2, inducida por envejecimiento, exposicion a fungicidas u otros tipos de
condiciones de estrés para el patdgeno, abriendo la posibilidad para que exista reproduccion
sexual al encontrarse ambos tipos de apareamiento.

En Ecuador, Ordéfiez y colaboradores (2000) han identificado ambos tipos de
apareamiento, lo cual se corrobora con el trabajo de Adier y colaboradores (2004) quienes
mencionan que en este pais la diversidad genética es mayor que en el resto de paises Andinos;
por otra parte, en Peru el estudio de Pérez y colaboradores (2001) reportan la presencia de
genotipos no registrados anteriormente en Ecuador, Colombia ni Venezuela. Por su parte, los
estudios de monitoreo realizados en Colombia han mostrado la existencia tnicamente del
tipo de apareamiento Al (Ledén, 2004; Marin & Mirra, 1998; Mazo & Patifio, 1995) sin
embargo, un estudio de caracterizacion de aislados de P. infestans provenientes de diferentes
hospederos y regiones de Colombia, mostré la existencia de una gran variacién genética,
situacion que no puede ser explicada por un tipo de reproduccion clonal, lo cual supone que
ambos tipos de apareamiento pueden estar ya dentro de territorio colombiano (Amaya &
Raigosa, 2006).

En cuanto a la distribucién de ambos tipos de apareamiento Forbes y colaboradores

(1998) mencionan que los aislados de tipo Al habia duplicado al tipo A2 en Ruanda,
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Holanda, Polonia y México; pero estudios posteriores demostraron una reduccion del tipo
Al frente al tipo A2. El estudio realizado desde 2003 en Francia demostré un incremento del
tipo de apareamiento A2, el cual habia superado el 76% hacia finales del 2007 (Corbicere,
Montarry, Glais, Viard, & Andrivon, 2008), mientras que Cooke y colaboradores (2008)
mencionan que en Gran Bretafia esta distribucién pas6 de un 10% en 2004 a valores por
encima del 70% hacia 2006. Goodwin y colaboradores (1998) propone que el incremento en
la severidad de la enfermedad coincide con cambios genéticos en la poblacion de P. infestans
los cuales a su vez estan asociados a la aparicion del tipo de apareamiento A2 como menciona
Reis, Smart, Fry, Maffia y Mizubuti (2003), ademas Calderon, Castro, Gilchrist, Marquez y
Jaramillo (2002) agregan que el incremento de la frecuencia del tipo A2 puede estar
influenciado por una mayor tolerancia a fungicidas como el Metalaxyl y una mejor
adaptacion a factores ambientales que pueden ser causantes de estrés. La cercania con
Meéxico puede ser un factor muy importante por el cual el tipo de apareamiento A2 se
encuentra presente en Guatemala generando una alta diversidad genética a causa de una
reproduccion sexual. La alta proporcidn, a favor del tipo de aparemiento A2, coincide con la
situacion expuesta por varios autores a través de estudios en diferentes regiones del mundo

(Corbicre et al., 2008; Forbes et, 1998; Goodwin et al., 1998).

7.3 Caracterizacion genotipica por medio de polimorfismo en la longitud de los

fragmentos amplificados (AFLP) de los aislados de P. infestans

El estudio de diversidad genética de P. infestans, a través del marcador molecular
AFLP, con aislados provenientes de diferentes zonas productoras de papa y tomate para
Guatemala, ha demostrado que en las zonas de estudio existe un alto grado de diversidad del
patogeno. Esto puede asumirse debido a que el grado de similitud genética a través del indice
de Dice mediante el método de UPGMA fue del 0.49. Al comparar dicho valor con el
obtenido en el estudio de variabilidad genética de este patégeno en regiones del suroeste de
Colombia (Mesa, Mideros, Jaramillo, Lagos, Pineda, & Montoya, 2008) el cual mostré un
nivel de similitud alrededor del 0.86, indicando una mayor homogeneidad de la poblacién,
se logra apreciar la alta variabilidad presente en el Guatemala. Situacion similar presentan
Silva, Jaramillo y Marin, (2008) en su estudio de variabilidad genética de dicho patégeno,

afirmando nuevamente el alto grado de variabilidad presente en el territorio guatemalteco.
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Raigosa, Amaya, Jaramillo, Lagos y Marin (2009), obtuvieron resultados coincidentes en
cuanto a la alta similitud de sus aislados (0.83).

En Costa Rica se han llegado a encontrar valores de diferenciacion genética de 0.22
concluyendo que el flujo de genes entre poblaciones no ha sido una fuente de diversidad
genética (Pdez et al., 2004). El valor de diferenciacion entre las poblaciones costarricenses
se encuentra por debajo al encontrado en el presente estudio, al igual que los valores
encontrados en otros estudios realizados en la region de Sur América como Ecuador, aunque
en dicho pafs si se ha reportado la presencia de ambos tipos de apareamiento (Ordofiez et al.,
2000).

Dentro del subgrupo 1A los aislados incluidos responden a un lugar de procedencia
cercano, asi como a la misma planta hospedera, que para este caso correspondio al cultivo de
tomate. Esto supone que los aislados ubicados en Agua Blanca (P1) y San Agustin
Acasaguastlan (P18) han migrado en ambas vias, compartiendo de esta manera parte de su
material genético. Por otra parte, los aislados ubicados en el subgrupo 1B proceden entre
ellos de una zona geografica poco distante, razén por la cual se encuentran cercanas en cuanto
a valores de distancia genética, sin embargo el grado de diversidad entre ambos subgrupos
evidencia que si existe una diferencia genética considerable entre ambos subgrupos (0.52)

La distribucion obtenida para el caso del subgrupo 2A coloca a los aislados
provenientes de la regién norte agrupados entre si, siendo el caso de Coban (P2) y Salama
P15), ambas zonas productoras de tomate y considerablemente cercanas entre si, sin
embargo, también puede observarse la presencia de aislados provenientes de los municipios
de Zunil (P3), Patzicia (P10) y San Marcos (P20); aunque estos ultimos disminuyen
considerablemente su similitud con los aislados provenientes de Salama (P15) y Cobén (P2).
En el subgrupo 2B aparecen los aislados con procedencia de las zonas del altiplano central y
zona occidental. Al indagar dentro de cada subgrupo puede observarse que la diversidad de
P. infestans esté ligada a la planta hospedera, siendo el caso de papa y tomate, asi como el
lugar de procedencia; pues el dendograma muestra que la similitud entre los aislados del
subgrupo 2B es mayor a medida que su ubicacion geografica es mas cercana. La relacion
entre la similitud genética y los factores de tipo de plantas hospederas también fue hallada
por Raigosa y colaboradores (2009), mediante la aplicacion del marcador molecular RAPD

en aislados de P. infestans.
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En cuanto a la diversidad obtenida dentro del grupo 3 puede observarse nuevamente
que existe relacion entre el lugar de colecta y el tipo de cultivo hospedero, aunque el grado
de similitud entre los aislados ubicados en este grupo es menor que la observada en el grupo
2. El aislado correspondiente a la zona de Sanarate (P16) muestra un nivel de similitud de
0.92 respecto al aislado obtenido de la region de Jalapa, ambas zonas productoras de tomate.
Una situacion similar se presenta para los otros 2 aislados de la region de Jalapa (P7) y (P8)
ya que muestran un alto nivel de similitud genética, lo cual responde a su cercania geografica
y al mismo tipo de cultivo.

Burdon y Silk (1997) establecen que la diversidad genética en la poblacion de P.
infestans puede estar dada por ( a) el flujo de genes (b) la recombinacién sexual o asexual y
(c) por mutaciones. En el presente estudio, la alta diversidad genética es atribuida a la
presencia de los dos tipos de apareamiento, lo cual se traduce en una reproduccion sexual del
patégeno incrementando de esta manera su variabilidad genética. La presencia de ambos
tipos de apareamiento en Guatemala es respaldada por estudios previos realizados en la
region mexicana (Gallegly & Galindo, 1958; Goodwin et al., 1992; Niederhauser et al., 1954;
Tooley et al., 1985) lo cual incrementa la variabilidad genética de la poblacion (Sujkowski,
Goodwin, Dyer, & Fry, 1994; Van den Bosch et al., 2011). Esto, sumado a que el pais es
considerado como megadiverso, asegura que ambos tipos de apareamiento estén presentes.
El uso indiscriminado de fungicidas, los cuales provocan resistencia y mutaciones en el

patoégeno, también incrementan la variabilidad genética de este hongo en el pais.

7.4 Evaluacion de resistencia genética de diferentes materiales de tomate

La prueba de resistencia permitié categorizar a aquellos materiales que mostraron
resistencia a los aislados que fueron empleados para realizar las inoculaciones. La resistencia
mostrada por los materiales estd directamente relacionada con el tipo de gen Ph que posea,
asi como el tipo de aislado de P. infestans que sea empleado para realizar la inoculacion. Los
resultados obtenidos corroboran la informacién de Tuttle (2015) quien hace una relacién con
la resistencia genética de materiales comerciales de tomate, con el tipo de genes Ph y los
genotipos de P. infestans utilizados. El hibrido Plum Reagal posee tinicamente el gen de
resistencia Ph 3 (Seidl et al., 2014; Tuttle, 2015) siendo el material que mostré6 mayor

susceptibilidad, aunque en una escala moderada en comparacion al testigo.
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El resto de materiales comerciales evaluados mostraron ser altamente resistentes, esto
debido a la presencia no solo del gen Ph 3 sino el Ph2 en el caso del hibrido Iron Lady,
Defiant PHR y Moutain Merit (Tuttle, 2015). El patrén de susceptibilidad moderada
mostrado por la linea NC25Pa es similar al hibrido Plum Regal, esto es debido a que dicha
linea corresponde a uno de sus dos parentales de origen. Para el caso de los materiales
Wapsipinicon y Matt's Wild Cherry no se conoce con cuales de genes Ph cuenta (Seidl et al.,
2014; Tuttle, 2015) pero el anélisis de medias ubic6 a ambos en el grupo de mayor resistencia
genética, lo que hace suponer que posee al menos los genes Ph 2 y Ph 3 ya que su resistencia
es similar a la de los materiales Defiant PHR y Iron Lady. Para todos los casos de inoculacion,
el aislado proveniente de Todos Santos Cuchumatan (P22) demostré ser el mas agresivo,
corroborando la informacién de Cooke y colaboradores, (2009) quien menciona al tipo de
apareamiento A2 como el de mayor agresividad, tal y como se comport6 dicho aislado. El
avance de la enfermedad, en aquellos materiales que sufrieron dafio foliar, mostré una
primera etapa de colonizacion en la que el avance de la enfermedad fue moderado, sin
embargo a partir de este punto el avance fue mayor a medida que los dias de lectura se

espaciaban mas.

7.5 Generacion de hibridos de tomate

Los hibridos fueron generados a partir d¢ NCLCELBR?2 y NC2CELBRa por la alta
resistencia genética; mientras las lineas NC25Pa y NC25Pb fueron seleccionadas por las
caracteristicas agrondmicas de forma, color y habito de crecimiento descritas en la Tabla /.
La prueba de inoculaciéon ayudé a poder hacer una discriminacion de los hibridos en base a
la resistencia genética, colocando a los hibridos en dos grupos, aunque en términos netos, el
area afectada en el hibrido 3 es despreciable a pesar de estar categorizado como el de mayor
susceptibilidad por la prueba de Tukey. Es evidente que los parentales NCLCELBR?2 vy
NC2CELBRa aportan una alta resistencia a los hibridos. En cuanto al comportamiento frente
a los diferentes aislados de P. infestans, nuevamente fue el aislados proveniente de Todos

Santos Cuchumatan (P22) el de mayor agresividad por las razones expuestas anteriormente.
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1.

8 Conclusiones

Se logré obtener 22 aislados de Phytophthora infestans a partir de muestras de tejido
foliar de los cultivos de tomate y papa colectado en las regiones del altiplano central,

occidente, norte y oriente del pais.

El andlisis de los aislados de Phytophothora infestans mediante el marcador
molecular AFLP, mostré una alta diversidad genética del patdgeno, el cual fue
categorizado, a través del dendograma UPGMA, en 3 grupos principales. Asi mismo,
mediante la amplificacion de una region de 1250 pb en el locus S1 se determiné que
5 aislados pertenecen al tipo de apareamiento A1, mientras los restantes 17 pertenecen
al tipo A2. Mediante la prueba de apareamiento in vitro estos resultados fueron

corroborados existiendo total coincidencia entre ambos métodos.

De los 14 materiales de tomate evaluados para la determinacidén de resistencia
genética a los aislados de Phytophotora infestans colectados en Todos Santos
Cuchumatdn, Agua Blanca y Sanarate; el hibrido Lancelot mostré completa
susceptibilidad ante la inoculacion con los aislados, mientras que la linea pura
NC25Pa también fue afectada por los 3 aislados, pero en menor severidad, como lo
demostr6 la prueba de Tukey. Las lineas restantes fueron categorizadas como
resistentes a través de la misma prueba. A excepcion de los hibridos Mountain Merit
F1 y Plum Regal, los cuales fueron moderadamente susceptibles, los restantes
materiales fueron incluidos dentro del grupo de materiales resistentes junto con las
lineas puras. En orden de agresividad, es el aislados colectado en Todos Santos
Cuchumatan el que causé el mayor dafio foliar en los materiales que mostraron
susceptibilidad, seguido por los aislados provenientes de Agua Blanca y Sanarate, los

cuales fueron categorizados dentro de un grupo de Tukey distinto.
A partir de los cruces realizados se desarrollaron 4 hibridos, los cuales mostraron

resistencia genética tras la inoculacién con los aislados de Phytophthora infestans

utilizados en la evaluacion de las lineas puras e hibridos comerciales. A pesar de
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cumplir con las expectativas de resistencia genética, aiin es necesario seguir con el
trabajo de mejoramiento para lograr cumplir con las caracteristicas agrondmicas
demandadas como forma, color, consistencia, produccidn y resistencia genética a

otros patdgenos y plagas.
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10 Apéndices

Apéndice 1: Andlisis de varianza factorial realizado a los materiales de tomate y

aislados de Phytophothora infestans

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV

Area 1680.98 0.98 24.27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl M F p-valor
Modelo. 129514.31 15 8634.29 589.05 <0.0001
Material 128655.46 13 9896.57 675.17 <0.0001
Aislado 858.85 2 42943 29.30 <0.0001
Error 2228.00 152 14.66
Total 131742.31 167

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.25478

Error: 14.6579 gl: 152

Material Medias n E.E.
Iron Lady 0.00 12 I.11 A
NCLCELBR2 0.00 12 I.11 A
NC2CELBRb 0.00 12 I.11 A
NCLCELBRI1 0.00 12 I.11 A
NC2CELBRa 0.11 12 I.11 A
Wapsipinicon Peach ~ 0.43 12 I.11 A
Defiant 0.89 12 I.11 A
Matt’s Wild Cherry 1.11 12 I.11 A
Mountain Magic 1.22 12 I.11 A
NC25Pb 4.00 12 I.11 A
Mountain Merit 28.67 12 111 B
NC25Pa 40.08 12 1.11 C
Plum Regal 46.35 12 1.11 D
Retana 98.03 12 1.11 E

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.69827

Error: 14.6579 gl: 152

Aislado Medias n E.E.
TDS 18.92 56 051 A
AB 14.70 56 051 B
SAN 13.71 56 051 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

46



Apéndice 2: Analisis de varianza factorial realizado a los hibridos de tomate y aislados
de Phytophothora infestans
Analisis de la varianza

,Variable N R2 R2A] CV
Area afectada 48 0.84 0.80 2342

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 7845 5 15.69 1496 <0.0001
Material 20.83 3 6.94 36.62 0.0001
Aislado 57.62 2 28.81 2747 <0.0001
Error 4405 42 1.05

Total 122.50 47

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.11842
Error: 1.0489 gl: 42

Material Mediasn E.E.

Hibrido2 0.30120.30 A

Hibrido4 0.53120.30 A

Hibrido1 1.1712030A B
Hibrido3 2.00120.30 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.87970
Error: 1.0489 gl: 42

Aislado Medias n E.E.
Todos Santos 2.53 16 026 A
Agua Blanca 048 16 026 B
Sanarate 0.00 16 026 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Apéndice 3: Fotografias del desarrollo in vitro de Phytophthora infestans, preparaciéon

de solucion para inoculacion y proceso de electroforesis para determinacion del tipo de

apareamiento.
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Apéndice 4: Fotografias de la evaluacion de resistencia genética con inoculacion de

aislados de Phytophothora infestans.
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Apéndice 5: Fotografias de la evaluacion del método de apareamiento in vitro de

Phytophothora infestans.
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11 Actividades de gestion, vinculacion y divulgacion

Se contdé con el apoyo de productores de papa en los departamentos de
Quetzaltenango (Asociacion de productores de papa de San Juan Ostuncalco), y en el
departamento de Huehuetenango (Cooperativa Agricola Paquixefia, Cuchumatanes y
Cooperativa Agricola Joya Hermosa, Aguacatdn).

Se cont6 con el apoyo de productores de tomate en los departamentos de Baja
Verapaz, Jalapa, Chiquimula, Jutiapa y El Progreso.

Se tuvo el apoyo de la Universidad de Carolina del Norte, del cual se obtuvo
germoplasma de tomate los cuales mostraron resistencia al tizon tardio (Phytophthora
infestans) colectados en Guatemala. .

Se redact6 un articulos para la revista Ciencia Tecnologia y Salud de la Digi, como

parte del compromiso del proyecto.
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