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RESUMEN
El mildia causado por Peronospora destructor (Pd) es una enfermedad foliar muy
destructiva y de dificil control del cultivo de cebolla (4//ium cepa L.). La resistencia
genética es una forma de control econdmica y ambientalmente amigable. El analisis
de las relaciones histopatologicas podria contribuir a determinar los mecanismos de
defensa y su asociacion con la durabilidad de la resistencia. En este trabajo se analiz6
la segregacion de la resistencia en seis progenies de cruzamientos entre cultivares
nacionales con la variedad “Regia” (fuente de resistencia parcial), las respuestas de
lineas avanzadas y las relaciones histopatologicas en variedades susceptibles y
resistentes. Plantas F1 de seis cruzamientos se autofecundaron, y se evaluo la
respuesta de las progenies FIS1. En cinco progenies, las segregaciones de la
severidad de Pd mostraron segregacion transgresiva hacia la susceptibilidad, salvo en
el cruzamiento “INIA Fagro Dulce” x “Regia”, el unico en el que “Regia” fue dador
de polen. La herencia recesiva de la resistencia podria estar asociada a mecanismos
de pérdida de susceptibilidad. En otro ensayo se evalud el comportamiento de once
lineas avanzadas “Regia” x ‘“Pantanoso del Sauce” F1S2 y poblaciones regeneradas a
partir del intercruzamiento de esas lineas. La severidad se evalué en dos momentos y
se relaciond con diferencias cuantitativas histologicas. Las lineas F1S2, que ya
habian tenido un proceso de seleccion, tuvieron un comportamiento intermedio entre
los padres tanto en la severidad a campo como a nivel histologico, con diferencias
significativas entre las lineas. La severidad a campo se correlaciond negativamente
con la proporcion de estomas sanos, con diferencias significativas entre lineas para la
proporcion de estomas sanos, esporulados y con infeccion subestomatica. La
variedad “Regia” presentd la menor severidad a campo y mayor porcentaje de
estomas sanos. Una seleccion de las lineas avanzadas podria generar un cultivar con
resistencia a Pd, en comparacion con los cultivares actualmente utilizados. Por
ultimo, se compararon las respuestas de defensa histologicas de “Pantanoso del
Sauce”, “Regia” y una linea “Regia x Pantanoso”. Se observaron hifas del patogeno
entre las células del parénquima en empalizada pero nunca en el parénquima
esponjoso. La acumulacion de compuestos fenolicos no se observd necesariamente

asociada a las infecciones. No se observaron deposiciones de calosa.

Palabras clave: Oomycete, resistencia parcial, segregacion de la resistencia.

VI



Histopathological relationships and genetic basis of resistance against

Peronospora destructor in onion
SUMMARY

The mildew caused by Peronospora destructor (Pd) is a very destructive and hard to
control leaf disease of onion (A/lium cepa L.). Genetic resistance is an economic and
environmentally friendly way of disease control. The analysis of histopathological
relations could contribute to determine defence mechanisms and their association
with durability of resistance. In this research, the segregation of Pd resistance was
analysed in six offspring between local cultivars and ‘Regia’ variety (partial
resistance source), as well as the response of six advanced lines and histopathological
relations in susceptible and resistant varieties. F1 plants from six crosses were selfed
and F1S1 were evaluated. In five progenies, segregations in Pd severity were skewed
towards the susceptible parent with transgressive segregation towards susceptibility,
except in the cross ‘INIA Fagro Dulce’ x ‘Regia’, the only cross with ‘Regia’ as
pollen donor. The recessive inheritance of Pd resistance could be associated with loss
of susceptibility mechanisms. In another experiment, the response of eleven F1S2
lines ‘Regia’ x ‘Pantanoso del Sauce’ were evaluated, as well as populations
regenerated from inter-crossing these lines. Pd severity was scored two times and
related with histological quantitative differences. F1S2 lines, which have had an
earlier selection process, showed an intermediate behaviour between the parents,
both in Pd severity and histological variables, with significant differences among
lines. Severity was negatively correlated with the proportion of healthy stomata, with
significant differences among lines in the proportion of healthy, sporulated and
stomata carrying sub-stomatal infections. ‘Regia’ presented the lowest severity and
the highest percentage of health stomata. Selected breeding lines could generate a Pd
resistant cultivar in comparison to currently grown cultivars. Finally, histological
plant defence responses were compared for ‘Pantanoso del Sauce’, ‘Regia’ and a
‘Regia x Pantanoso’ breeding line. Hyphae were observed between the cells of the
palisade parenchima, but never in the spongy parenchima. Cumulated phenolic
compounds were not necessarily associated to pathogen infection. Callose
depositions were not observed.

Keywords: Oomycete, partial resistance, segregation of resistance.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

La cebolla (Allium cepa L.) es una de las principales hortalizas, presente en
la cultura alimentaria de todos los continentes y una de las mas consumidas
(Brewster 2008). En Uruguay es una hortaliza de gran importancia por su area de
cultivo y volumen de produccion, y con importancia social dada por el nimero de
empresas o productores y trabajadores involucrados (MGAP-DIEA 2014). Ocupa el
tercer lugar en cuanto al valor bruto de produccion (después de la papa y el tomate),
es la tercera hortaliza en cuanto a los volumenes de ingreso al Mercado Modelo y

ocupa el segundo lugar en cuanto a la superficie cultivada (MGAP-DIEA 2014).

1.1.1. Cultivares de cebolla en Uruguay v mejoramiento por resistencia

Los cultivares méas difundidos son de origen nacional, desarrollados por los
programas de mejoramiento del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA) y del Centro Regional Sur (CRS) de la Facultad de Agronomia, Universidad
de la Republica (MGAP-DIEA, 2008; Vicente et al. 2010). La adaptacion
productiva o ecofisiologica expresada en el rendimiento y conservacion
poscosecha, la calidad de los bulbos, y la resistencia a enfermedades son los
principales objetivos del mejoramiento genético (Vicente et al. 2010). Desde los
afios ochenta, estas instituciones desarrollaron acciones coordinadas en la region
horticola Sur para el mejoramiento genético de cebolla (Vicente et al., 2010).

Los cultivares nacionales disponibles actualmente presentan muy buenas
caracteristicas productivas, por lo que fueron adoptados ampliamente por los
productores. Sin embargo, presentan susceptibilidad a enfermedades foliares como
la mancha blanca causada por Botrytis squamosa y el mildia causado por
Peronospora destructor Berk. Casp. Dadas las condiciones climaticas de Uruguay,
que se caracteriza por la alta frecuencia de dias con precipitaciones y humedad
relativa frecuentemente cercana a 100%, ambas enfermedades son de dificil control,
comprometiendo el rendimiento del cultivo. Esta situacion conduce a la aplicacion

de agroquimicos en repetidas ocasiones en la temporada productiva. El control



quimico lleva a aumentos en los costos de produccion y riesgos para el ambiente y
la salud (Galvan, 2011). Por esta razon, la generacion de cultivares nacionales que
mantengan las caracteristicas productivas y que ademds incorporen resistencia a
estas enfermedades foliares es de interés para el sector productivo.

El mejoramiento genético en Uruguay ha tenido un rol estratégico en
aquellos cultivos en los que existen programas en curso, contribuyendo a la
competitividad de la produccion nacional y a la independencia tecnologica. La
resistencia genética es una forma de control de enfermedades economica y
ambientalmente amigable, por lo que es un objetivo extendido en los programas de
mejoramiento genético de cultivos.

En Uruguay se ha realizado una busqueda de fuentes de resistencia a
Peronospora destructor. En el periodo 2007-2011 se registraron diferencias
cuantitativas en el germoplasma local y se encontré menor susceptibilidad en
variedades criollas de dia largo que en el grupo intermedio y de dia corto (Colnago
et al. 2012). Esa diferencia podria ser dependiente del estado fisiologico del cultivo
dado por el inicio de la bulbificacion en el momento en el que las condiciones
ambientales son mas favorables para la enfermedad. Por tanto, esta resistencia seria
dificilmente transferible a cultivares de diferente ciclo.

Por otro lado, se encontraron algunas variedades criollas y variedades de
tipo intermedio con resistencia parcial frente a Peronospora destructor (Galvan et
al. 2016a). Por ejemplo, el cultivar “Naqué” tuvo una incidencia inicial similar a
cultivares susceptibles, pero menor severidad que éstos a lo largo de la estacion de
crecimiento, por lo que tendria componentes de resistencia que limitan el desarrollo
de las infecciones establecidas. La variedad “Regia”, de origen brasilero, fue la
variedad de mayor resistencia parcial con valores de severidad significativamente
inferiores a los cultivares susceptibles (Galvan, 2011; Galvan et al. 2016a).

Desde 2010 se realizaron cruzamientos entre la variedad “Regia” y
“Pantanoso del Sauce CRS” para combinar en la progenie la resistencia a
perondspora de la primera con las caracteristicas agrondmicas favorables de la
segunda. Las plantas F1 se autofecundaron para obtener lineas FI1S1 que

permitieran evaluar la segregacion entre lineas (prueba de progenie de las plantas



F1). De un total de 59 lineas “Regia x Pantanoso” evaluadas en 2013 y 2014 en el
CRS, solo 9 y 7 lineas no difirieron de “Regia” en cada afio, por lo que la
segregacion fue sesgada hacia la susceptibilidad de “Pantanoso” (Galvan et al.
2016a).

En INIA Salto Grande se utilizo la resistencia de “Naqué” en cruzamientos
con “INIA Casera”, y posteriormente en un cruzamiento “Regia x (Naqué x
Casera)” se combinaron diferentes fuentes de resistencia (poblacion SG12). Ocho
lineas de medios hermanos SG12 seleccionadas y evaluadas en 2015 tuvieron
valores de severidad intermedios entre los parentales “Regia” y “Naqué x Casera”,
con distribucion sesgada hacia el padre mas susceptible. Preliminarmente, se
planteé como hipdtesis que la resistencia de “Regia” estaria determinada por varios
genes de efecto aditivo y eventualmente recesivos (Galvan et al. 2016a), lo cual
debera ser estudiado con herramientas moleculares y nuevas poblaciones.

Diez lineas F1S1 resistentes, provenientes de cruzamientos entre el cultivar
“Pantanoso del Sauce” y “Regia”, fueron seleccionadas en el CRS y se
autofecundaron para producir lineas F1S2. Se identificaron y seleccionaron un 50%
de lineas F1S2 como resistentes, provenientes de seis lineas F1S1 seleccionadas.
Este resultado es promisorio hacia el desarrollo de un cultivar que combine la

resistencia con buena adaptacion productiva.

1.1.2. Patrones cuantitativos histopatologicos

El analisis de las relaciones histopatologicas podria contribuir a determinar
los mecanismos de defensa activados y su asociacion con la durabilidad de la
resistencia. Las observaciones del proceso de infeccion y de las respuestas de la
planta constituyen un abordaje para el estudio de las relaciones planta-patdogeno
complementario a la evaluacion de la resistencia (Ponce de Leodnet al., 2012;
Rodriguez et al., 2014).

Se realizaron observaciones histoldgicas de manchas de perondspora con
esporulacion visible colectadas de los ensayos a campo (Galvan et al. 2016b).
“Regia” tuvo una proporcion de estomas sanos significativamente mayor que el

testigo susceptible “Pantanoso del Sauce” (33 vs 62 %), menor proporcion de



colonizacion subestomatica (14 vs 31%) y de estomas con esporangioforos
emergiendo a través de ellos (28 vs. 46 %). Para ocho lineas de medios hermanos
seleccionadas en INIA Salto Grande de la poblacion “Regia x (Naqué x Casera)”, la
correlacion Pearson entre la proporcion de estomas sanos y la severidad de la
enfermedad en la parcela evaluada en octubre fue R = — 0,96, y la correlacion con
la severidad promedio de seis momentos de evaluacion (semanas) fue R = — 0,72
(p <0,05; n=12) (Galvan et al., 2016b).

Por otro lado, se estudié el proceso de infeccion mediante la inoculacion de
hojas individuales desprendidas en el laboratorio. A las 48 hpi (horas post-
infeccion), 5-9 % de los esporangios estaban germinados y/o penetrando el estoma
en el cultivar “Pantanoso del Sauce” y otras accesiones susceptibles, mientras que
para “Regia”, los estomas colonizados se encontraron a las 72 hpi con una
proporcion de esporangios germinados significativamente menor (2-3%) (Galvan et
al. 2016a). Este componente analizado estaria asociado a mecanismos de
reconocimiento entre el hospedero y el patdogeno que son previos al establecimiento
de la infeccion. Preliminarmente, se ha concluido que diferencias en el proceso de
infeccion y en la tasa de colonizacion del mesoéfilo foliar serian componentes de la

resistencia parcial en “Regia” (Galvan et al. 2016a).
1.2. EL PATOSISTEMA Allium cepa — Peronospora destructor

La mancha purpura, mildit o perondspora causada por Peronospora
destructor Berk. Casp. es una enfermedad foliar del cultivo de cebolla (Allium cepa
L.) (Schwartz y Mohan 2008). P. destructor pertenece a la clase Oomycete, un
grupo de organismos eucariotas, heterotrofos (se nutren por absorcion), de
crecimiento filamentoso, que producen esporangios que contienen esporas (Lamour
y Kamoun 2009). Su pared celular estd compuesta por polisacaridos incluyendo
celulosa, glucanos, pero no quitina. El micelio es cenocitico y son diploides durante
la mayor parte de su ciclo de vida, salvo cuando se forman los gametangios
(Hardham, 2007).

Los Oomycetes pertenecen al supergrupo Stramenopila, en el que se

encuentran las algas verdeazuladas, aunque la monofilia del supergrupo es discutida



(Kamoun et al. 2015; Lamour y Kamoun 2009). Son un grupo diverso de
organismos morfoloégicamente similares a los hongos, pero estan mas cercanamente
relacionados a organismos que viven en medios acudticos tales como las algas
marrones y diatomeas (Adhikari et al., 2013). Los Oomycetes patogenos de las
plantas causan enfermedades devastadoras para especies cultivadas, ornamentales y
silvestres. No solo son el grupo de patégenos de dicotiledoneas mas importante,
sino que también patdogenos como Phytium y Phytopththora son causa de
disminucion de rendimiento de cereales (Adhikari et al., 2013).

Los mildius verdaderos son causados por un grupo de Oomycetes que
pertenecen a la familia Peronosporaceae. Todas las especies de esta familia, dentro
de la cual se encuentra Peronospora destructor, son parasitos obligados y producen
mildius en numerosas plantas que incluyen a la mayoria de las hortalizas y
gramineas cultivadas. Son principalmente tizones del follaje que se propagan con
mucha rapidez en tejidos verdes y jovenes (hojas, ramas pequefias, y frutos). La
reproduccion y propagacion rapida hace que las enfermedades que causan
ocasionen pérdidas considerables en periodos cortos (Agrios, 2005).

El mildi de la cebolla es una enfermedad foliar de gran importancia en
Uruguay. Las condiciones predisponentes se dan con frecuencia en la primavera, y
el desarrollo de sus sintomas es devastador, con pérdidas de rendimiento que
pueden ser mayores al 50% (Gonzalez et al. 2011).

Es un patdgeno bidtrofo obligado. Completa su ciclo de vida en estrecha
relacion con la planta hospedera alimentandose y viviendo sobre el tejido vegetal
vivo y, como resultado, genera el dafio en el hospedero (Niks y Lindhout, 2004).
Para nutrirse del hospedero este tipo de patdégeno genera haustorios, que invaginan
la membrana celular vegetal sin penetrar en el citoplasma, y las células vegetales
permanecen vivas mas alla de la presencia de estas estructuras (Niks y Lindhout,
2004).

Los Oomycetes producen esporas asexuales, y en algunas especies como P.
destructor, estos esporangios son dehiscentes. La liberacion de zoosporas como
estructura ligada al inicio de infeccion estd mas asociado a Oomycetes de suelo que

encuentran, en periodos de inundacion alternados, agua libre por donde desplazarse



y diseminarse, como sucede con el género Phytophtora. Sin embargo, en los
Oomycetes aéreos es mas comun la germinacion directa del esporangio ya que
estan mas asociados a la dispersion por viento y los periodos de agua libre sobre la
superficie de las partes aéreas de la planta son mas reducidos (Hardham, 2007). Las
observaciones del proceso de infeccion para P. destructor confirman que
predomina la germinaciéon de los esporangios directamente, sin liberacion de
zoosporas (Galvan et al. 2016a).

Los esporangios son multinucleados y se forman por expansion del apice de
algunas hifas. Permanecen multinucleadas hasta que se desencadena la formacion
de las zoosporas, las cuales son uninucleadas. El periodo multinucleado puede
prolongarse mucho en el tiempo. En la zoosporogénesis, dos flagelos se desarrollan
de los cuerpos basales del apice de cada nucleo. Una vez formadas, las zoosporas
son liberadas por el apice del esporangio que se abre por diferencia de presion
hidrostatica. La movilidad de las zoosporas se da por la accion de los dos flagelos
que emergen del centro de la superficie ventral de la célula. Una vez que esta sobre
la superficie de la planta, la zoospora es capaz de enquistar, perder los flagelos y
segregar una sustancia adhesiva que le permite fijarse al hospedero (Hardham,
2007).

En las especies que son patdgenos foliares, la hifa que se desarrolla a partir
del esporangio penetra al hospedero a través de los poros estomaticos. Los
Oomycetes biotrofos generan en el hospedero una minima desorganizacién o
trastorno. Como en el caso de P. destructor, los Oomycetes que penetran a través
del estoma desarrollan una vesicula en la camara subestomatica, previo a la
ramificacion de la hifa a través del espacio intercelular (Hardham, 2007).

Peronospora adquiere los nutrientes a través de la formacion de haustorios,
principalmente en células del mesoéfilo. El desarrollo de esta estructura involucra la
degradacion localizada de la pared celular y la invaginacion de la membrana celular
de la planta (Hardham, 2007). En colonizaciones exitosas, se da la esporulacion con
el desarrollo de estructuras asexuales (esporangios) sobre la superficie de la hoja o
la formacién de estructuras sexuales (oospora) dentro del tejido del hospedero

(Hardham, 2007).



Los principales sintomas causados por Peronospora destructor son areas
ovales de infeccion sobre las hojas y escapos florales de hasta 10-15 cm de largo,
con un color verde claro, a veces clorético, de aspecto aceitoso sobre las cuales se
observa la esporulacion en esporangidforos como una felpa gris-violacea (Schwartz
y Mohan 2008, Gonzalez et al. 2011). Para que el proceso de infeccion se
desencadene es necesario que exista agua libre sobre la superficie de la hoja,
temperatura entre 1 y 25°C (temperatura Optima de 17°C), humedad relativa
superior a 90% y baja luminosidad (Marcuzzo y Vaz Moraes, 2017).

El control quimico es efectivo, aunque su aplicacion tiene consecuencias
negativas sobre el ambiente, la salud de trabajadores y consumidores y sobre la
economia de los productores. Se han implementado sistemas de alarmas en base a
las condiciones ambientales que el patégeno requiere para la infeccion, con lo cual
se busca realizar el control quimico solamente en los momentos necesarios
(Lorbeer et al. 2002). Sin embargo, con los sistemas de alarma se sigue requiriendo
un nimero importante de aplicaciones en las condiciones de Uruguay, asi como en
otras regiones del mundo (Maeso et al. 2000, Scholten et al. 2007).

Peronospora destructor afecta la cebolla y otras especies del género Allium
(Kofoet y Zinkernagel 1989). No se disponia de resistencia genética completa en la
base genética del cultivo de cebolla para esta enfermedad (Kofoet y Zinkernagel
1989), hasta que se introgresé el gen Pd proveniente de Allium roylei (Scholten et
al. 2007). El gen se encuentra en una posicion telomérica del cromosoma 3 (van
Heusden et al. 2000). Recientemente se desarrollaron marcadores asociados al gen
Pd que permiten su rapida deteccion y la seleccion asistida (Kim et al. 2016). Si
bien la resistencia se ha utilizado exitosamente para el desarrollo de cultivares
resistentes, infecciones de P. destructor sobre A. roylei fueron determinadas
experimentalmente (Galvan 2011, Vu et al. 2012). Hasta el presente, se desconocen
los mecanismos moleculares de la resistencia y la proteina codificada por el gen Pd.
El analisis de las relaciones histopatologicas podria contribuir a determinar los
mecanismos de defensa activados, y su asociacion con la durabilidad.

Diversos sistemas de marcadores moleculares han sido utilizados en el

analisis genético de cebolla, resefiados por Klaas y Friesen (2002) y por Khosa et



al. (2016). El desarrollo de la genomica en cebolla dista del alcanzado para otras
especies cultivadas y para especies modelo, debido al enorme tamafio del genoma,
al ciclo bienal de la especie y la menor importancia economica (Kik, 2002). Al
comparar el genoma completo de Hyaloperonospora arabidopsidis, un oomycete
patdgeno obligado, con el del hemibiotrofo Phytophtora infestans, Baxter et al.
(2010) encontraron como principales diferencias que H. arabidopsidis tiene menor
representacion de efectores y proteinas relacionadas a la patogénesis, de enzimas
para la asimilacion de compuestos inorganicos y de proteinas asociadas con la

formacion de zoosporas y su movilidad.

1.3. LA RESISTENCIA DE LAS PLANTAS A LOS PATOGENOS

Muchos de los microorganismos asociados a las plantas son patdégenos que
perjudican el crecimiento e interfieren con la reproduccion de las plantas (Jones y
Dangl, 2006). Las plantas angiospermas han desarrollado complejos mecanismos
de sefalizacion y defensa que les permiten protegerse contra el ataque de los
patogenos. El reconocimiento de la presencia del patégeno desencadena un amplio
rango de reacciones inducidas entre las que se incluyen el incremento de las
especies reactivas del oxigeno (ROS), sintesis de compuestos antimicrobianos,
fortalecimiento de la pared celular e induccion de genes y proteinas asociadas a la
resistencia (Ponce de Ledn et al., 2012). Para satisfacer una demanda cada vez
mayor de produccion de alimentos, la clasica introduccion de nuevas fuentes de
resistencia en los programas de mejoramiento deberd complementarse cada vez mas
con la caracterizacion funcional de la resistencia y con su estrategia de utilizacion
en la produccion (Vleeshouwers y Oliver 2014).

Los Oomycetes patogenos son capaces de secretar proteinas efectoras, como
enzimas degradativas que alteran la fisiologia del hospedero y le facilitan la
colonizacion (Adhikari et al.,, 2013). La activacion de alguna de esas respuestas
celulares es comun para plantas susceptibles y resistentes, y el resultado de la
interaccion dependera de la habilidad de percibir al patégeno y la rapidez con la que
el hospedero desencadene una respuesta de defensa (Ponce de Leon el al., 2012).

Las plantas responden ante los patdgenos mediante dos ramas principales

del sistema inmune: una que reconoce y responde a moléculas que son comunes a



muchas clases de microorganismos (patéogenos o no) y otra que responde a factores
de virulencia de un patogeno especifico (Jones y Dangl, 2006). El primer
mecanismo es de resistencia general o basal contra los microorganismos con los
cuales las plantas conviven, lo que determina que solo algunos de estos
microorganismos puedan infectar y alimentarse del tejido vivo. En estos casos, en
los que el microorganismo termina siendo exitoso, se reconoce como patdégeno o
parasito de la especie vegetal involucrada (hospedera), y coevolucionaron con las
plantas sobre las cuales tienen habilidad patogénica o parasitica (Niks et al. 2011).

El segundo mecanismo es de mayor especificidad, estd asociado a la
relacion planta patogeno y es el resultado de la coevolucion de una planta y un
patogeno. Las plantas desarrollaron diversos mecanismos de resistencia frente a los
patoégenos, que determinan una variabilidad en las reacciones observadas en una
especie frente a un patdogeno, desde la susceptibilidad hasta la ausencia total de
sintomas. Los mecanismos de resistencia activa se inician con el reconocimiento
del patogeno a nivel de la membrana celular, a partir de lo cual se genera una
cascada de reacciones que llevan a una reprogramacion del funcionamiento celular
y a sefiales de caracter sistémico en la planta (Panstruga et al. 2009).

El primer mecanismo de resistencia general es activado por el
reconocimiento, a través de receptores del hospedero (PRR, plant recognition
receptors), de patrones moleculares asociados al patéogeno (PAMP, pathogen
associated molecular patterns), tempranamente activados después del contacto
entre el patdgeno y el hospedero. Estos patrones de reconocimiento del hospedero
pueden reconocer patrones de patdogenos y de otros microorganismos que no son
patégenos (MAMP, microbial associated molecular patterns). Si un PAMP es
reconocido por PRR desencadenan una respuesta en la planta (PTI, PAMP
triggered immunity) denominada inmunidad desencadenada por PAMP (Jones y
Dangl, 2006).

Las respuestas desencadenadas por PAMP o MAMP convergen en un
limitado nimero de rutas de sefalizacion que dan lugar a un conjunto comun de
reacciones PTI. Existe limitada variacion en la capacidad de respuesta de una

especie vegetal, una especie de planta reconoce s6lo un subconjunto de PAMP



potenciales. De todas maneras, ni los PAMP ni los PRR son invariables en el
tiempo y estan sujetos a la seleccion natural (Jones y Dangl, 2006).

En muchos casos los patogenos son capaces de sobrepasar esos mecanismos
de defensa mediante proteinas denominadas efectores, que contribuyen a la
virulencia del patégeno y son proteinas que bloquean los sistemas de
reconocimiento de la planta interfiriendo en la respuesta PTI. Cuando el patdogeno
es exitoso se da una reaccion de susceptibilidad mediada por efectores (Jones y
Dangl, 2006). Es entonces que las plantas desarrollaron el reconocimiento de los
efectores mediante proteinas especificas, denominadas genéricamente R, que
desencadenan nuevas cascadas de reacciones y mecanismos de defensa (Chisholm
et al. 2006). Un efector del patdogeno especifico es reconocido por una de las
proteinas R desencadenando una respuesta denominada inmunidad mediada por
efectores (ETI, effector triggered immunity). Esta respuesta es posterior a la
generada por la PTI, pero con efectos mas amplificados. La reaccion mediada por
efectores y proteinas R genera resistencia por hipersensibilidad (HR) lo que causa
la muerte celular programada de las células en las que el hospedero y el patégeno
generaron contacto intimo (Jones y Dangl, 2006). Las proteinas codificadas por
genes R tienen en comun un nucleo NBS conservado, y cadenas constituidas por
regiones con repetidos ricos en leucina (LRR) tipicamente variables activas en el
reconocimiento de moléculas del patogeno (Hammond Kosak y Parker, 2003).

Los efectores de Oomycetes probablemente actiian dentro de la célula del
hospedero, los cuales son reconocidos por las proteinas R. Las proteinas
haustoriales llevan sefales peptidicas que se exportan y pueden funcionar dentro de
la célula de la planta. Ain no se conoce como se vinculan estas proteinas con la
célula hospedera. Patdogenos del grupo de los Oomycetes como Phytophtora
infestans tienen moléculas R tipicas, como las que tienen un dominio CC (coiled
coin), que a su vez se relacionan con moléculas de avirulencia tipicas de estos
patoégenos como los efectores RXLR (Morgan y Kamoun 2007).

La habilidad diferencial de los Oomycetes patogenos para producir

diferentes enzimas hidroliticas que actuan en diferentes complejos moleculares,
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determina la estrategia de infeccion, el rango de hospederos y los diferentes
mecanismos de virulencia (Adhikari et al., 2013).

Las enzimas carbohidrato-activas (CAZymes) estan involucradas en la
biosintesis y degradacion de diversos glycoconjugados, oligosacaridos vy
polisacaridos y tienen un rol central en el quiebre de la pared celular del hospedero
funcionando como factor de patogenicidad. Estas enzimas también pueden estar
involucradas en la biosintesis, quiebre y modificacion de la pared celular del propio
oomycete y de polisacaridos estructurales como parte del crecimiento y desarrollo.
La comparacion del contenido de CAZymes podria proveer informacion sobre la
diversidad metabolica de los oomycetes patogenos (Adhikari et al., 2013).

Los efectores de Oomycetes son proteinas modulares (Schornack et al.
2009). Los efectores llevan una sefial N-terminal peptidica que regula la secrecion.
Los efectores citoplasmaticos tienen motivos conservados del N-terminal que son
requeridos para la translocacion al hospedero. El C-terminal acarrea el modulo con
la actividad bioquimica del efector. Los RxLR son un tipo de efector de
Oomycetes, que suprimen la respuesta de defensa del hospedero. Sin embargo,
algunos de esos efectores pueden ser reconocidos por los receptores del sistema
inmune de la planta, y se desencadena la muerte celular programada como
respuesta de defensa del hospedero (Adhikari et al., 2013). La clase puntual de
efectores YXSL[RK] ha sido encontrada en varios oomycetes patogenos. Estos
efectores guardan similitud en secuencia y posicion con el motivo RxXLR, y
pertenecen a la familia de proteinas segregadas que cumplen con la funcion de
efectores (Adhikari et al., 2013).

Los motivos RXxLR ligados al motivo EER estan vinculados al transporte de
las proteinas efectoras. Estos motivos estan sobrerrepresentados y posicionalmente
comprimidos en los secretomas de los oomycetes. Tienen conjuntos complejos y
diversos de genes efectores RXLR que estan sujetos a la evolucion. La seleccion
positiva ha actuado en paralelo a las familias de genes RXxLR con sesgo hacia el
dominio C- terminal (Adhikari et al., 2013).

El analisis comparativo de los Stramenopiles indica que los oomycetes

patdgenos son capaces de secretar numerosas moléculas que actuan como efectores.
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Sin embargo, la sobre-representacion de algunos genes que codifican efectores y
proteinas hidroliticas refleja adaptaciones especificas; significando diferencias entre
Oomycetes de vida necrotrofica, hemibidtrofa y biotrofa. El grupo de Oomycetes
patdgenos biotrofos tienen dramaticamente reducida la representacion de los
motivos RXLR y otras proteinas patogénicas como enzimas hidroliticas de la pared
celular y transportadores. Estas diferencias en los ricos repertorios de efectores
candidatos estan asociadas a la coevolucion y adaptacion de cada uno de los
patdgenos con el sistema inmune de las plantas hospederas (Adhikari et al., 2013).

Los efectores que permiten a los patogenos reconocer la PTI son
reconocidos por las proteinas R, que son proteinas asociadas a la resistencia a
enfermedades y son especificos. Si un efector es reconocido por una
correspondiente proteina R, una respuesta ETI se desencadena. Al efector
reconocido se lo denomina proteina de avirulencia (Jones y Dangl, 2006).

Los genes de los efectores estan generalmente asociados con elementos
genéticos moviles o teloméricos y son cominmente observados como presencia o
ausencia de polimorfismos a través de las razas bacterianas o fungicas. La ETI
puede ser también suprimida a través de la evolucion de los efectores del patogeno
que lo suprimen directamente (Jones y Dangl, 2006). La reaccion de
hipersensibilidad tipicamente no se extiende mas alla de las células infectadas, lo
cual frena o retrasa el desarrollo del patdgeno en algunas interacciones como en los
biotrofos y hemibiodtrofos. Esta reaccion no siempre es visible, ni es siempre
requerida para la ETI (Jones y Dangl, 2006).

Las proteinas de resistencia estdn involucradas en el reconocimiento del
patoégeno y en la consiguiente activacion de la respuesta innata de defensa (Takken
et al., 2006). Poco se sabe sobre los requerimientos de las proteinas R para su
activacion. El dominio LRR parece actuar como un regulador negativo que bloquea
la activacion inapropiada del NB. Su activacion involucra cambios
conformacionales intra e intermoleculares (Jones y Dangl, 2006). Takken et al.
(2006) propusieron que el dominio NB-ARC de las proteinas de resistencia tienen
un dominio funcional ATPasa que regula la activacion de las proteinas R. El

reconocimiento de los efectores Avr (RXLR) y las proteinas de la planta R (NB-
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LRR) puede ser directo o puede requerir una o mas moléculas que las vinculen, en
un reconocimiento indirecto (Jones y Dangl, 2006).

Existen otros compuestos vinculados a la resistencia del hospedero frente a
patdogenos. Algunas hormonas vegetales se han vinculado a la resistencia de la
planta hospedera. El 4cido salicilico, los jasmonatos y el etileno se conocen,
ademas de su rol como reguladores de crecimiento, como promotores de los
mecanismos de defensa. El acido salicilico estd vinculado a las sefiales contra
organismos biotrofos, vinculado a la resistencia basal y a la activacion de la
resistencia sistémica adquirida (SAR). Los jasmonatos y el etileno se les conoce
como hormonas vinculadas a sefiales contra patégenos necrotrofos e insectos. Otras
hormonas alteran el balance entre estas hormonas (Jones y Dangl, 2006).

La activacion de las proteinas R induce la via del acido salicilico diferencial
y respuestas dependientes de especies reactivas del oxigeno (ROS). La reaccion
oxidativa que acompatfia la ETI es dependiente de la NADPH-oxidasa, y reprime la
muerte celular dependiente del acido salicilico en las células alrededor del sitio de
infeccion (Jones y Dangl, 2006).

Los efectores suprimen la PTI para establecer una relacion de
susceptibilidad, los efectores del patdgeno suprimen la primera barrera del sistema
inmune de la planta por interaccion con proteinas especificas del hospedero.
Existen otro tipo de efectores que en lugar de interferir en la cascada de defensa
activan reguladores negativos del sistema inmune (Pavan et al., 2010). Estos genes
(genes S) codifican factores de susceptibilidad y la pérdida de funcion de estos
genes confieren resistencia. La pérdida de funcion (recesivo) confiere resistencia y
no altera el desarrollo normal de la planta (Pavan et al., 2010).

Se conocen genes S que en estado recesivo confieren resistencia a
enfermedades: en cebada se conoce el gen mlo (Pavan et al., 2010) y en tomate, el
gen ol-2 confiere resistencia al oidio y esta asociada a la formacion de papilas
(Pavan et al., 2007). Pocos genes S han sido incorporados en cultivares debido a la
dificultad de incorporar esta resistencia recesiva por mejoramiento tradicional
(Pavan et al., 2007). Los genes S confieren una resistencia durable y de amplio

espectro (Pavan et al, 2010).
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Los mecanismos de resistencia basal o reconocimiento de PAMP pueden
determinar niveles de resistencia cuantitativa. Genotipos susceptibles al patdgeno
pueden mostrar diferencias cuantitativas en los niveles de infeccion claramente
observables en ensayos a campo (Niks et al. 2011). Generalmente, esas diferencias
cuantitativas se expresan como la modificacion de parametros epidemiologicos
(componentes de la resistencia) que llevan a un enlentecimiento del desarrollo de la
enfermedad. Esas diferencias cuantitativas en la respuesta a la enfermedad de
diferentes genotipos hospederos pueden ser utilizadas en el mejoramiento genético,
reduciendo los efectos negativos sobre el rendimiento del cultivo y contribuyendo a
un manejo integrado de la enfermedad (Niks et al. 2011). A diferencia de la
resistencia basada en genes R, la base genética de la resistencia parcial es

poligénica y ha demostrado ser duradera (Niks et al. 2011).

1.4. RELACIONES HISTOPATOLOGICAS

Las observaciones histologicas del proceso de infeccion y de las respuestas
de la planta constituyen otro abordaje para el estudio de las relaciones planta-
patoégeno (Ponce de Leon et al. 2012; Rodriguez et al. 2014). No solamente difieren
obviamente entre genotipos susceptibles y resistentes, sino que las respuestas y los
momentos en que éstas ocurren difieren entre genotipos resistentes, por lo que las
observaciones histologicas pueden ser una herramienta para el analisis de los
mecanismos involucrados en la resistencia y sus bases moleculares.

Las plantas son capaces de responder rapidamente ante la infeccion de un
Oomycete. Las respuestas que han sido documentadas incluyen un rapido aumento
de la concentracion del Ca2+ citoplasmatico, agregacion de citoplasma y formacion
de deposiciones de pared celular frente a la hifa invasora, reorganizacion del
citoesqueleto y del sistema de endomembrana, formacion de especies reactivas del
oxigeno, sintesis de proteinas asociadas a la patogénesis y fitoalexinas, y muerte
celular por hipersensibilidad (Hardham, 2007).

El andlisis de las relaciones histopatologicas podria contribuir a determinar
los mecanismos de defensa activados y su asociacion con la durabilidad de la
resistencia. Por ejemplo, en el reconocimiento de efectores por los productos de los

genes R, las reacciones ocurren después de la formacion de haustorios, culminando
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en la hipersensibilidad en la que muere la célula que se intent6 infectar con cambios
en el metabolismo de las células vecinas (Niks et al. 2011; Ponce de Ledn et al.
2012). En cambio, en la resistencia basada en el reconocimiento de PAMPs, las
respuestas son pre-haustoriales, e involucran el engrosamiento de las paredes
celulares con la formacion de papilas, acumulacion de proteinas de defensa en el
apoplasto (quitinasas, peroxidasas, fitoalexinas, etc.), aumento de las especies
reactivas del oxigeno y otros cambios, pero no se observa tipicamente la muerte
celular por hipersensibilidad (Niks et al. 2011; Ponce de Leon et al. 2012).

En el caso de Oomycetes, las paredes celulares estan formadas por celulosa
y B-glucano (Bouwmeester et al., 2009), compuestos también presentes en las
paredes celulares del tejido vegetal, lo cual dificulta diferenciar las estructuras del
patégeno. No obstante, se dispone de tinciones diferenciales (Hoch et al. 2005;
Kortekamp 2005) que se han ajustado en nuestro grupo de trabajo (Ponce de Leon,

2011, Galvan et al. 2016a).

1.5. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis fue analizar la segregacion de la resistencia
a Peronospora destructor y las relaciones histopatologicas en la variedad “Regia” y
otras fuentes de resistencia.

Los objetivos especificos fueron:
(1) Evaluar la base genética de la resistencia en la variedad de cebolla “Regia”
frente a Peronospora destructor y caracteristicas agronomicas a través de familias

segregantes obtenidas a partir de cruzamientos, mediante prueba de progenie.

(2) Estudiar el comportamiento frente a Peronospora destructor y en caracteristicas
agronomicas de lineas F1S2 “Regia x Pantanoso del Sauce CRS” que ya cuentan
con dos ciclos de seleccion, y el comportamiento de poblaciones regeneradas a
partir de esas lineas F1S2, en comparacion con los cultivares nacionales, en ensayo

a campo y a nivel histologico.

(3) Comprender cudles son las reacciones de defensa del hospedero que explican
los diferentes niveles de resistencia a la enfermedad a nivel de campo y el proceso

de infeccion.
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2. SEGREGACION DE LA RESISTENCIA A Peronospora destructor
EN CEBOLLA'!

2.1. RESUMEN

El mildi de la cebolla causado por Peronospora destructor es una enfermedad
muy destructiva. La resistencia genética es una forma de control economica y
ambientalmente amigable. En este trabajo se analiz6 la segregacion de la resistencia
en seis progenies de cruzamientos entre cultivares nacionales y la variedad “Regia”.
Las plantas F1 se autofecundaron y se evaluaron las progenies F1S1. La
segregacion de la severidad fue sesgada hacia susceptibilidad con segregacion
transgresiva, salvo en el cruzamiento “Dulce” x “Regia”, el unico en el que “Regia”
fue dador de polen. La herencia recesiva podria estar asociada a mecanismos de
pérdida de susceptibilidad. En otro ensayo, se evaluaron lineas avanzadas F1S2
“Regia” x “Pantanoso del Sauce” en dos momentos (agosto y noviembre 2017), en
la severidad, en diferencias cuantitativas histopatologicas y en caracteristicas
agronomicas. Las lineas F1S2, que ya habian tenido un proceso de seleccion,
fueron intermedias entre los padres. La severidad de cada linea se relaciond con
diferencias cuantitativas histologicas (proporcion de estomas sanos e infectados).
“Regia” presentd la menor severidad y el mayor porcentaje de estomas sanos.
Lineas F1S2 no se diferenciaron de los cultivares control en el rendimiento, la
calidad de los bulbos y la conservacion poscosecha, y podrian generar un cultivar

resistente en comparacion con los cultivares actualmente utilizados.

Palabras clave: Oomycete, resistencia parcial, segregacion de la resistencia.

! Este capitulo estd preparado en base a las normas editoriales de “Agrociencia Uruguay”, para ser

publicado como Arias et al. “Segregacion de la resistencia a Peronospora destructor en cebolla”.
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2.2. SUMMARY

Segregation of resistance against Peronospora destructor in onion. Onion
mildew caused by Peronospora destructor is a very destructive leaf disease.
Genetic resistance is an economic and environmentally friendly way of disease
control. In this research, the segregation of mildew resistance was analysed in six
offspring from crosses between national cultivars and the variety ‘Regia’. F1 plants
were selfed and F1S1 progenies were evaluated. The segregations in mildew
severity were skewed towards susceptibility, with transgressive segregation, except
in ‘Dulce’ x ‘Regia’, the only cross in which ‘Regia’ was the pollen donor. The
recessive inheritance could be associated with loss of susceptibility mechanisms. In
another experiment, the response of advanced F1S2 lines ‘Regia’ x ‘Pantanoso del
Sauce’ were evaluated in two times (August and November 2017), in disease
severity, histological quantitative differences, and agronomic traits. F1S2 lines,
which have had an earlier selection process, showed an intermediate behaviour
between the parents in Pd severity. Disease severity was correlated with
histological differences (proportion of health and infected stomata). ‘Regia’
presented the lowest severity and the highest percentage of healthy stomata. F1S2
lines did not differ from control cultivars in bulb yield, quality traits and
postharvest behaviour, and could be used to develop a mildew resistant cultivar in

comparison to currently grown cultivars.

Keywords: Oomycete, partial resistance, segregation of resistance.

2.3. INTRODUCCION

La mancha parpura o mildii causada por Peronospora destructor Berk.
Casp. es una de las enfermedades foliares mas importantes del cultivo de cebolla
(Allium cepa L.) (*). Bajo condiciones ambientales predisponentes, el desarrollo es
devastador y las pérdidas de rendimiento en bulbos o en produccion de semillas
mayores al 50% (*). Los sintomas son 4reas ovales sobre hojas y escapos florales de
10-15 cm de largo con color verde claro a clorético, de aspecto aceitoso, sobre las

cuales posteriormente se observa la esporulacion como una felpa gris-violacea (! 2).
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Se dispone de control quimico efectivo, aunque su aplicacion tiene
consecuencias negativas sobre el ambiente, la salud de trabajadores y consumidores
y la rentabilidad del cultivo. Se han implementado sistemas de alarmas en base a
condiciones ambientales para la infeccion, para realizar el control quimico
solamente en los momentos predisponentes (°). Sin embargo, con los sistemas de
alarma se sigue requiriendo un nimero alto de aplicaciones (10 a 14) en Uruguay y
otras regiones del mundo (*°).

La resistencia hospedera es una forma de control de enfermedades
econdmica y ambientalmente amigable, por lo que es un objetivo extendido en los
programas de mejoramiento genético de cultivos (°). Aunque algunos trabajos
pioneros reportaron resistencia a P. destructor en lineas rojas de cebolla (7 ®), no se
dispone de cultivares con resistencia genética completa (°). Mds recientemente, se
introgresd el gen Pd proveniente de Allium roylei (°). Los mecanismos de
resistencia basal o de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) pueden determinar niveles de resistencia parcial ().
Generalmente, esas diferencias cuantitativas se expresan como parametros
epidemiologicos que llevan a un enlentecimiento de la enfermedad. Esas
diferencias pueden ser utilizadas en el mejoramiento genético para reducir los
efectos negativos sobre el rendimiento del cultivo, y contribuir a un manejo
integrado de la enfermedad. A diferencia de la resistencia basada en genes R, la
base genética de la resistencia parcial es poligénica y ha demostrado ser duradera
©).

P. destructor es un patogeno dificil para trabajar en investigacion y en
seleccion por resistencia ('°). No puede ser cultivado y la esporulacion (produccion
de in6culo) solo ocurre en plantas adultas (' 4). Por tanto, existe una gran
dependencia de la ocurrencia de la enfermedad en condiciones naturales para
realizar el trabajo de seleccion. Desde 2010, el Centro Regional Sur ha realizado
cruzamientos entre ‘“Regia” y “Pantanoso del Sauce CRS” para combinar en la
progenie la resistencia a P. destructor de la primera con las caracteristicas
agrondmicas favorables de la segunda ('°). En INIA Salto Grande se utilizé la

resistencia de “Naqué” en cruzamientos con “INIA Casera”, y posteriormente en un

18



cruzamiento “Regia x (Naqué x Casera)” se combinaron fuentes de resistencia (!!).
Preliminarmente, se ha planteado que la resistencia de “Regia” estaria determinada
por varios genes de efecto aditivo y eventualmente recesivos. En observaciones
histologicas de manchas de peronospora con esporulacion visible colectadas de los
ensayos a campo, la proporcion de estomas infectados se correlaciond
positivamente con la severidad (!* ). Por otro lado, se estudiaron las primeras
etapas del proceso de infeccion. Las diferencias observadas sugieren que un
mecanismo de resistencia estaria asociado al reconocimiento entre el hospedero y el
patégeno previo al establecimiento de la infeccion (°).

El conocimiento de la base genética de la resistencia proveniente de “Regia”
contribuiria a su utilizacion eficiente en la seleccion. Los objetivos de este trabajo
fueron (i) estudiar la segregacion de la resistencia a P. destructor y caracteristicas
agronomicas usando como fuente de resistencia la variedad “Regia”, (ii) evaluar el
comportamiento y la calidad de los bulbos de lineas avanzadas de mejoramiento

seleccionadas por resistencia a P. destructor.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Segregacion de la resistencia proveniente de “Regia”

En 2014 se realizaron 13 cruzamientos para generar poblaciones
segregantes. Las progenies F1 fueron resultado de cruzamientos individuales
(planta a planta) de la variedad “Regia” con los cultivares nacionales “Pantanoso
del Sauce CRS”, “Santina”, “INIA Fagro Dulce”, “Casera” y “Naqué”. Las plantas
F1 se forzaron a florecer en 2015 mediante siembra temprana (febrero) y se
autofecundaron mediante embolsado de las umbelas para formar lineas F1S1 de
cada progenie. Se sembraron todas las semillas F1 obtenidas de los cruzamientos, y
las plantas F1 que no florecieron y formaron bulbos fueron plantadas nuevamente
como bulbos en 2016 para autofecundarlas.

En 2015 se realizaron nuevos cruzamientos con “Regia” como fuente de
resistencia parcial. La descendencia F1 de cada cruzamiento y las lineas F1S1 de
2014 se sembraron tempranamente en almacigos en febrero de 2016, se

trasplantaron en junio, y en la primavera se autofecundaron mediante aislamiento

19



de cada umbela. De cada cruzamiento se obtuvo una familia de plantas F1, y de
cada una de esas plantas autofecundadas una linea FI1S1. La trilla se realizo
manteniendo la identidad de la familia y la linea.

En 2017 se realizd el ensayo comparativo de lineas FIS1 por familia
presentado en este trabajo. El ensayo comprendié 14 familias segregantes de las
cuales se contaba con suficiente numero de lineas y semillas para el ensayo a
campo. El ensayo se realizé en el Centro Regional Sur (CRS) de la Facultad de
Agronomia, Progreso, Canelones, Uruguay. La siembra de los almacigos se realizo
entre el 20 y 24 de abril, el trasplante entre el 16 y el 22 de agosto 2017. La cosecha
de las lineas se realizd de acuerdo al vuelco del follaje, en la primera quincena de
diciembre, y los bulbos se almacenaron bajo techo, en un galpon ventilado.

El disefio fue de bloques desbalanceados con tres repeticiones, atendiendo a
la disponibilidad de semilla por familia. Se incluyeron cuatro cultivares testigo de
comportamiento conocido en cada repeticion: ‘“Pantanoso del Sauce”, “Regia”,
“Naqué” e “INIA Casera”. Cada parcela constd de veinte plantas, en cuatro filas de
cinco plantas cada una. En el periodo 7 al 10 de noviembre se evalu6 la severidad
como porcentaje de tejido afectado en todas las plantas de la parcela, con una escala
ordinal de 0-5 (Cuadro 1). Se registr6 la fecha de cosecha de cada parcela y se
realiz una evaluacion poscosecha de los bulbos. Las variables medidas fueron el
peso del bulbo, didmetro mayor, didmetro menor, color, forma y motivo de descarte
en caso de que correspondiera (bacteriosis, fusariosis, brotacion, etc.). Se calculo
para cada linea el peso promedio del bulbo, el cociente entre el didametro mayor y el

diametro menor, la frecuencia de cada una de las formas y de los colores.

Cuadro 1. Escala ordinal para evaluacion de severidad de Peronospora destructor,

expresada como porcentaje de area foliar afectada.

Clase 0 1 2 3 4 5

Severidad 0 0<x<5 5<x<15 15<x<30 30<x<50 x> 50
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Cuadro 2. Familias segregantes generadas para evaluacion de la resistencia a

Peronospora destructor.

Familia Cruzamiento Numero de lineas F1S1
15601 Regia x Naqué 15
15605 Regia x Santina 74
14603 Regia x Casera 22
14606 Regia x INIA Fagro Dulce 12
14609 Regia x Pantanoso del Sauce 14
14611 INIA Fagro Dulce x Regia 29

La severidad de peronospora y las variables agrondomicas se evaluaron en las
14 familias segregantes, pero finalmente en este trabajo se presentan 6 familias, que
contaban con 12 0 mas lineas F1S1 (Cuadro 2). La severidad se analizo mediante el
test no paramétrico Kruskall-Wallis ('?). Para las familias que tuvieron diferencias
significativas entre lineas se realiz6 una prueba de comparacion de medias Tukey

en INFOSTAT ('3).

2.4.2. Evaluacion de lineas avanzadas PXR F1S2

En un segundo trabajo, se evaluaron trece lineas F1S2 seleccionadas por
resistencia a P. destructor a partir de cruzamientos anteriores (2010) entre “Regia”
y el cultivar “Pantanoso del Sauce CRS” (Figura 1). Bulbos F1 se autofecundaron
para obtener lineas FIS1, de las cuales se seleccionaron diez lineas por su
resistencia. A partir de esas lineas se realizd una autofecundacion para generar
lineas F1S2 que se evaluaron en 2015 por su resistencia, y se seleccionaron 42
lineas F1S2 (4,2 lineas S2 en promedio por cada linea S1). Luego de un segundo
ciclo de seleccion, 13 lineas F1S2 se seleccionaron para polinizar libremente en

2016, y se mantuvieron por identificacion materna (lineas de medios hermanos).
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2010 _‘ Pantanoso del Sauce Obtencion de semillas F1

v

2011 IEIai@ Produccidn de bulbos

Autofecundacion de plantas F1 - i
2012 {produccién de lineas F151) 12 Autofecundacion

2013 | Evaluacién lineas F1S1 | Produccicn de bulbos

Autofecundacion de plantas F1

2014 (produccion de lineas F152) 22 Autofecundacion
2015 | Evaluacién lineas F152 | Segunda evaluacion
2016 Polinizacidn libre de lineas

F152 seleccionadas Poblacion Elite Poblacidn general
(lineas de medics hermanos) {lineas F152 seleccionadas)  [lineas no seleccionadas)

2017 l
Ensayo comparative

Produccion de semillas

Figura 1. Esquema de mejoramiento para complementar caracteristicas
agronomicas de “Pantanoso del Sauce” con la resistencia a Peronospora destructor
de “Regia”, que condujo al ensayo comparativo en 2017 que se presenta en este
trabajo con 13 lineas obtenidas por libre polinizacion de bulbos F1S2, y las

poblaciones regeneradas “Elite” y “General”.

La evaluacion de estas 13 lineas F1S2 en 2017 se presenta en este trabajo.
Ademas, se incluyd una poblacion “PXR elite”, obtenida de la interpolinizacion
libre de las 13 lineas F1S2 seleccionadas y otra poblacion “PXR general” obtenida
de la interpolinizacion libre de las 31 lineas F1S2 no seleccionadas (42—13 = 31
lineas). El almacigo se realizo el 24 de abril, y el trasplante el 17 de agosto 2017 en
el Centro Regional Sur (CRS), Progreso, Canelones. Se incluyeron “Pantanoso del
Sauce CRS”, “Regia”, “Casera”, “Santina” y “Naqué” como cultivares control. Se
realizd la caracterizacion de las lineas en la respuesta a P. destructor en dos
momentos (agosto y noviembre). No se realizé la evaluacion de noviembre para

“Regia” y “Casera” debido a que el follaje presentaba senescencia avanzada. Se
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evaluaron caracteristicas agronémicas y de calidad de los bulbos en mayo, en la
poscosecha.

El disefio fue de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. Cada
parcela se conformé por 48 plantas (4 filas de 12 plantas cada una). El ensayo se
realizdé con minimas intervenciones de control quimico y se instald en una parcela
en la que se habia cultivado cebolla en los afios anteriores. Se intercalaron canteros
del cultivar susceptible “Pantanoso del Sauce” para homogeneizar la presion de
inoculo.

Se realizaron dos evaluaciones de la severidad de P. destructor en agosto y
noviembre, en base a las diez plantas centrales de la parcela con una escala ordinal
de 0-5 (Cuadro 1). Los datos se analizaron mediante el test de Kruskall-Wallis ('!)
y prueba de comparacion de medias Tukey. Las variables agrondmicas cuantitativas
se analizaron con ANAVA, y para las que se encontraron diferencias significativas
se realiz6 una prueba Tukey en INFOSTAT ('%).

Al evaluar la severidad, se tomaron cuatro muestras de cada repeticion de
tejido afectado y con esporulacion visible para el analisis histologico cuantitativo.
Trozos de 2 x 2 cm de mancha afectada fueron aclaradas durante 48 horas en
alcohol etilico 95%, con cambio de alcohol cada 24 horas, y se conservaron en
alcohol etilico 95%. La tinciéon para las evaluaciones cuantitativas se realizo
mediante inmersién 5 min en 0.01% Calcofluor blanco ('* °) y se observaron con
microscopio. Para cada una de las muestras se contaron 100 estomas asignando la
proporcion a las siguientes clases: estomas sano (S), estomas con esporulacion (E)
y estomas con infeccion subestomatica visible (I). Para las proporciones, se realizo
una transformacion cuadratica y se analizaron mediante ANAVA y prueba de
Tukey en INFOSTAT (*3).

Se realizé un andlisis multivariado (PCA) que comprendi6 la severidad de
Perondspora en cada momento de evaluacion a campo, la proporcion de estomas
sanos en el analisis histologico, y variables agrondmicas (peso medio del bulbo,
porcentaje de conservacion poscosecha, porcentaje de floracion prematura). Se

utiliz6 el software PAST ('9).
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2.5. RESULTADOS

2.5.1. Evaluacion de la resistencia en familias segregantes

La severidad de P. destructor se evalu6 mediante prueba de progenie en seis
familias segregantes obtenidas de cruzamientos entre cultivares nacionales y
“Regia” como fuente de resistencia. La prueba de normalidad Kolmogorov-
Smirnov (Plataforma R) probo la distribucion normal de las lineas para cuatro
familias, pero no en las familias 15601 y 14611.

“Regia” presentd la menor severidad promedio en todos los casos. Para
todas las familias, algunas lineas no difirieron significativamente de ‘“Regia”. Las
familias segregantes “Regia x Santina” (15605), “Regia x Casera” (14603) y “Regia
x INIA Fagro Dulce” (14606) mostraron diferencias significativas entre lineas para
severidad (Cuadro 3). En tanto, no se encontraron diferencias significativas entre
lineas en las familias “Regia x Naqué” (15601), “Regia x Pantanoso del Sauce”
(14609) e “INIA Fagro Dulce x Regia” (14611). La baja diferenciacion en estas tres
ultimas familias estaria explicada por la variabilidad entre repeticiones y la menor
respuesta diferencial entre las lineas.

La Figura 2 presenta histogramas de frecuencias de severidad para cada
familia, y los cuatro cultivares utilizados como control y como padres de
cruzamientos. En cuatro de las seis progenies la segregacion de las lineas F1S1 fue
sesgada hacia la susceptibilidad. “Regia x Naqué” (15601) y “Regia x Casera”
(14603) presentaron segregacion sesgada con transgresividad hacia susceptibilidad,
con lineas mas susceptibles que el padre susceptible. En el cruzamiento “Regia x
Santina” (15605), todos los individuos fueron intermedios entre los padres con
distribucion sesgada hacia “Santina”, el padre susceptible, mientras que para “Regia
x Pantanoso” (14609) la distribucion de las lineas fue normal, con respuestas
intermedias entre los padres (Figura 2).

Finalmente, se evaluaron dos cruzamientos reciprocos, “Regia x INIA Fagro
Dulce” (14606) e “INIA Fagro Dulce x Regia” (14611). Para ambas progenies

todas las lineas tuvieron un comportamiento intermedio entre los padres (Figura 2).
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Cuadro 3. Prueba de comparacion de medias (Tukey) dentro de las tres familias
segregantes para las que se encontraron diferencias significativas entre lineas. Para

cada una de las familias se incluyeron cultivares controles.

Familias segregantes *

Identificacion 15605 14603 14606

Regia x Santina Regia x Casera Regia x Dulce

Cultivares controles

Regia 1,10 a 1,10 a 0,75 a
Naqué 2,35 ab 2,26 a 2,05a
Pantanoso 3,50 bc 3,30 abc 3,53 be
Casera 4,18 ¢ 4,00 abc 4,00 ¢
Lineas FISI®

Segregacion 4(1,63-1,83) a 3(2,50-3,12) a 1(2,54)a

10 (2,35-2,48)ab 4 (3,20-3,24) ab 3(2,74-2,77) ab

42 (2,50-3,40) abc 11 (3,26-4,00) abc 6 (2,80-3,40) abc

10 (3,46-3,53) bc 2 (4,18-4,20) bc 2(3,37-3,48) bc

7 (3,69-3,90) ¢ 2(4,25-453) ¢ 2(3,52-3,64) ¢
Total de lineas 74 22 14

2 Dentro de cada columna, las medias seguidas de una misma letra no difieren en forma
significativa (p < 0,05).
b Se indica el numero de lineas F1S1, seguido del rango de severidad, para cada grupo con

diferencias estadisticas.

En el cruzamiento que “Regia” actu6 como madre (14606), la segregacion
fue intermedia entre los padres y sesgada hacia la susceptibilidad, en forma similar
a las segregaciones ya descriptas. Sin embargo, en el cruzamiento en que “Regia”
actu6 como dador de polen (14611), el comportamiento de la progenie fue

intermedio y sesgado hacia la resistencia.
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Figura 2. Histogramas de distribucion de la severidad en las lineas F1S1 por

familia. Las barras de color azul representan el nimero de lineas F1S1 y las barras

naranjas son los cultivares control “Regia” (R), “Naqué” (N), “Pantanoso del Sauce

CRS” (P) e “INIA Casera” (C).
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Cuadro 4. Evaluacion de la segregacion de caracteristicas agronémicas para las
seis familias segregantes F1S1 y los cuatro cultivares control. Prueba de

comparacion de medias (Tukey) entre los diferentes materiales.

Peso promedio Cerrado Conservacion
Familia del bulbo (g) * del cuello? (%) *?
Controles
Pantanoso del Sauce 110,3 b 20,1 a 84,9 a
Regia 104,6 c 7,2 e 33,7 f
INIA Casera 63,3 f 9.4 e 40,2 e
Naqué 65,1 f 16,1 c 69,3 c
Progenies de cruzamientos
14603 64,3 f 12,0 c 73,5 b
14606 72,5 e 13,4 c 66,4 c
14609 62,8 f 12,9 c 68,8 c
14611 80,9 d 11,6 cd 71,9 b
15601 78,5 d 9,6 de 32,9 f
15605 126,6 a 12,4 C 61,5 d

2 Las medias seguidas de una misma letra no difieren en forma significativa (p < 0,05).
Cerrado del cuello: cociente entre el didmetro mayor y diametro menor del bulbo.

Conservacion poscosecha: porcentaje de bulbos sanos comerciales en mayo.

En la evaluacion de caracteristicas agrondmicas, “Pantanoso del Sauce
CRS” present6 el mayor peso promedio del bulbo, cerrado del cuello y mejor
conservacion poscosecha (Cuadro 4). La familia “Regia x Santina” fue la que
presentd en promedio mejor peso promedio del bulbo, superior a los cultivares
control, lo que indica la expresion de vigor hibrido. Cinco de las seis progenies
presentaron cerrado de cuello y conservacion poscosecha con valores intermedios

entre los padres, superiores a “Regia” (Cuadro 4).
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1605 = Blanco

15601 Amarillo

= Marrén claro

14611 . .
® Marrén claro rojizo

14609 = Marrén

= Marrén rojizo
14606

® Marrén oscuro

14603 ® Marrén oscuro rojizo

Naqué m Rojo

Casera
Regia

Pantanoso

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 3. Segregacion del color de las catafilas externas del bulbo en categorias de
colores, para las seis poblaciones segregantes y cuatro cultivares control (en base a

los descriptores IPGRI (!7).

En la segregacion del color se observd mayor diversidad dentro de las
familias segregantes que dentro de los cultivares (Figura 3), aun cuando los
cultivares mejorados tienen variabilidad en el color de bulbos, como variedades de
polinizacién abierta. La mayor proporcion de individuos fueron marrén claro a
marrén para todas las progenies. Aparecieron tonalidades rojizas asociadas a las
coloraciones amarronadas. La frecuencia de bulbos completamente blancos o
amarillos fue baja, con mayor frecuencia en la progenie “INIA Fagro Dulce x

Regia”.
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15605 m Alargada
15601 M Esférica—alarg
Trompo
14611 | )
Esférica
14609 Esférica—achatada
14606 Achatada
H Doble
14603
Naqué
Casera
Regia
Pantanoso
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4. Evaluacion de la segregacion de la forma de los bulbos para las familias

segregantes S1F1 y cuatro cultivares control, en base a descriptores IPGRI (!7).

La segregacion de la forma del bulbo tuvo una mayor diversidad dentro de
las familias segregantes que dentro de los cultivares (Figura 4). Dentro de los
cultivares se observo variabilidad en la forma, ya que son variedades de
polinizacion abierta, inclusive en la variedad “Regia”, con mayoria de individuos
en los grupos esférica, trompo y esférica-alargada. Dentro de las poblaciones F1S1
se observd mayor segregacion sesgada hacia bulbos alargados y esférico-alargados.
La presencia de bulbos achatados fue baja, aunque este tipo de bulbos se encontrd

en todas las poblaciones (Figura 4).

2.5.2. Evaluacion de lineas avanzadas PxR F1S2

Once lineas avanzadas F1S2 “Regia x Pantanoso del Sauce CRS” y dos
poblaciones regeneradas a partir de esas lineas fueron evaluadas en su respuesta a

P. destructor, con cinco cultivares nacionales. Se encontraron diferencias
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significativas entre materiales genéticos en los dos momentos de evaluacion, agosto
y noviembre (Kruskall-Wallis, p < 0,05). No se encontraron diferencias
significativas entre los momentos de evaluacion (para p-valor = 0,05 ni 0,10), ni en
la interaccion entre momento de evaluacion y material genético. Se realizd una
prueba de comparacion de medias para cada momento de evaluacion (Cuadro 5).

La variedad “Regia” presentd la menor severidad, y los cultivares
“Pantanoso del Sauce”, “Santina” y “Casera” mostraron los mayores valores de
severidad. El cultivar “Naqué” tuvo un comportamiento intermedio,
moderadamente susceptible. Las lineas avanzadas y las poblaciones “PxR elite” y
“PxR general” tuvieron un comportamiento intermedio entre los padres (Cuadro 5).
Como era esperado, “PxR general” fue mas susceptible que “PxR elite”, ya que en
la interpolinizacion de la elite intervinieron las once lineas mas resistentes del ciclo
de seleccion anterior.

En la evaluacion en agosto, las lineas 22E, 22D, 22B y 10A fueron las que
presentaron menor severidad después de “Regia”. La regeneracion “PxR general”
se comportd significativamente mejor que las variedades mas susceptibles
(“Pantanoso del Sauce”, “Santina” y “Casera”), pero tuvo mayor severidad que las
lineas avanzadas en evaluacion. Si bien se diferencidé del padre susceptible, con la
poblacion “PxR general” no se alcanzo un gran avance en la resistencia. En el
segundo momento de evaluacion, “Regia” fue el material mas resistente y
significativamente diferente de los demas (Cuadro 5). Las lineas 22B, 22D y 22E
fueron las que nuevamente encabezaron el ranking de resistencia después de
“Regia”. Para la mayoria de los materiales genéticos, la severidad aumentd en el

segundo momento de evaluacion.
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Cuadro 5. Evaluaciones de severidad para los dos momentos: agosto y noviembre

2017. Prueba de comparacion de medias (Tukey) entre los diferentes materiales.

Identificacion Agosto Noviembre
Regia 0,81 a 1,00 a
22E 1,61b 1,98 d
22D 1,86 bc 1,58 be
22B 1,95 cd 1,45b
10 A 2,00 cde 3,26 jk
PxR elite 2,05 cde 2,28 ef
22F 2,11 cde 2,11 de
Naqué 2,24 def 1,83 cd
9B 2,26 ef 2,44 fg
10B 2,43 fg 2,80 hi
10D 2,44 fg 2,51 fgh
5A 2,45 fg 2,44 fg
5B 2,44 fg 2,68 ghi
10E 2,75 gh 3,18
PxR general 2,84 h 2,861
Pantanoso del Sauce 3,811 4,15m
Santina 3,901 3,56 kl
Casera 4231 3,95 Im

Medias seguidas de una misma letra no son significativamente diferentes

(p=0,05).
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Cuadro 6. Evaluacion poscosecha de las lineas avanzadas y los cultivares

evaluados: conservacion poscosecha (porcentaje), porcentaje de floracion, color y

forma predominante.
Identificacion Conservacion Floracién Color Forma

(%) (%) predominante
22E 61,8 a 375 f MR Esférica — alargada
Santina 783 b 20,5 e M Esférica — alargada
10B 80,3 bc 18,0 de MCR  Esférica — alargada
10A 83,3 bed 15,3 bcede M Esférica — achatada
10D 85,5 bede 12,0  abcde MC Trompo
9B 86,0 bcde 8,0 abcd M Trompo
PXR elite 87,8 bede 8,3 abcd MC Esférica
5A 88,8  bede 6.5 abed MR Trompo
Regia 89,0 bcde 4,0 abc MC Esférica — alargada
22B 91,0 bcde 7.5 abed MR Trompo
22D 91,8 cde 4,5 abc MC Trompo
Pantanoso 92,0 cde 3,0 abc MO Esférica
22F 92,0 cde 6,5 abcd MR Esférica
5B 92,8 cde 4.5 abc M Trompo
10E 94,8 de 4,5 abcd MO Trompo
PXR general 95,5 de 1,5 ab M Esférica
Naqué 96,8 E 0,0 a R Esférica — alargada

Para cada columna, medias seguidas de una misma letra no son significativamente

diferentes (p>0,05). Color: M: marréon, MR: marrén-rojizo; MC: marrén claro;

MCR: marrén claro-rojizo; MO: marrdn oscuro; R: roja.

La linea 22E mostr6 mayor floracion prematura y se diferencio

estadisticamente. Se identific6 un grupo intermedio para floracion prematura

compuesto por el cultivar “Santina” y las lineas 10A y 10B. Los otros materiales

mostraron bajo porcentaje de floracion.
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No se encontraron diferencias significativas para el peso promedio del bulbo
(p-valor = 0,176). Se encontraron diferencias en la conservacion poscosecha (p-
valor < 0,001) (Cuadro 6). Los cultivares “Pantanoso del Sauce CRS” y “Naqué”
presentaron una conservacion poscosecha superior al 90% al igual que “PXR
general”, y las lineas avanzadas 22B, 22D, 22F, 5B y 10E. En el otro extremo, la
linea 22E fue la que presentd menor conservacion poscosecha (61,8 %) y se
diferencio estadisticamente de todos los materiales, seguida del cultivar “Santina” y

las lineas 10B y 10 A (Cuadro 6).

2.5.3. Observaciones histologicas del tejido infectado

Se caracterizo la composicion del tejido infectado de muestras colectadas a
campo al evaluar la severidad (agosto y noviembre). Para los dos momentos, el
conteo de estomas sanos para las lineas “PXR” y las dos poblaciones regeneradas
fue intermedio entre los padres “Regia” y ‘“Pantanoso del Sauce CRS” (Figura 5),
resultado similar a la evaluacion de severidad (Cuadro 5).

En agosto se observo alta proporcion de estomas esporulados y menor
proporcion de infecciones subestomaticas que en noviembre. En cortes
transversales con micrétomo se concluyd que las manchas que se ven como
infecciones subestomaticas son lesiones viejas. Los bordes que se observan mas
oscuros son producto del colapso de las células muertas (imagenes no mostradas).
Se encontraron diferencias significativas entre los materiales evaluados para la
proporcion de estomas sanos en agosto y noviembre (p valor < 0,0001) y se realizd
una prueba Tukey.

En términos generales, los materiales estudiados presentaron mayor
proporcion de estomas sanos en agosto que en noviembre (Cuadro 7). En agosto,
“Regia” presentd la mayor proporcion de estomas sanos y se diferencio
estadisticamente de los demas materiales evaluados. La proporcion de estomas
esporulados y de estomas con infeccion subestomatica en “Regia” fue de 1,6 % y
2,8 % respectivamente. “Pantanoso del Sauce”, en la primera evaluacion, tuvo 40,4
% de estomas sanos, 58,9 % esporulados y 2,8 % de estomas con infeccion
subestomatica. Los estomas sanos en ‘“Pantanoso del Sauce” aumentaron en
noviembre (45 %), las infecciones subestomaticas aumentaron (17,9 %) y

disminuy6 la proporcion de estomas esporulados (Figura 5).
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Las lineas 10 A, 22B, 10E, 22F y 22D fueron las que presentaron menor
proporcion de estomas sanos después de “Regia”. La poblacion “PXR elite” tuvo
mayor proporcion de estomas sanos que “PXR general”, diferencia estadisticamente
significativa. El cultivar que presentd menor proporcion de estomas sanos fue
“INIA Casera”, significativamente diferente a los demas cultivares para esta
variable. El cultivar “Naqué” fue intermedio para estomas sanos y se diferencid
estadisticamente de otros cultivares evaluados (Cuadro 7).

Las lineas 22 presentaron un comportamiento intermedio entre los padres,
con proporciones de estomas sanos mas cercanas a “Regia” que a “Pantanoso del
Sauce” (Figura 5). La linea 22D fue la que mostré6 mayor proporcion de estomas
sanos y se diferencio de todos los otros materiales. “Pantanoso” continué como uno
de los cultivares con menor proporcion de estomas sanos, con diferencia
significativa. En las muestras del primer momento de evaluacion, “Naqué” presento
esporangios inmaduros, mientras que el resto de los controles mostraron
esporangios maduros, incluso algunos que ya habian desarrollado una hifa capaz de
iniciar una infeccion secundaria.

Se encontraron diferencias significativas para la proporcion de estomas con
esporulacion en agosto y en noviembre (p- valor < 0,0001) (Cuadro 9). En la
evaluacion de agosto, “Regia” presentd la menor proporcion de estomas
esporulados, con diferencia significativa. Las lineas 22B y 22D fueron las
siguientes, con diferencia significativa con los otros materiales.

La linea 9B fue intermedia en proporciéon de estomas sanos, pero se
posicioné en cuarto lugar en cuanto a estomas con esporulacion. Los materiales
evaluados se diferenciaron menos por la proporcion de estomas con la camara
subestomatica infectada que por la proporcion de estomas sanos y de estomas
esporulados (Cuadro 9). Para proporcion de estomas con infeccion subestomatica,
9B fue la que presenté mayor infeccion, con diferencias significativas. La linea 5B
tuvo un comportamiento similar a la linea 9B. Los cultivares que presentaron
mayor proporcion de estomas esporulados fueron “INIA Casera”, “Pantanoso del
Sauce” y “Santina”. Las lineas con mayor proporciéon de estomas esporulados
fueron 10D y 5A.
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Figura 5. Histogramas de frecuencia de estomas sanos, esporulados y con infeccion
visible de la camara subestomatica para todas las lineas y los cultivares evaluados
en (a) agosto y (b) noviembre. Las flechas indican la posicion de los padres
(“Regia” y “Pantanoso del Sauce CRS”, columnas verdes) para cada variable. En
noviembre no fueron evaluadas “INIA Casera” ni “Regia” por su avanzado estado

de senescencia.
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Cuadro 9. Porcentaje de estomas sanos, esporulados o con infeccion subestomatica de Peronospora destructor para los dos

momentos de evaluacion: agosto y noviembre 2017.

Identificacion Estomas sanos Estomas esporulados Estomas infectados

agosto (%) noviembre (%) agosto (%) noviembre (%) agosto (%) noviembre (%)

Regia 95,9 a - 16 a - 2,5 cde -

10 A 873 b 74,8 ¢ 12,7 de 20,0 de 0 a 5,3 c
22B 859 b 66,8 d 34 b 8,0 b 109 f 25,2 f
10E 85,4 bc 51,3 ef 14,6 e 238 f 0 a 24.9 f
22F 83,3 bc 73,0 ¢ 15,8 ef 13,8 ¢ 0,9 abc 13,2 d
22D 82,4 bc 884 a 6,7 ¢ 6,9 b 10,7 f 4,7 c
PXR general 79,7 cd 53,3 ef 20,0 fg 4.5 a 0,3 ab 423 h
5B 75,9 d 64,1 d 9,8 d 20,1 ef 143 f 10,8 d
22E 75,6 de 83,0 b 235 g 2,1 a 0,9 abcd 13,9 d
9B 70,1 ef 62,9 d 9,7 d 8,7 b 202 g 284 g
PXR Elite 67,8 fg 799 b 322 h 199 d 0 a 2,3 b
10B 64,6 gh 66,6 d 350 h 70 b 0,3 ab 24.4 f
Naqué 624 h 324 h 364 h 649 1 1,2 abcd 2,7 b
5A 53,8 1 54,3 ef 444 i 13,6 ¢ 1,85 bede 32,1 g
10D 49,4 i 526 f 50,4 ij 474 h 0 a 0 a
Pantanoso del Sauce 40,4 ] 450 ¢ 56,9 jk 37,1 g 2,7 de 17,9 e
Santina 39,1 j 55,4 e 55,9 jk 16,3 cd 5,0 e 28.4 fg
INIA Casera 23,5 k - 632 k - 133 f -

Prueba de comparacion de medias (Tukey). Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p>0,05).



En la evaluacion de noviembre las lineas 22E y “PXR general” fueron las que
presentaron menor proporcion de estomas esporulados, diferencia estadisticamente
significativa con otros materiales. Las lineas 22D, 10B, 22B y 9B fueron las
siguientes, sin diferencias significativas entre ellas. “Pantanoso del Sauce”, “Naqué”,
y la linea 10D fueron las que presentaron mayor proporcion de estomas con
esporulacion.

La correlacion entre la evaluacion de la severidad de P. destructor con la
proporcion de estomas sanos para los dos momentos de evaluacion fue negativa (r =
—0,73; P-valor = 0,0008). La correlacion entre la severidad y la proporcion de
estomas con esporulacion fue positiva (0,57; p valor = 0,01). La severidad se

correlaciond mejor con la proporcion de estomas sanos que con la esporulacion.

En el analisis de Componentes Principales (PCA), el componente principal 1
explico el 34,0 % de la varianza, mientras que el componente principal 2 explico el
23,2 % de la varianza (Figura 4). Los vectores de severidad y de proporcion de
estomas sanos explican la mayor variacion para el componente principal 1. Los
vectores conservacion poscosecha, floracion y peso del bulbo explican la mayor

variacion para el componente principal 2.
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Figura 4. Analisis de componentes principales para las lineas avanzadas de
cruzamientos “Regia” x “Pantanoso del Sauce”, los cultivares parentales y controles,

en variables de respuesta a Peronospora destructor y variables agrondmicas.

Las variables severidad en agosto y noviembre se ubicaron en sentido opuesto
a las variables proporcion de estomas sanos; las variables estan correlacionadas
negativamente. Los materiales que mas se asociaron a los vectores de severidad
fueron “Pantanoso del Sauce” y “Santina”, seguidos por las lineas 10D y 5 A. En el
sentido opuesto a los vectores de severidad se ubicaron “Regia”, en la posicion mas
distal, seguida de las lineas 22B, 22D, 22F, 22E y 10 A. El peso promedio del bulbo
y el porcentaje de floracion indican que pueden ser variables independientes de la
resistencia, y por lo tanto se pueden seleccionar simultdineamente. El vector de la
variable conservacion fue opuesto al porcentaje de floracion, indicando que
materiales con mayor porcentaje de floracion prematura tuvieron menos
conservacion poscosecha. Los materiales mas asociados al vector conservacion

fueron “PxR general”, “Naqué”, 5 A y 10E (Figura 4).
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2.6. DISCUSION

El alto nivel de resistencia parcial de “Regia” ha sido consistente, tanto en
este trabajo como en evaluaciones anteriores (1% !!). En el analisis de “Regia” como
fuente de resistencia, la segregacion en las progenies ha sido cuantitativa y variable.
Esto da indicios de que son varios los mecanismos de resistencia parcial presentes.
Ante los diversos resultados obtenidos, debe tenerse en cuenta la diversidad genética
entre individuos dentro de las variedades de polinizacioén abierta, incluyendo a la
variedad “Regia” como fuente de resistencia parcial.

Cuatro de las seis progenies estudiadas tuvieron segregacion de la severidad
sesgada hacia la susceptibilidad. Este resultado también es coincidente con resultados
anteriores de nuestro grupo (1% 1), asi como con Warid y Tims (%) en trabajos de
seleccion en Estados Unidos, que reportaron 2,8 a 24% de plantas resistentes en
progenies segregantes. En el cruzamiento “Regia x Pantanoso del Sauce” la
segregacion fue intermedia entre los padres, respuesta esperada cuando la resistencia
es parcial, de expresion cuantitativa, y por lo tanto estan involucrados genes de
efectos acumulativos. En general, la resistencia parcial es una caracteristica de
herencia cuantitativa, explicada por genes con efectos menores (°). Cuando se
estudian progenies provenientes de cruzamientos biparentales, como en este trabajo,
se espera encontrar una segregacion cuantitativa continua (°).

Los cruzamientos de “Regia” con “Naqué”, “INIA Fagro Dulce”, “Santina” e
“INIA Casera” presentaron segregaciones sesgadas hacia la susceptibilidad. “Naqué”
es moderadamente susceptible y tiene un tipo de respuesta muy especifica: es
tempranamente colonizada, con valores altos de incidencia en evaluaciones
tempranas en la estacion de crecimiento pero que no llevan a valores altos de
severidad al final de la temporada (!°). Sin embargo, lineas de este cruzamiento
fueron tan o mas susceptibles que “Naqué”, con segregacion transgresiva. En esta
progenie en que los dos padres tienen cierto grado de resistencia, era esperable que
segregaran de forma normal o que algunos individuos acumularan alelos favorables
para la resistencia provenientes de los dos padres. La segregacion transgresiva
implica que ambos padres portan genes para el rasgo de interés, y si los alelos de

ambos padres son diferentes pueden acumularse en individuos de la progenie, y se
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obtendria un nivel de resistencia mayor que en ambos padres ('®). En el caso “Regia
x Naqué” la segregacion fue hacia la susceptibilidad, lo que estaria causado por la
acumulacion de alelos desfavorables o combinaciones epistaticas que confieren
susceptibilidad en algunos individuos.

Aghnoum y Niks ('®) encontraron que la segregacion transgresiva es un
fendémeno muy comun en cebada cuando se estudia la resistencia parcial al oidio.
Una gran diversidad de genes de efecto cuantitativo contribuye a la resistencia a la
enfermedad. De acuerdo con los resultados en el presente trabajo, se deduce que la
resistencia a P. destructor estaria explicada por numerosos genes y se requiere la
acumulacion de estos alelos favorables para la expresion de altos niveles de
resistencia.

La herencia sesgada hacia la susceptibilidad en la FIS1 podria indicar,
ademas, que los alelos involucrados en la respuesta resistente son recesivos. El
cruzamiento con variedades susceptibles impide la expresion fenotipica de estos
alelos, que so6lo se pueden manifestar en homocigosis y quedan enmascarados en los
heterocigotos. Han sido reportados varios ejemplos de genes de susceptibilidad que
confieren resistencia por pérdida de funcién ('°). Por ejemplo, el gen mlo en cebada
que en estado recesivo confiere resistencia al oidio causado por Blumeria graminis
f.sp. hordei ('°), asi como un gen de la misma familia reduce la susceptibilidad al
oidio en Vitis vinifera (*°).

El cruzamiento “INIA Fagro Dulce x Regia” fue el tnico que tuvo
segregacion sesgada hacia la resistencia, y también el tnico en el que “Regia” actud
como dador de polen. Este resultado es indicativo de la presencia de efectos
reciprocos, si bien se requeriran mayores estudios, ya que las familias segregantes
estuvieron formadas por pocas lineas, y el cultivar “INIA Fagro Dulce” no fue
expresamente incluido como control. Es necesario corroborar si la herencia de la
resistencia estd influenciada por genes citoplasmaticos que se heredan con la madre.
En este caso, la expresion de la resistencia parcial en Regia podria ser inhibida en sus
progenies por la interaccion de alelos del padre susceptible con genes citoplasmaticos
provenientes de “Regia”. En cruzamientos reciprocos de maiz, Gonzalo et al. (*!)

estudiaron efectos genéticos reciprocos para varias caracteristicas fenotipicas, e
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identificaron y mapearon genes nucleares que intervienen en efectos reciprocos. Hay
poco consenso sobre la importancia relativa y la explotacion sistematica de los
efectos de la herencia reciproca. En general estos efectos no son consistentes en
todos los ambientes ni en todos los entornos genéticos (*!).

En este trabajo se realizo inicamente evaluacion fenotipica de la resistencia.
Se requerird contar con familias segregantes mas grandes para comprender con
mayor precision la base genética de la resistencia, en estudios que permitan integrar
marcadores moleculares para determinar la base genética y los mecanismos
involucrados. Cuando los efectos son soOlo aditivos, la acumulacion de alelos
favorables resulta en mayores niveles de resistencia. Para el mildiu de la lechuga, han
sido reportadas una gran variedad de interacciones entre loci que intervienen en la
resistencia cuantitativa, lo cual dificulta la herencia de la resistencia y su estudio (*?).
La identificacion de loci cuantitativos podria brindar informacion sobre la presencia
y abundancia de genes involucrados en la resistencia parcial frente a P. destructor en
las familias segregantes.

Las lineas avanzadas F1S2 mostraron un comportamiento intermedio entre
los padres. Esto se observo para las once lineas en la evaluacion de agosto y para
nueve de las once lineas en noviembre. Este comportamiento es esperable debido a
que estas lineas ya habian sido sometidas a un ciclo de seleccion, pero ninguna
alcanzo el nivel de resistencia de “Regia”, resultado indicativo de la base genética
compleja de esta caracteristica. Al igual que para otras caracteristicas complejas
como el rendimiento y la adaptacion, realizar mas de un ciclo de cruzamiento con
Regia podria contribuir a un mayor nivel de resistencia en las progenies.

La resistencia de los materiales en los que disminuye la severidad a medida
que avanza la estacion de crecimiento (por ejemplo, 22D, 22B y “Naqué”) estaria
asociada a la dificultad del patéogeno para reproducirse y generar infecciones
secundarias en el hospedero. Estos mecanismos de resistencia desencadenados una
vez que la infeccion inicial estd instalada también comprenden defensas del tipo
sistémicas. Por ejemplo, la via del acido salicilico es activada contra patdogenos

biotrofos, como P. destructor, y vinculada a mecanismos de defensa sistémica

41



adquirida (SAR) que implican la induccion de defensas en tejidos alejados al foco de
infeccion (3).

Por el contrario, la linea 10 A presentd una baja severidad inicial, pero alta
severidad al final de la temporada. La resistencia inicial indica que el hospedero
tendria barreras para la instalacion de la infeccion, pero una vez que el patdégeno
logra superarlas, las infecciones secundarias ocurren sin resistencia del hospedero.

La severidad y la proporcion de estomas enfermos (esporulados o estomas
con infeccion subestomatica) en observaciones histopatoldégicas miden parametros
diferentes. Con la severidad se evalta la proporcion del tejido de la planta afectado,
mientras que la evaluacion a nivel histoloégico apunta a caracterizar el tejido
infectado. Si bien son variables independientes, se encontré que estan altamente
correlacionadas.

Las diferencias en la composicion del total de estomas enfermos pueden
explicar diferentes mecanismos involucrados. La reduccion del desarrollo de la
epidemia es debida a varios componentes de la resistencia parcial: aumento del
periodo de latencia, menor frecuencia de la infeccion y menor produccion de esporas
(®). Los cambios entre una evaluacién y otra pueden deberse a diferentes procesos:
dificultad del patogeno para colonizar el tejido del hospedero o dificultad para
reproducirse y por lo tanto generar indculo para infecciones secundarias.

Este estudio contribuy6 a conocer las diferencias entre los materiales
evaluados en cuanto a los componentes de la resistencia parcial. Por un lado, las
diferencias en la capacidad del patdogeno de reproducirse en el tejido del hospedero a
través de la proporcion de estomas con esporulacion. Por otro lado, la capacidad de
colonizacion del tejido del hospedero a través de la proporcion de estomas con
infeccion en la camara subestomatica. En “Regia” y materiales que presentaron
menor severidad, el tejido infectado estuvo compuesto por mayor proporcion de
estomas sanos. La proporcion de estomas sanos comparativamente baja dentro del
tejido infectado podria tomarse como variable para la seleccion.

Ademas de la resistencia, las lineas avanzadas se evaluaron para variables de
interés agronomico como el peso y la calidad de los bulbos. En comparacion con los

cultivares nacionales no se encontraron diferencias significativas para el peso
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promedio del bulbo, lo que implica, que las lineas avanzadas seleccionadas por
resistencia tienen un potencial similar a cultivares nacionales comerciales. En la
conservacion poscosecha, color y forma del bulbo, hay diversidad entre lineas y con
respecto a los cultivares. Con estas lineas se ha avanzado en resistencia y existe
diversidad entre y dentro de las lineas para seleccionar por caracteristicas
agrondmicas. El siguiente paso serd seleccionar las lineas con mayor resistencia
parcial, y ajustar las caracteristicas agrondomicas hacia la liberacion de una variedad
de polinizacion abierta con buenas caracteristicas agrondomicas y moderadamente
resistente a P. destructor.

La conservacion poscosecha y la severidad resultaron independientes en el
analisis multivariado, por lo que se puede seleccionar por resistencia a P. destructor
sin que afecte la conservacion poscosecha. Lo mismo sucede con el porcentaje de
floracion, ya que lineas como la 22F, 22B, 22D mostraron baja severidad frente a P.
destructor, alto porcentaje de conservacion poscosecha y bajo porcentaje de
floracion.

En sintesis, se encontr6 un comportamiento recesivo de la resistencia de
“Regia” y la ocurrencia de efectos reciprocos, pero la determinacion de la base
genética de la resistencia requerira estudios que involucren poblaciones segregantes
mas grandes y marcadores moleculares. Las lineas mas resistentes no alcanzaron el
nivel de resistencia de “Regia”. No obstante, permitirian el desarrollo de un cultivar
de polinizacion abierta resistente a P. destructor en comparacion con los cultivares

nacionales disponibles, y con caracteristicas agrondmicas favorables.
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3. RELACIONES HISTOPATOLOGICAS ENTRE CEBOLLA

(Allium cepa 1..) Y Peronospora destructor Berk. Casp. 2

3.1. RESUMEN

El mildia de la cebolla causado por Peronospora destructor es una de las
enfermedades mas importantes del cultivo y de dificil control. Las observaciones
histologicas del proceso de infeccion y de las respuestas de la planta constituyen un
abordaje valioso para conocer las enfermedades y la identificacion de variabilidad
genética en la planta hospedera para el mejoramiento genético por resistencia. El
objetivo de este trabajo fue observar respuestas de defensa de la planta y estudiar
diferencias a nivel histologico entre materiales genéticos de cebolla con
comportamientos a campo diferentes frente a P. destructor. Se tomaron muestras de
hojas sanas y de hojas con manchas tipicas con signo de la enfermedad del cultivar
“Pantanoso del Sauce CRS” (PS, susceptible), “Regia” (resistencia parcial), y una
linea del cruzamiento “Regia x PS” (moderadamente susceptible). Se realizaron
cortes de hoja transversales con vibratomo y las muestras fueron coloreadas cono
tinciones especificas para observar respuestas de defensa del genotipo hospedero.
Las muestras fueron observadas al microscopio con luz transmitida y con filtro UV,
segun la tincion. Se observd que las hifas del patdogeno se desarrollan sélo en el
mesofilo en empalizada, y en ninguno de los genotipos la infeccion se expande al
parénquima esponjoso. Diferencias anatomicas en la estructura del mesofilo en
empalizada entre “Regia” y “PS” podria ser uno de los componentes asociados a la
respuesta resistente de “Regia”. No se observaron deposiciones de calosa, y la
acumulacion de compuestos fendlicos no necesariamente se vio asociada a los sitios
de infeccion. Es necesario continuar indagando para conocer las respuestas de

defensa en esta fuente de resistencia parcial.

Palabras clave: Oomycetes, resistencia cuantitativa, respuestas de defensa.

2 Este capitulo est4 preparado en base a las normas editoriales de “Agrociencia Uruguay”, para ser
publicado como Arias et al. “Relaciones histopatologicas entre cebolla (Allium cepa L.) y
Peronospora destructor Berk. Casp.”.
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3.2. SUMMARY

Histopathological relationships between onion (Allium cepa L.) and Peronospora
destructor Berk. Casp.

Onion mildew caused by Peronospora destructor is one of the main onion
cultivation and a hard to control diseases. Histological observations of the infection
process and plant defense responses constitute a valuable approach to understand
crop diseases and to identify host genetic variability for resistance breeding. The
objectives of this research were to observe plant defense responses and to analyze
histological differences between genetic materials with a range of field behavior
against P. destructor. Samples from health leaves and mildew spotted leaves were
collected, from the cultivar ‘Pantanoso del Sauce CRS’ (PS), susceptible, ‘Regia’
(partial resistant) and a breeding line ‘PS x Regia’ (moderately susceptible). Leaves
were catted out using a vibratome, and the samples were stained with specific stains
to observe host defense responses. Samples were observed under microscope with
transmitted light and UV filter, according to the staining. Peronospora destructor
hyphae were observed only within the palisade parenchima, and the infection did not
expand to the spongy parenchima in any genotype. Anatomical differences between
‘Regia’ and ‘PS’ palisade parenchima could be a component associated to resistant
response in ‘Regia’. Callose depositions were not identified. Cumulated phenolic
compound were observed, but not clearly associated to pathogen infection. Further

research is needed to understand partial resistance in ‘Regia’.

Keywords: Oomycetes, quantitative resistance, defence responses

3.3. INTRODUCCION

El mildiu del cultivo de cebolla (Allium cepa L.) causado por Peronospora
destructor (Pd) es una enfermedad foliar muy destructiva y de dificil control ('). Los
mildias son causados por Oomycetes de la familia Peronosporacea, del grupo
Stramenopila o Chromista (?). Son parésitos obligados y causantes de enfermedades

severas en numerosas plantas que incluyen a la mayoria de las hortalizas y gramineas
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cultivadas (). El midlid es un patdgeno obligado, por lo que se establece una
relacion intima entre las membranas celulares de la planta y el patdogeno, y se
generan oportunidades para el reconocimiento y la activacion de respuestas de
defensa (°).

En zonas en que las temperaturas durante el crecimiento del cultivo se
encuentran entre 1 — 23 °C y ocurren periodos prolongados de hoja mojada, el
desarrollo de sintomas es devastador, y las pérdidas de rendimiento mayores al 50%
(*). El control quimico de P. destructor es efectivo, aunque su aplicacion tiene
consecuencias ambientales y una percepcion social negativa (°). La resistencia de la
planta hospedera es una forma de control de enfermedades econdmica y
ambientalmente amigable (°).

En Uruguay, algunas variedades criollas y cultivares de tipo intermedio
tuvieron buen comportamiento frente a P. destructor. El cultivar “Naqué” tuvo una
incidencia inicial similar a cultivares susceptibles, pero menor severidad que éstos a
lo largo de la estacion de crecimiento, por lo que tendria componentes de resistencia
que limitan el desarrollo posterior de las infecciones establecidas (7). La variedad
“Regia”, de origen brasilero, fue la de mayor resistencia parcial con valores de
severidad significativamente inferiores a los cultivares susceptibles (7 ®). No se
disponia de resistencia genética completa en la base genética del cultivo de cebolla
para esta enfermedad (°), hasta que recientemente se introgresé el gen Pd proveniente
de Allium roylei ('°).

El andlisis de las relaciones histopatologicas podria contribuir a determinar
los mecanismos de defensa activados por la planta hospedera y su asociacion con la
durabilidad de la resistencia (). Las observaciones del proceso de infeccion y de las
respuestas histologicas de la planta constituyen otro abordaje para el estudio de las
relaciones planta patégeno (''). La presencia del patdgeno puede desencadenar
cambios anatomicos como el engrosamiento de la pared celular, deposiciones de
callosa en los sitios de penetracion, y cambios bioquimicos como la acumulacion de
peroxido de hidrogeno y otras especies reactivas de oxigeno (ROS), 6xido nitrico

(NO) y aumentos de los niveles de calcio (' 1% 13),
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La integridad de la pared y membrana celular es un mecanismo de resistencia
basal a la penetracion (). La modificacion de la composicién de la pared celular
significa una barrera para el avance del patdgeno ('°). El fortalecimiento de la pared
celular a través de la acumulacion de compuestos fenolicos (lignificacion) en los
sitios de penetracion tiene dos efectos en avance del patdogeno: disminuye la
vulnerabilidad de la pared a la degradacion dada por las enzimas que libera el
patégeno e impermeabiliza la célula lo que actia como una barrera para el libre
movimiento de nutrientes provocando la inanicion del patdgeno ('4). La deposicion
de compuestos fenolicos en las células epidérmicas es un mecanismo de resistencia
general. Para el patosistema Phytophthora infestans — Solanum tuberosum se
encontr6 que la deposicion de compuestos fenolicos no tiene relacion especifica con

la penetracion de las hifas del patogeno ('°).

El reconocimiento del patdégeno por el hospedero es seguido por deposiciones
en la pared celular, acumulacion, produccion y activacion de compuestos con efecto
antimicrobiano en el apoplasto. La acumulacion de calosa juega un rol importante
tanto en las respuestas de defensa del hospedero como en la resistencia del no
hospedero ('*). Ha sido reportado para Arabidopsis thaliana, que la deposicion de
calosa como respuesta de defensa es controlada por diferentes caminos de
sefalizacion que dependen de condiciones ambientales y de patrones moleculares
asociados al patégeno (PAMPs) (!°). La sincronizacion y la extension de la

deposicion de calosa se correlaciona con la efectividad de la resistencia (16).

El objetivo de este trabajo fue analizar las relaciones histopatologicas en la
variedad “Regia” utilizada como fuente de resistencia, en comparacion con el
cultivar “Pantanoso del Sauce CRS” (susceptible) y con una linea del cruzamiento

“Regia x Pantanoso del Sauce CRS” (comportamiento intermedio).

3.4. MATERIALES Y METODOS

Se compararon las reacciones histologicas de tres materiales con diferente
comportamiento frente a P. destructor, ya estudiados en los ensayos de severidad a
campo: “Pantanoso del Sauce CRS” (susceptible), “Regia” (resistencia parcial) y la

linea “PXR” 10A resultado del cruzamiento de “Pantanoso del Sauce CRS x Regia”
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(intermedia). Se tomaron muestras de tejido foliar sano, y del tejido infectado con
manchas tipicas y esporulacion visible de plantas a campo en las que la enfermedad
ocurrio naturalmente. Los trozos de hojas fueron aclarados con alcohol 95% durante
48 h, con recambio del alcohol a las 24 horas. Luego, las muestras se conservaron en
alcohol 95%. Se realizaron cortes transversales en las muestras de hojas con
vibratomo. Para los materiales “Pantanoso del Sauce CRS” y “PXR” el grosor de los
cortes fue de 9 um, mientras que para el cultivar “Regia” fue de 10,5 pm.

Para la evaluacion de diferencias en las dimensiones de las células del
parénquima en empalizada, se midieron diez células al azar en cada material
genético, y se realizd un analisis de varianza en INFOSTAT ('7).

Para la observacion diferencial de estructuras del patdgeno, las muestras de
todos los materiales fueron tratadas con una tincion de Solofenil flavine 7 GFE 0,1%
en agua durante 10 min y se observaron con microscopia de epifluorescencia (filtro
ultravioleta). Para la observacion de algunas respuestas de defensa de la planta frente
al patdgeno se utilizaron dos tinciones: (1) Safranina-O 0,01% en etanol 50% durante
15 minutos para observar la incorporacion de compuestos fenolicos; y (2) azul de
metilo 0,01% en solucion buffer fosfato pH 7.0 durante 30 minutos, con microscopia

de epifluorescencia (luz ultravioleta), para encontrar deposiciones de calosa.

3.5. RESULTADOS

Se realizaron observaciones histopatoldgicas cualitativas en tres materiales
vegetales con comportamientos contrastantes: el cultivar “Pantanoso del Sauce CRS”
con comportamiento susceptible, la variedad “Regia” que es la fuente de resistencia
parcial, y la linea “PXR 10 A”, derivada de los dos materiales anteriores y que tiene
comportamiento intermedio entre los dos padres en la severidad de la enfermedad
evaluada a campo.

Para todos los materiales se observo que la estructura que inicia la infeccion
es el esporangio, que forma una hifa con una estructura adhesiva (apresorio), y que
finalmente penetra a través de los estomas. Una vez que la hifa penetra por el estoma,
coloniza la camara subestomatica. En todas las muestras analizadas, la colonizacion
se dio so6lo en el mesofilo en empalizada y no trasciende al meso6filo esponjoso

(Figura 1).
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Figura 1. “Pantanoso del Sauce CRS”. Crecimiento de las hifas del patdogeno a través

del mesofilo en empalizada. Se observan hifas (indicadas con flechas) que se
desarrollan en profundidad en el tejido. Hay desarrollo de hifas enseguida por debajo
de la epidermis en paralelo a la capa de células de la epidermis. Tincion con azul de

metilo, observacion con luz fluorescente (UV: emision 420-425, excitacion 340-380).

Para los materiales ‘“Pantanoso” y “PXR” se observaron haustorios como
estructuras infectivas con cuello y cabeza que desarrolla el patdgeno para nutrirse de
las células del hospedero (Figura 2). Finalmente, el patéogeno desarrolla
zoosporangioforos que emergen a través de los estomas y produce esporangios, que
son capaces de generar nuevas infecciones (infecciones secundarias).

Las hifas del patogeno se restringieron al parénquima en empalizada, para el
cual “Regia” presenta diferencias anatomicas, y no se extienden al parénquima
esponjoso. Las diferencias observadas en la estructura del mesofilo en empalizada

entre los cultivares “Regia” y los otros dos materiales se analizaron (Figura 3).
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Figura 2. (a) Pantanoso del Sauce CRS y (b) linea PXR. Tincién con azul de metilo,
observacion con luz transmitida. Las flechas indican haustorios, en los que se observa

cuello y cabeza. Desarrollo en las células el mesofilo en empalizada.

a

Figura 3. Estructura del mesofilo de (a) “Regia”, (b) “PxR” y (c) “Pantanoso del

Sauce”. Tinciéon con Safranina—O. Se observaron diferencias en el espesor del

mesofilo en empalizada y en la estructura de las células que lo componen.
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Figura 4. Cortes de (a, d) “Regia”, (b, ¢) “PxR” y (c, f) “Pantanoso del Sauce CRS”,

tenidos con Safranina—O. Las imagenes superiores (a, b, ¢) son observaciones con luz
ultravioleta y las imagenes inferiores (d, e, f) las mismas imagenes con luz
transmitida. Se observaron deposiciones de compuestos fenolicos, pero no siempre
asociados al crecimiento de las hifas del patdégeno. Las flechas indican zonas de

deposicion de compuestos fenolicos.

Las células del mesofilo en empalizada de ‘Regia’ son mas globosas y el
tejido esta mas desorganizado que los otros materiales. El mesofilo en empalizada de
“PXR” y de “Pantanoso del Sauce” tiene células alargadas, cilindricas, que estan
perfectamente ordenadas, entre las cuales se ha observado gran desarrollo de las hifas

del patdgeno. La relacion entre el largo y el ancho de las células del mesofilo (ratio
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L/A) fue significativamente diferente para “Regia” (1,69) en comparacion con
“Pantanoso” (3,15) y “PXR” (3,3) (p < 0.05). No se observaron diferencias
significativas entre “Pantanoso del Sauce”, que tiene comportamiento susceptible, y
“PXR” que tiene comportamiento intermedio.

Se observo acumulacion de compuestos fendlicos en los tres materiales
analizados (Figura 4). Sin embargo, no siempre se asocid la presencia de fenoles con
la presencia del patogeno en el tejido vegetal. También se procesaron muestras para
observacion de deposicion de calosa, pero no se observo este mecanismo de

resistencia para los materiales estudiados (Figura 5).

. 100pm

Figura 5. Observaciones de tejido sano (controles) de (a) “Regia”, (b) “PxR” y (¢)
“Pantanoso del Sauce CRS”. No se observo acumulacion de compuestos fendlicos,
engrosamientos de pared o deposiciones de calosa para ninguno de los materiales

vegetales.

3.6. DISCUSION

En las observaciones al microscopio de tejido infectado se observd que el
patogeno coloniza sélo el mesofilo en empalizada y la infeccidn no penetra en el
mesofilo esponjoso. Las diferencias encontradas en la estructura del meso6filo en
empalizada entre materiales de diferente comportamiento frente a la enfermedad
podrian ser un componente de la resistencia parcial de “Regia”. El mesofilo en
empalizada de “Regia” en el que las células son mas desordenadas y tienen menor
relacion largo/ancho, tiene similitud con el mesofilo esponjoso. Esta diferencia en la

anatomia del tejido que es colonizado por el patdégeno podria ser parte de la
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estrategia del hospedero para dificultar el desarrollo del patdogeno una vez que
ingresa al tejido. La observacion de hifas del patdogeno en el parénquima en
empalizada de “Regia” es muy escasa.

La lineca “PXR” no mostré una estructura del mesofilo en empalizada
intermedia entre los dos padres, mientras que tuvo un comportamiento intermedio en
cuanto a la severidad evaluada a campo y a nivel histologico. Esto sugiere que,
ademas de la diferencia estructural en el mesofilo hay otros componentes vinculados
a la resistencia parcial en “Regia”.

El cultivar “Pantanoso del Sauce CRS” ha mostrado un comportamiento
susceptible frente a la enfermedad, tanto en este trabajo como en trabajos anteriores
(7). Sin embargo, es un cultivar que tiene buen rendimiento por su adaptacion a las
condiciones locales de produccion, mas alla de la ocurrencia de la enfermedad. Se
identifico la presencia de haustorios en las células del mesofilo en empalizada. Las
estructuras observadas son similares a las descriptas por Kortekamp (!®) para el
patosistema Plasmopora viticola — Vitis vinicola, en las que se puede observar un
haustorio que invagina la membrana celular. La estructura tiene un cuello y una
cabeza que se desarrolla dentro de la célula del hospedero, tal como fue descripto por
Kortekamp ('%).

En todas las muestras estudiadas la acumulacion de compuestos fenolicos se
observod en las células epidérmicas. Este fendmeno ha sido reportado para la papa en
infecciones con P. infestans ('°). La modificacion de la pared celular de las células
epidérmicas actia como una barrera para el avance del patogeno (14).

No se encontrd asociacion entre compuestos fendlicos y sitios de penetracion
e infeccion en “Regia”, que es la fuente de resistencia parcial, ni en la linea “PXR”
que ha mostrado niveles intermedios de resistencia entre el padre susceptible y el
resistente. Se analizd la presencia de compuestos fenolicos asociados a la infeccion
como encontraron Ponce de Leon et al. ('!) para Phiscomitrella patens ante la
infeccion de Botritys cinerea. Para este patosistema, observaron acumulacion de
compuestos fenolicos en torno a los sitios de penetracion de las hifas. La
acumulacion de compuestos fendlicos ha sido reportada en lechuga infectada por

Bremia lactucae (*°), donde se distinguieron dos fases: primero una alta acumulacion
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en los puntos de penetraciéon y una segunda fase en la que la acumulacion de
compuestos fenolicos en la vacuola se activa luego de que se haya producido un dafio
irreversible en la membrana de la célula penetrada. La lignificacion de la célula
(acumulacion de compuestos fendlicos) disminuye la vulnerabilidad a la degradacion
dada por enzimas del patdégeno e impermeabiliza las células generando la inanicion
del patogeno ().

En el presente estudio se observoé acumulacion de compuestos fenolicos en
los tres materiales analizados. No obstante, no se encontré deposicion asociada en los
puntos de penetracion ni a las zonas donde se desarrolla la infeccion. Para P.
infestans en infecciones en papa, ya ha sido reportado que la deposicion de
compuestos fenolicos en células epidérmicas no tiene relacion especifica con los
sitios de penetracion ('°). Esta respuesta de defensa es un mecanismo de resistencia
general ('), por lo que la deposicién de compuestos fendlicos observados en los tres
materiales estudiados puede deberse a diferentes tipos de dafios en el tejido foliar.

En sintesis, en este trabajo se observd que el micelio del patéogeno se
desarrolla en el mesofilo en empalizada, pero en ningun material se observo al
patdgeno en el mesofilo esponjoso. Diferencias en la anatomia del mesoéfilo podrian
explicar un componente de la resistencia parcial de “Regia”. Se observo deposicion
de compuestos fenodlicos en los tres materiales observados, pero no asociados a la
presencia de patdgeno. No se encontraron deposiciones de calosa. Si bien se
requieren mas estudios, con los resultados obtenidos se concluye que ninguno de

estos dos mecanismos formaria parte de las respuestas de resistencia de Regia.
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4. DISCUSION GENERAL

La variedad “Regia” se comportd consistentemente como un material con alto
nivel de resistencia parcial a P. destructor en todas las evaluaciones y con todas
metodologias usadas en este estudio. Ademads, esta resistencia parcial ha sido
consistente también en el tiempo, como ha sido descripto por Galvan et al. (2016a).
Sin embargo, los resultados demuestran que no ha sido sencillo transferir esta
resistencia a la descendencia. Luego de los cruzamientos realizados, muy pocos
individuos de la descendencia lograron un nivel de resistencia parcial similar a
“Regia”, y en general la segregacion suele ser sesgada hacia la susceptibilidad. Aun
mas, si bien en algunos casos la diferencia no es significativa, ninguna linea de la
progenie alcanza el nivel de resistencia de “Regia”.

Cada vez que se realiza un cruzamiento con “Regia” hay segregacion de la
resistencia. Esta segregacion permitira seleccionar individuos que tienen mejor
comportamiento frente a la enfermedad que el padre susceptible, aunque Ia
complejidad de la base genética de la resistencia no ha permitido generar una
poblacion que reproduzca el nivel de resistencia de “Regia”.

Con los resultados obtenidos, se plantearon dos hipotesis que pueden ser
complementarias y no necesariamente excluyentes. En la herencia de la resistencia
de “Regia” podrian estar involucrados genes recesivos, y la consecuente ausencia de
genes de susceptibilidad que facilitan el reconocimiento de la planta hospedera y
facilitan la penetracion celular, y que han perdido la funcion en la variedad resistente.
Este tipo de genes ha sido resefiado por Pavan et al. (2010). Otra hipotesis es que la
herencia podria ser poligénica, con varios genes involucrados. Las resistencias
poligénicas o cuantitativas son en general de baja heredabilidad, lo cual dificulta el
trabajo en los programas de mejoramiento. El control ambiental en el proceso de
seleccion puede mejorar la heredabilidad de la caracteristica y acelerar el avance
genético. La resistencia cuantitativa implica diferencias en los procesos involucrados
en el desarrollo de la epidemia (Niks et al., 2011). Conocer esos procesos ayudaria a
entender los mecanismos involucrados.

La resistencia recesiva resulta por mutaciones por pérdida de funcion de

genes que codifican factores de susceptibilidad (genes S) (Pavan et al., 2010). La

61



resistencia conferida por pérdida de funcion de genes S estd asociada a la formacion
de papilas y es raza no-especifica para el caso del gen ol-2 que confiere resistencia al
oidio en tomate (Pavan et al. 2007). Este tipo de mecanismo de resistencia también
ha sido reportado para otras especies como por ejemplo cebada (Pavan et al. 2010) o
resientencia a Bremia lactucae en lechuga (den Boer et al., 2014). Es complicado
trabajar con las resistencias recesivas en el mejoramiento tradicional, hay que
seleccionar el alelo recesivo en la progenie autofecundada en varias generaciones
(Pavan et al., 2007).

Diversos efectos génicos pueden estar involucrados en la resistencia parcial
de “Regia”, que la convierten en una resistencia de herencia compleja y de dificil
manejo. Debido a la presencia repetida de progenies con segregacion transgresiva se
infiere que en esta resistencia estan involucrados varios genes de efecto cuantitativo,
como fue descripto por ejemplo para la resistencia a Blumeria graminis de la cebada
por Aghnoum y Niks (2011). La herencia sesgada hacia la susceptibilidad podria
indicar que estan involucrados genes de susceptibilidad, como se discuti6 antes, los
cuales se expresarian fenotipicamente solo en estado recesivo y que han sido
reportados para el oidio de la vid (Pessina et al., 2016), entre muchos ejemplos. Por
otro lado, cuando la herencia de la resistencia parcial estd explicada por efectos
aditivos se espera una curva normal de segregacion, pero en este trabajo la
segregacion observada tuvo desvios respecto a lo esperado. Ademas de los efectos
aditivos, podrian estar involucrados efectos no aditivos, epistaticos, que lleven a que
la acumulacion de alelos favorables no tenga una respuesta lineal en el aumento de la
resistencia (den Boer et al., 2014).

En todos los cruzamientos “Regia” actué como madre y la segregacion fue
sesgada hacia la susceptibilidad y en el caso de 14609 fue intermedia y sin sesgos.
Sin embargo, en el cruzamiento en que “Regia” actud6 como dador de polen, la
herencia fue intermedia y sesgada hacia la resistencia. Esto puede indicar que hay un
efecto negativo sobre la herencia cuando “Regia” actuia como madre y le pasa a su
descendencia los genes citoplasmaticos. Con estos resultados, se deduce que esta
resistencia es cuantitativa y que puede haber interaccion (epistasis) entre genes
citoplasmaticos y nucleares involucrados en los mecanismos de resistencia. Alelos

provenientes del padre susceptible tendrian un efecto de bloqueo sobre genes
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citoplasmaticos que confieren resistencia en ‘“Regia”. Es necesario realizar mas
cruzamientos reciprocos para confirmar y comprender los mecanismos involucrados
en este fenomeno.

La seleccion sobre las lineas “PXR F1S2” fue efectiva. Se logré avance
genético en la resistencia parcial, y existe dentro de las poblaciones variabilidad para
seleccionar por -caracteristicas agrondomicas deseadas. La seleccion de estos
materiales avanzados en el programa de mejoramiento por resistencia a P. destructor
apunta ahora a afinar caracteristicas de calidad del bulbo para lograr un cultivar que
tenga menor severidad frente a P. destructor y una calidad similar a la de “Pantanoso
del Sauce” (cultivar que ha sido ampliamente adoptado por los productores dadas sus
caracteristicas agronomicas).

En el andlisis histologico se encontrd una diferencia en la estructura en el
mesofilo en empalizada entre los materiales analizados. “Regia” mostré un mesoéfilo
mas desorganizado y con células mas cubicas. Sin embargo, los materiales “PXR” y
“Pantanoso del Sauce” no se diferenciaron en la forma de las células, pero si lo
hicieron cuando se evaluo6 la severidad a P. destructor. La diferencia estructural
podria no estar involucrada en los mecanismos de resistencia de la planta, pero los
resultados indican que ademas de la diferencia estructural del mesoéfilo, hay otros
mecanismos involucrados en la resistencia parcial que explican el comportamiento
intermedio de “PXR”.

Bajo la hipotesis de que la diferencia del mesofilo en empalizada esté
parcialmente vinculada a la resistencia parcial de “Regia” hay varios puntos que
considerar. Primero, P. destructor es un patdogeno que se desarrolla en el mesofilo en
empalizada y no en el esponjoso, por lo que esta diferencia estructural podria impedir
o dificultar el crecimiento de las hifas. En segundo lugar, esta estructura
desorganizada de “Regia” podria explicar parte de la resistencia parcial frente a P.
destructor y la alta susceptibilidad a otros patogenos foliares de la cebolla. Si el
primer y el segundo punto se confirman, entonces puede ser que este componente no
se herede facilmente ya que cuando se realiza seleccion no so6lo se selecciona por
resistencia a P. destructor sino también por resistencia a otras enfermedades y
calidad del bulbo. Por lo tanto, las progenies que son susceptibles a otras

enfermedades y resistentes a P. destructor no continuarian en el programa de
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mejoramiento y si las que heredan otros componentes de resistencia. Esto explicaria
que la linea “PXR” tenga un nivel de resistencia mayor que “Pantanoso del Sauce” y
que no tenga la misma estructura del mesofilo de “Regia”.

Se observo deposicion de compuestos fendlicos en las células epidérmicas en
los tres materiales estudiados, aunque no se asociaron a zonas de penetracion ni
colonizacion del tejido del hospedero. La modificacion de la pared celular y
mecanismos como el fortalecimiento de la pared celular de las células epidérmicas
del hospedero significan una barrera para el avance del patégeno (Vandana et al.,
2019). Este mecanismo esta presente en las células epidérmicas de los tres materiales
estudiados, independientemente de la respuesta frente a P. destructor. La deposicion
de compuestos fendlicos en las células epidérmicas es un mecanismo de defensa
general (Rubio-Covarrubias et al., 2006), por lo que las deposiciones observadas para
los tres materiales responderian a otro tipo de dafio celular. En “Regia”, que presenta
resistencia parcial, se esperaba que la frecuencia y la extension de las deposiciones
fueran mayores que en “Pantanoso del Sauce”. La deposicion de compuestos
fenolicos son un tipo de defensa presente en cebolla, pero no parece asociado
especificamente a la infeccion de P. destructor. Por otro lado, no se encontraron
deposiciones de calosa en los tres materiales vegetales estudiados.

Es necesario superar dificultades que ha presentado P. destructor para el
trabajo en condiciones controladas, y ajustar una metodologia que permita reproducir
el ciclo de la enfermedad en condiciones controladas. Esto no s6lo permitiria generar
indculo para realizar inoculaciones en cualquier momento del afio, sino que también
permitiria comparar materiales mas rigurosamente.

Para comprender mas cabalmente los mecanismos de resistencia y
susceptibilidad involucrados en los materiales “Regia”, “PXR” y “Pantanoso del
Sauce CRS” es necesario descubrir cudles son las respuestas de la planta frente al
patoégeno, comprender las respuestas basales o mecanismos de defensa pasiva y
poder cuantificar la cantidad de patégeno en cada uno de los materiales con el mismo
tiempo desde la inoculacion en condiciones controladas, por ejemplo mediante la

técnica de q-PCR.
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5. CONCLUSIONES

EL alto nivel de resistencia parcial de “Regia” fue consistente en todas las
evaluaciones y coincide con reportes anteriores para este material. Las progenies
provenientes de los cruzamientos de cultivares nacionales con “Regia” mostraron
una segregacion cuantitativa y variable. Este resultado implica diversidad de
mecanismos involucrados en la resistencia parcial y diversidad genética dentro de las
poblaciones estudiadas.

Diversos efectos génicos podrian estar involucrados (aditivos y epistaticos).
La herencia de la resistencia parcial en “Regia” es de herencia compleja y de dificil
manejo en los programas de mejoramiento. La segregacion fue predominante hacia la
susceptibilidad en progenies entre “Regia” y variedades susceptibles. La excepcion
fue cuando “Regia” actué como dador de polen. Mecanismos como la epistasis entre
genes nucleares y citoplasmaticos podrian estar involucrados en esta respuesta. Es
necesario realizar mas cruzamientos reciprocos para confirmar este resultado.

La determinacion de la base genética de la resistencia requerird mayores
estudios que involucren poblaciones segregantes mas grandes y marcadores
moleculares. Con los resultados alcanzados se plantea como hipotesis para la
herencia de la resistencia el efecto de genes de susceptibilidad (herencia recesiva) y
de genes menores de herencia poligénica. Esto hace que esta resistencia sea dificil de
heredar a las progenies.

La seleccion de las lineas avanzadas mas resistentes fue efectiva en severidad
y caracteristicas agrondmicas. Las lineas seleccionadas tuvieron un potencial de
rendimiento similar a los cultivares nacionales. No obstante, las lineas avanzadas
alcanzaron una respuesta intermedia que no reproduce el nivel de resistencia de
“Regia”. En caracteristicas como el color, forma y conservacion poscosecha hay
diversidad entre las lineas y con respecto a los cultivares nacionales.

La menor severidad a campo en las lineas seleccionadas por resistencia se
corresponde con una mayor proporcion de estomas sanos en las lesiones, con una

correlacion positiva entre las variables.
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Las lineas avanzadas permitiran el desarrollo de un cultivar resistente a P.
destructor en comparacion con los cultivares nacionales disponibles.

Las hifas del patdogeno colonizan solamente el meséfilo en empalizada, para
ningun material se observa al patdgeno en expansion hacia el mesofilo esponjoso.
Diferencias en la estructura anatémica del mesofilo en empalizada podrian explicar
un componente de la resistencia parcial de “Regia”, aunque este componente no es el
que explica el comportamiento intermedio de “PXR”.

Se observo acumulacion de compuestos fendlicos en los tres materiales, pero
no asociado a zonas de penetracion o colonizacion por P. destructor. El
fortalecimiento de la pared celular a través de la deposicion de compuestos fenolicos
no seria un mecanismo especifico de resistencia a P. destructor. La acumulacion de
calosa no formaria parte de los mecanismos de resistencia, no se observo para

ninguno de los materiales vegetales estudiados.
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7. ANEXOS

Cuadro 1. Evaluacion de la segregacion de caracteristicas poscosecha para las seis
familias segregantes F1S1 y los cuatro cultivares contoles: peso promedio del bulbo
(PPB), cociente entre el didmetro mayor y diametro menor (DM/dm), conservacion

poscosecha (%).

FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
14609 62,8 12,9 68,8
A 44,1 9,8 76,5 30-Nov
58,5 17,1 76,4 30-Nov
C 81,2 16,3 55,8 30-Nov
D 60,6 9,2 75 7-Dic
E 84,6 13,2 67 19-Dic
F 59,7 15,6 86,8 7-Dic
G 76,5 8,2 100 19-Dic
H 65,6 11,5 89,2 30-Nov
I 57,9 15,4 40 11-Dic
J 65,1 13,7 67,3 7-Dic
K 59,9 12,7 72,2 7-Dic
L 67,1 17,7 80 7-Dic
M 66 12,1 60 12-Dic
N 49,8 10,7 94 12-Dic
0] 63,1 8,7 75 7-Dic
14603 64,3 12 73,5
A 66,5 13,4 69,4 20-Nov
105,7 8,4 61,5 28-Nov
C 69,3 8,4 63,1 28-Nov
D 60,3 11,7 81,4 30-Nov
E 70,2 10,1 73,7 28-Nov
F 59 13,2 79,2 30-Nov
G 58,6 13,4 58,6 30-Nov
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FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
H 37,6 13,8 60,7 28-Nov
58,4 14,8 68,6 30-Nov
J 76,8 10,2 84,9 30-Nov
K 82,5 10,7 82,3 28-Nov
L 83,6 10,5 82,5 28-Nov
M 72,8 15,2 76,3 28-Nov
N 43 8,8 68,1 30-Nov
0] 61,7 12 47,2 30-Nov
P 88,1 16,9 78,3 18-Dic
Q 56,4 13,4 80,9 9-Dic
R 66,3 10,3 75 28-Nov
S 81,1 10,3 64,7 30-Nov
T 59,8 8,6 42,1 9-Dic
U 45,8 18,7 91,7 9-Dic
14606 72,5 13,4 66,4
A 60,6 19,3 54,5 19-Dic
57,9 15,8 60 5-Dic
C 49,3 8,7 45 19-Dic
D 66,4 14,7 49 7-Dic
E 56,1 39,6 50 19-Dic
F 41,6 12,6 30,7 6-Dic
G 93,1 14,2 75 7-Dic
H 111,4 14,1 80,1 14-Dic
I 68,1 15,7 70 6-Dic
J 68,3 13,4 69,2 12-Dic
K 63,2 10,9 66,7 30-Nov
L 66,7 10,4 62,5 6-Dic
M 79,9 14,8 81,6 7-Dic
14611 80,9 11,6 71,9
A 81,5 9,9 84,1 6-Dic
B 98,9 8,4 57,1 19-Dic
C 79,9 16,3 66,7 19-Dic
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FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
D 74,3 6,8 89,5 6-Dic
E 82,6 30,6 78,6 19-Dic
F 69,5 18,9 68,7 6-Dic
G 77,5 14,1 82,4 6-Dic
H 70,8 19,7 82,9 7-Dic
I 78,8 11,9 83,3 6-Dic
J 91 9,3 80 7-Dic
K 91,5 14,9 85,7 6-Dic
L 116,7 20,1 88,2 6-Dic
M 136,3 19,3 68,7 19-Dic
N 57,9 24,2 70,6 30-Nov
N 110 10,6 18,7 19-Dic
o 75 21,7 90,9 7-Dic
P 108,8 12,9 73,3 7-Dic
Q 81,7 12,9 83,3 7-Dic
R 68,8 7,8 53,8 30-Nov
S 71,5 9,9 62,3 19-Dic
T 85,9 11,9 68,4 6-Dic
U 92,7 12,1 60 6-Dic
v 54,3 11,8 86,8 30-Nov
W 91,5 10,9 86,5 19-Dic
X 68,8 9,1 81,2 7-Dic
Y 102,1 14,9 83,3 19-Dic
V4 63,6 7.4 26,3 30-Nov

15601 78,5 9,6 32,9

A 83,7 7,4 24,2 4-Dic
87,9 7,9 21,5 28-Nov

C 52,7 7,9 9.4 20-Nov

D 112,6 11,4 36,8 4-Dic

E 67,1 9.8 36,8 4-Dic

F 103,4 28,7 58,8 4-Dic

G 46,3 4,7 15,8 28-Nov
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FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
H 50,9 20,2 38,9 4-Dic
72,3 9,7 23,5 4-Dic
J 90,1 8,1 20 4-Dic
K 59,3 4,9 5,6 20-Nov
L 88 13,2 25 18-Dic
M 79,1 8,6 48,6 4-Dic
N 101,7 12,2 57,6 4-Dic
0 86,2 8,7 36 11-Dic
P 85,1 9,7 64,3 4-Dic
15605 126,6 12,4 61,5
A 99,5 13,6 64,8 5-Dic
95,1 10,8 66,7 5-Dic
C 101,1 13,2 68,3 5-Dic
D 127,1 8,7 61,5 4-Dic
E 127,1 14,7 51,2 5-Dic
F 141,4 10,2 26,3 18-Dic
G 131,5 13,3 65,2 7-Dic
H 117,9 15,4 12,2 5-Dic
I 118,7 10,8 15 5-Dic
J 149,7 13,9 18,7 18-Dic
K 125,2 18,5 52,6 18-Dic
L 134,7 9,5 15,8 5-Dic
M 150,9 13,4 55,6 18-Dic
N 88,9 7,7 48,6 5-Dic
N 144,5 17,1 64,7 7-Dic
0 131,1 12,2 52,6 5-Dic
P 128,3 14,9 46,7 5-Dic
Q 103,9 15,1 73 4-Dic
R 128,1 10,3 56,3 5-Dic
S 128,4 12,2 46,2 4-Dic
T 137,7 10,5 73,3 5-Dic
U 127 10,5 84 5-Dic
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FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
v 125,1 174 77,5 4-Dic
w 154,7 15,4 68,4 5-Dic
X 124,9 11,9 52,8 5-Dic
Y 136,9 12,7 52,8 5-Dic
z 147,3 14 64,7 7-Dic
Al 122.8 12,2 58,6 28-Nov
Bl 134,7 14,7 75 5-Dic
Cl 113,7 12,6 72,2 5-Dic
DI 106,7 12,5 70,9 4-Dic
El 140,7 12,6 70,4 5-Dic
F1 1383 11,5 77,5 18-Dic
Gl 117,5 12,5 63,1 14-Dic
H1 141,5 17,8 65 5-Dic
11 145,8 11,5 61,4 18-Dic
hj| 135,4 15,2 53,3 14-Dic
K1 140 14,5 30 18-Dic
L1 168,5 12,7 21,4 18-Dic

Ml 122,2 10,6 72,7 5-Dic
N1 121,9 15,2 70 18-Dic
N1 138 11,8 59,4 18-Dic
o1 131,6 14,8 65,4 5-Dic
Pl 121 13,9 75 10-Dic
Ql 174,2 14,7 77.8 4-Dic
RI 86,9 15,9 33,3 18-Dic
S1 128,2 13,5 72,2 5-Dic
T1 107,5 12,9 57,1 4-Dic
Ul 145.,9 14,9 68,9 5-Dic
\%| 79,9 18,2 66,7 4-Dic
Wi 111,9 15,4 72,9 5-Dic
X1 130,2 8,7 86,1 6-Dic
Y1 133,2 11,6 69,4 6-Dic
Z1 137,9 21,6 81,3 6-Dic
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FAMILIA PPB DM/dm %CONS COSECHA
A2 104,7 10,5 42,8 14-Dic
B2 142,8 8,7 61,1 7-Dic
C2 77,9 10,1 6,3 4-Dic
D2 134 12,8 57,9 5-Dic
E2 127,5 9,9 62,5 12-Dic

Pantanoso 110,3 20,1 84,9 19-Dic

Regia 104,6 7,2 33,7 28-Nov
Casera 63,3 9.4 40,2 20-Nov
Naqué 65,1 16,1 69,3 14-Dic
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Cuadro 2. Evaluacion de la segregacion de caracteristicas poscosecha: color. Las

categorias de color evaluadas fueron blanca, marrén blanquecina (MB), marron claro

(MC), marrén claro rojiza (MCR), marrén (M), marron rojizo (MR), marrén oscuro

(MO), marrén oscuro rojizo (MOR) y rojizo (R).

FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
14609 0,00 0,01 047 006 039 0,04 002 0,00 0,00
A 0,03 0,03 05 000 034 007 000 000 0,00
B 0,05 000 061 000 030 0,04 000 000 0,00
C 0,00 000 047 003 027 017 006 0,00 0,00
D 0,00 0,00 029 021 043 0,07 0,00 0,00 0,00
E 0,00 003 076 021 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
F 0,03 0,00 029 000 050 0,10 0,08 0,00 0,00
G 0,00 0,00 064 036 000 0,00 000 000 0,00
H 0,00 0,00 054 003 043 0,00 0,00 0,00 0,00
I 0,00 0,00 054 033 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00
J 0,00 002 031 0,14 045 002 0,04 0,02 0,00
K 0,00 0,00 061 000 039 0,00 000 000 0,00
L 0,00 0,00 0,00 0,00 065 025 0,00 0,00 0,00
M 0,00 0,00 0,71 0,00 029 0,00 0,00 0,00 0,00
N 0,00 0,00 0,12 000 076 0,00 0,12 0,00 0,00
O 0,00 0,00 05 029 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
14603 0,00 001 o051 016 021 0,09 006 0,01 0,00
A 0,00 0,00 063 006 031 0,00 000 000 0,00
B 0,00 000 046 015 023 0,08 0,00 0,08 0,00
C 0,00 0,00 0,10 037 000 053 000 0,00 0,00
D 0,00 0,02 066 012 0,10 0,0 0,00 0,00 0,00
E 0,00 037 037 005 0,16 0,05 0,00 0,00 0,00
F 0,00 0,00 055 000 039 006 000 000 0,00
G 0,02 0,03 052 000 041 002 0,00 0,00 0,00
H 0,00 0,00 057 021 0,14 0,08 0,00 0,00 0,00
I 0,00 0,00 034 037 009 002 0,00 000 0,00
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FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
J 0,00 0,00 052 015 023 0,08 000 002 0,00
K 0,00 003 05 023 0,112 0,03 030 0,00 0,00
L 0,00 0,00 0,17 037 020 026 0,00 0,00 0,00
M 0,00 0,00 o040 043 007 0,10 0,00 0,00 0,00
N 0,00 0,00 068 004 0,19 0,09 000 000 0,00
o 0,00 0,00 048 026 023 0,03 0,00 0,00 0,00
P 0,00 0,02 063 003 023 007 002 000 0,00
Q 0,00 0,05 048 024 0,04 0,05 0,02 0,02 0,00
R 0,00 000 041 009 037 0,13 0,00 0,00 0,00
S 0,00 0,00 006 024 029 041 0,00 0,00 0,00
T 0,00 0,11 031 042 0,05 0,11 0,00 0,00 0,00
U 0,00 0,00 071 004 0,115 0,00 0,00 0,00 0,00

14606 0,00 0,01 051 003 041 001 0,04 0,00 0,00
A 0,00 0,00 054 010 036 0,00 000 0,00 0,00
B 0,00 0,00 051 002 043 0,00 0,04 0,00 0,00
C 0,00 030 047 000 050 0,00 000 000 0,00
D 0,00 0,00 051 000 044 0,00 005 0,00 0,00
E 0,00 0,00 0,05 000 050 000 000 000 0,00
F 0,00 0,00 075 0,08 0,17 0,00 000 0,00 0,00
G 0,00 0,00 056 009 035 0,00 000 000 0,00
H 0,00 0,00 0,16 001 063 001 0,19 0,00 0,00
I 0,00 0,00 0,67 003 030 0,00 0,00 000 0,00
J 0,00 0,00 069 003 025 0,03 000 000 0,00
K 0,00 002 061 007 028 0,00 0,02 0,00 0,00
L 0,00 0,03 031 003 060 003 000 000 0,00
M 0,00 0,00 068 000 032 0,00 000 000 0,00

14611 0,010 034 007 046 007 004 004 0,01 0,00
A 0,00 031 001 054 003 010 0,10 0,01 0,00
B 0,00 037 002 061 000 000 000 000 0,00
C 0,00 042 008 028 0,14 0,08 0,08 0,00 0,00
D 0,00 032 000 068 000 000 000 000 0,00
E 0,00 050 0,15 021 007 007 007 000 0,00
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FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
F 0,00 026 0,00 060 007 007 007 000 0,00
G 0,00 047 000 047 000 0,00 006 0,00 0,00
H 0,02 066 006 026 000 0,00 000 000 0,00
I 0,06 006 000 088 000 0,00 000 000 0,00
J 0,00 035 023 032 005 005 005 000 0,00
K 0,06 043 000 048 003 0,03 000 000 0,00
L 0,00 023 006 047 024 024 0,00 0,00 0,00
M 0,07 020 020 046 007 0,07 000 0,00 0,00
N 0,03 039 003 042 0,00 0,10 0,03 0,00 0,00
N 0,00 029 029 021 021 021 0,00 0,00 0,00
O 0,00 030 0,00 060 000 000 0,10 000 0,00
P 0,07 0,00 0,00 057 029 029 007 000 0,00
Q 0,00 033 017 027 0,17 017 0,06 0,00 0,00
R 0,00 0,08 008 031 023 023 0,15 0,15 0,00
S 0,00 026 006 053 005 005 008 002 0,00
T 0,00 053 016 026 005 005 0,00 000 0,00
U 0,00 0,60 005 030 000 000 005 000 0,00
v 0,06 025 002 049 006 006 006 0,06 0,00
A\ 0,00 035 003 054 005 005 000 003 0,00
X 0,00 020 0,00 060 0,13 0,13 0,07 0,00 0,00
Y 0,00 33,00 11,00 056 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V4 0,00 032 021 026 021 021 0,00 0,00 0,00

15601 0,00 0,00 0,14 004 047 018 0,21 0,06 0,00
A 0,00 0,00 024 003 030 021 0,12 0,10 0,00
B 0,00 0,00 038 031 031 0,00 000 000 0,00
C 0,00 0,00 0,07 000 08 0,00 004 000 0,00
D 0,00 0,00 0,18 006 0,18 041 0,11 0,06 0,00
E 0,00 0,00 005 000 042 021 032 0,00 0,00
F 0,00 0,00 0,00 000 053 012 035 0,00 0,00
G 0,00 0,00 0,17 0,00 083 0,00 000 000 0,00
H 0,00 0,00 0,09 000 055 000 036 000 0,00
I 0,00 0,00 0,06 006 018 0,15 023 032 0,00
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FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
J 0,00 0,00 038 0,08 038 0,16 0,00 0,00 0,00
K 0,00 0,00 000 000 077 023 0,00 0,00 0,00
L 0,00 0,00 0,08 000 084 0,08 0,00 0,00 0,00
M 0,00 0,00 0,16 003 029 044 0,05 0,03 0,00
N 0,00 0,00 0,15 000 053 017 0,12 0,03 0,00
o 0,00 0,00 0,12 0,08 053 023 004 000 0,00
P 0,00 0,00 031 0,08 046 0,15 0,00 0,00 0,00

15605 0,00 0,01 0,16 004 041 011 023 0,05 0,00
A 0,00 0,00 022 000 039 007 020 0,11 0,00
B 0,00 0,00 0,10 0,02 038 0,10 040 0,00 0,00
C 0,00 0,00 0,17 0,00 032 002 042 0,00 0,00
D 0,00 0,03 008 008 062 015 005 0,00 0,00
E 0,00 002 021 005 035 012 026 0,00 0,00
F 0,00 0,00 006 025 025 044 0,00 0,00 0,00
G 0,00 0,01 020 0,12 020 026 0,14 0,06 0,00
H 0,00 0,00 006 002 020 0,12 041 0,18 0,00
I 0,00 0,00 029 0,00 053 006 006 006 0,00
J 0,00 0,00 0,00 000 060 030 0,10 0,00 0,00
K 0,00 0,00 005 032 037 026 000 000 0,00
L 0,00 0,00 0,13 000 067 020 0,00 0,00 0,00
M 0,00 000 033 0,13 027 020 0,07 0,00 0,00
N 0,00 0,00 0,19 003 048 0,13 0,13 0,03 0,00
N 0,00 0,00 006 006 053 015 009 0,12 0,00
O 0,00 0,00 005 000 058 011 0,16 0,11 0,00
P 0,00 0,08 0,17 0,08 050 0,17 0,00 0,00 0,00
Q 0,00 0,00 022 003 038 0,14 0,22 0,03 0,00
R 0,00 000 0,11 002 028 022 026 0,11 0,00
S 0,00 0,00 0,00 0,02 040 0,04 038 0,06 0,00
T 0,00 0,00 0,00 000 060 020 020 0,00 0,00
U 0,00 0,02 0,14 003 041 0,08 029 0,03 0,00
v 0,00 0,00 0,11 000 043 0,14 024 0,08 0,00
W 0,00 0,00 032 00 021 026 000 016 0,00
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FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
X 0,00 0,00 024 006 059 001 008 001 0,00
Y 0,00 0,03 013 0,00 050 009 0,116 0,09 0,00
V4 0,00 0,00 027 006 055 002 021 0,00 0,00

Al 0,00 0,00 035 007 055 012 0,09 0,04 0,00
B1 0,00 0,00 0,18 006 035 0,18 0,18 0,06 0,00
C1 0,00 0,03 0,12 009 053 006 021 0,00 0,00
D1 0,00 0,00 0,16 006 039 023 0,10 0,03 0,00
El 0,00 0,00 0,08 000 036 003 053 000 0,00
F1 0,00 0,00 009 005 041 007 032 0,05 0,00
Gl 0,00 000 022 011 044 0,11 0,17 0,06 0,00
HI 0,00 0,00 0,16 004 036 005 029 0,03 0,00
n 0,00 0,00 0,19 000 035 006 026 011 0,00
J1 0,00 0,00 020 0,00 0,14 033 033 0,00 0,00
K1 0,00 0,00 032 000 053 005 005 005 0,00
L1 0,00 0,00 036 000 029 0,14 0,14 0,07 0,00
M1 0,00 0,00 024 000 045 0,11 0,16 0,04 0,00
NI 0,00 0,05 020 025 040 0,0 0,00 0,00 0,00
N1 0,00 0,00 006 006 037 011 023 0,17 0,00
Ol 0,00 0,00 021 000 027 0,10 037 0,06 0,00
P1 0,00 0,00 0,14 002 037 012 032 0,04 0,00
Ql 0,00 0,00 006 000 094 0,00 000 0,00 0,00
R1 0,00 0,00 027 0,00 067 006 000 000 0,00
S1 0,00 0,00 0,11 000 053 000 031 006 0,00
T1 0,00 0,00 0,08 000 046 038 008 0,00 0,00
Ul 0,00 0,02 009 004 040 0,18 023 0,04 0,00
V1 0,00 006 0,11 017 039 0,00 027 0,00 0,00
Wi 0,00 0,00 0,08 000 041 800 035 0,08 0,00
X1 0,00 0,00 020 0,00 034 003 043 0,00 0,00
Y1 0,00 0,00 0,10 0,00 045 0,18 022 0,05 0,00
Z1 0,00 003 039 006 023 006 0,19 003 0,00
A2 0,00 0,00 003 000 036 014 039 0,08 0,00
B2 0,00 0,00 0,17 0,02 071 0,08 0,02 0,00 0,00
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FAMILIA Blanca MB MC MCR M MR MO MOR R
C2 0,00 0,00 037 000 050 013 0,00 0,00 0,00
D2 0,00 0,00 021 0,00 047 0,00 024 0,08 0,00
E2 0,00 0,00 0,09 000 025 013 044 0,09 0,00
Pantanoso 0,00 0,00 033 0,01 050 0,08 008 0,00 0,00
Regia 0,00 0,00 039 0,12 036 011 0,12 0,00 0,00
Casera 0,01 041 0,07 040 0,08 0,03 0,00 000 0,00
Naqué 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 1,00
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Cuadro 3. Evaluacion de la segregacion de caracteristicas poscosecha: forma. Las

categorias evaluadas fueron: alargada, esférica alargada (esf — alarg), trompo,

esférica, esférica achatada (esf — achat), achatada y doble.

FAMILIA Alargada Esf-alarg Trompo Esférica Esf-achat Achatada Doble
14609 0,31 0,41 0,04 0,23 0,00 0,00 0,00
A 0,22 0,63 0,00 0,15 0,00 0,00 0,04
B 0,30 0,50 0,04 0,10 0,02 0,00 0,00
C 0,15 0,47 0,06 0,32 0,00 0,00 0,00
D 0,60 0,26 0,07 0,07 0,00 0,00 0,00
E 0,30 0,40 0,09 0,18 0,00 0,03 0,00
F 0,31 0,26 0,15 0,26 0,02 0,00 0,07
G 0,36 0,29 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00
H 0,51 0,32 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00

1 0,53 0,27 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00

J 0,19 0,44 0,02 0,35 0,00 0,00 0,00
K 0,33 0,39 0,11 0,17 0,00 0,00 0,00
L 0,10 0,55 0,00 0,35 0,00 0,00 0,00
M 0,28 0,36 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00
N 0,25 0,38 0,00 0,38 0,00 0,00 0,00
o 0,41 0,24 0,00 0,35 0,00 0,00 0,00
14603 0,32 0,35 0,12 0,21 0,00 0,00 0,05
A 0,37 0,33 0,14 0,16 0,00 0,00 0,00
B 0,08 0,31 0,23 0,38 0,00 0,00 0,00
C 0,43 0,16 0,10 0,21 0,00 0,00 0,10
D 0,15 0,44 0,02 0,39 0,00 0,00 0,00
E 0,26 0,37 0,16 0,16 0,00 0,00 0,05
F 0,35 0,42 0,06 0,17 0,00 0,00 0,00
G 0,37 0,41 0,02 0,20 0,00 0,00 0,00
H 0,50 0,29 0,03 0,18 0,00 0,00 0,00

1 0,28 0,03 0,66 0,03 0,00 0,00 0,00

J 0,17 0,38 0,15 0,30 0,00 0,00 0,00
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FAMILIA Alargada Esf-alarg Trompo Esférica Esf-achat Achatada Doble
K 0,12 0,23 0,03 0,56 0,03 0,00 0,03
L 0,33 0,23 0,30 0,15 0,00 0,00 0,00
M 0,49 0,26 0,02 0,23 0,00 0,00 0,00
N 0,59 0,33 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
(0] 0,24 0,34 0,15 0,25 0,00 0,00 0,02
P 0,19 0,59 0,03 0,19 0,00 0,00 0,00
Q 0,16 0,47 0,09 0,28 0,00 0,00 0,00
R 0,41 0,41 0,06 0,12 0,00 0,00 0,00
S 0,05 0,42 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00
T 0,40 0,42 0,08 0,10 0,00 0,00 0,00
U 0,79 0,13 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00

14606 0,27 0,31 0,18 0,19 0,03 0,02 0,00
A 0,45 0,10 0,27 0,18 0,00 0,00 0,00
B 0,36 0,36 0,22 0,06 0,00 0,00 0,00
C 0,47 0,27 0,20 0,06 0,00 0,00 0,00
D 0,33 0,41 0,23 0,03 0,00 0,00 0,00
E 0,13 0,63 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00
F 0,33 0,33 0,18 0,08 0,00 0,08 0,00
G 0,06 0,22 0,50 0,19 0,03 0,00 0,00
H 0,07 0,13 0,01 0,54 0,17 0,08 0,00
I 0,40 0,30 0,23 0,07 0,00 0,00 0,00
J 0,49 0,31 0,13 0,07 0,00 0,00 0,00
K 0,30 0,42 0,10 0,18 0,00 0,00 0,00
L 0,19 0,22 0,31 0,25 0,03 0,00 0,00
M 0,18 0,42 0,11 0,29 0,00 0,00 0,00

14611 0,50 0,30 0,04 0,11 0,01 0,01 0,01
A 0,30 0,35 0,05 0,30 0,00 0,00 0,00
B 0,27 0,39 0,16 0,18 0,00 0,00 0,00
C 0,45 0,43 0,03 0,10 0,00 0,00 0,00
D 0,42 0,16 0,11 0,31 0,00 0,00 0,00
E 0,50 0,42 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
F 0,87 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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FAMILIA Alargada Esf-alarg Trompo Esférica Esf-achat Achatada Doble
G 0,47 0,41 0,06 0,00 0,00 0,06 0,00
H 0,71 0,23 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00
I 0,83 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
J 0,27 0,35 0,10 0,25 0,00 0,00 0,03
K 0,54 0,37 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00
L 0,29 0,41 0,06 0,24 0,00 0,00 0,00
M 0,33 0,60 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00
N 0,61 0,36 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
N 0,21 0,21 0,43 0,15 0,00 0,00 0,00
(0] 0,70 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P 0,14 0,64 0,00 0,22 0,00 0,00 0,00
Q 0,56 0,38 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
R 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S 0,77 0,17 0,02 0,04 0,00 0,00 0,00
T 0,32 0,47 0,05 0,16 0,00 0,00 0,00
U 0,65 0,25 0,00 0,05 0,05 0,00 0,00
\Y 0,86 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A\ 0,59 0,30 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00
X 0,44 0,31 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00
Y 0,50 0,33 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00
z 0,89 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

15601 0,31 0,29 0,08 0,30 0,01 0,01 0,00
A 0,24 0,27 0,18 0,24 0,00 0,07 0,00
B 0,38 0,23 0,31 0,08 0,00 0,00 0,00
C 0,78 0,11 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00
D 0,18 0,41 0,06 0,35 0,00 0,00 0,00
E 0,36 0,32 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00
F 0,12 0,06 0,23 0,47 0,06 0,06 0,00
G 0,08 0,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
H 0,00 0,18 0,09 0,73 0,00 0,00 0,00
I 0,15 0,44 0,00 0,41 0,00 0,00 0,00
J 0,15 0,15 0,08 0,62 0,00 0,00 0,00
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FAMILIA Alargada Esf-alarg Trompo Esférica Esf-achat Achatada Doble
K 0,62 0,15 0,08 0,15 0,00 0,00 0,00
L 0,00 0,23 0,15 0,39 0,23 0,00 0,00
M 0,24 0,35 0,00 0,41 0,00 0,00 0,00
N 0,24 0,36 0,16 0,24 0,00 0,00 0,00
(0] 0,52 0,28 0,00 0,16 0,04 0,00 0,00
P 0,08 0,76 0,08 0,08 0,00 0,00 0,00

15605 0,24 0,35 0,10 0,30 0,01 0,01 0,00
A 0,50 0,30 0,02 0,17 0,00 0,02 0,00
B 0,21 0,29 0,06 0,44 0,00 0,00 0,00
C 0,23 0,48 0,05 0,25 0,00 0,00 0,00
D 0,41 0,23 0,26 0,10 0,00 0,00 0,00
E 0,14 0,35 0,12 0,33 0,07 0,00 0,00
F 0,13 0,31 0,13 0,38 0,00 0,06 0,00
G 0,13 0,23 0,20 0,39 0,03 0,01 0,00
H 0,22 0,24 0,02 0,49 0,02 0,00 0,00
I 0,06 0,41 0,12 0,41 0,00 0,00 0,00
J 0,00 0,10 0,00 0,80 0,00 0,10 0,00
K 0,11 0,37 0,00 0,47 0,00 0,05 0,00
L 0,20 0,00 0,07 0,73 0,00 0,00 0,00
M 0,00 0,47 0,20 0,33 0,00 0,00 0,00
N 0,25 0,44 0,09 0,22 0,00 0,00 0,00
N 0,18 0,38 0,09 0,29 0,06 0,00 0,00
(0] 0,36 0,26 0,11 0,37 0,00 0,00 0,00
P 0,08 0,33 0,08 0,25 0,25 0,00 0,00
Q 0,30 0,32 0,05 0,32 0,00 0,03 0,00
R 0,25 0,40 0,12 0,23 0,00 0,00 0,00
S 0,60 0,28 0,02 0,08 0,00 0,00 0,02
T 0,87 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
U 0,17 0,32 0,22 0,25 0,02 0,02 0,00
A% 0,35 0,32 0,11 0,22 0,00 0,00 0,00
A\ 0,28 0,33 0,06 0,33 0,00 0,00 0,00
X 0,47 0,25 0,08 0,19 0,00 0,00 0,00
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Al
Bl
Cl
Dl
El
F1
Gl
HI
I
A
K1
L1
MIl
N1
N1
Ol
P1
Ql
R1
S1
Tl
Ul
V1
Wi
X1
Y1
Z1
A2
B2
C2
D2

0,06
0,10
0,35
0,12
0,24
0,10
0,27
0,13
0,11
0,24
0,20
0,00
0,21
0,00
0,24
0,35
0,17
0,04
0,04
0,11
0,27
0,31
0,08
0,30
0,39
0,05
0,26
0,08
0,13
0,43
0,44
0,89
0,26

0,28
0,33
0,40
0,21
0,24
0,32
0,42
0,38
0,50
0,53
0,46
0,40
0,42
0,14
0,27
0,40
0,31
0,27
0,32
0,17
0,33
0,47
0,54
0,38
0,44
0,46
0,40
0,41
0,29
0,49
0,29
0,11
0,53

0,13
0,27
0,02
0,18
0,32
0,13
0,04
0,21
0,11
0,16
0,15
0,13
0,26
0,00
0,05
0,05
0,09
0,06
0,11
0,33
0,07
0,07
0,08
0,12
0,11
0,05
0,08
0,04
0,10
0,00
0,08
0,00
0,00

0,53
0,27
0,23
0,50
0,21
0,35
0,27
0,29
0,28
0,08
0,15
0,40
0,11
0,79
0,42
0,20
0,43
0,60
0,53
0,39
0,33
0,13
0,30
0,18
0,06
0,41
0,26
0,43
0,45
0,09
0,19
0,00
0,21

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,35
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,07
0,02
0,00
0,00
0,02
0,02
0,00
0,00
0,02
0,00
0,02
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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FAMILIA Alargada Esf-alarg Trompo Esférica Esf-achat Achatada Doble
E2 0,31 0,33 0,08 0,27 0,02 0,00 0,00
Pantanoso 0,10 0,29 0,15 0,36 0,10 0,00 0,00
Regia 0,25 0,54 0,08 0,13 0,00 0,00 0,00
Casera 0,06 0,39 0,27 0,23 0,04 0,01 0,00
Naqué 0,16 0,38 0,25 0,17 0,04 0,00 0,00
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