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RESUMEN

La mancha bacteriana afecta al tomate y morrébn a campo en las
regiones subtropicales y tropicales del mundo. La enfermedad es causada
por cuatro especies del género Xanthomonas con cinco razas, T1, T2, T3,
T4 y T5. En Uruguay predomina la raza T3. Dada la baja efectividad de las
herramientas disponibles para el control de la enfermedad, ha adquirido gran
interés la resistencia genética. Este trabajo se plantea con el objetivo de
identificar fuentes de resistencia a la mancha bacteriana raza T3 en
germoplasma de tomate para industria y determinar los componentes de
resistencia. Para ello se evaluaron doce materiales a campo durante las
temporadas 2010 y 2011. Se inoculd por asperjado una solucién bacteriana
(108 ufc/ml). Se compararon los materiales por severidad en el follaje,
incidencia en fruta y periodo de latencia. Los componentes de resistencia se
determinaron en camara de crecimiento e invernadero. Se inocularon plantas
de 4 a 5 hojas y se midi6 el periodo de latencia, nimero de manchas por
hoja y severidad en las hojas. Ademas se monitoreo la poblacién bacteriana
inoculando por infiltracién (10* ufc/ml). Loica fue el genotipo con mayor nivel
de resistencia parcial a mancha bacteriana. Este material present6 niveles
de severidad en hoja e incidencia en frutos similares al testigo resistente
Hawaii 7981. Esta variedad tiene muchos afios de seleccion en el pais y
gran adaptacion a las condiciones agroecoldgicas locales. Las lineas LB 97,
76, 60, 99 y Ohio 8245 tuvieron niveles de resistencia intermedia mientras
que LB 85, H 9997 y NUN 6011 fueron los materiales mas susceptibles. La
variable severidad presenté gran consistencia entre afios lo que lo hace
apropiado para la seleccibn. De los componentes de resistencia
considerados, el niumero de manchas y el monitoreo de la poblacion
bacteriana permitieron diferenciar genotipos. Sin embargo, el periodo de

latencia no mostro diferencias entre los genotipos.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, resistencia parcial, fuentes de

resistencia
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EVALUATION OF PROCESSING TOMATO GERMPLASM TO BACTERIAL
SPOT RACE T3 AND CHARACTERIZATION OF RESISTANCE
COMPONENTS

SUMMARY

Bacterial spot affects tomato and pepper in tropical and subtropical
regions of the world. The disease is caused by four species of the genus
Xanthomonas with five races, T1, T2, T3, T4 and T5. In Uruguay T3 is the
predominant race. Genetic resistance is important to control the disease
because of the low efficiency of the other available tools. The main objective
of the present study was to identify sources of resistance to bacterial spot
race T3 in tomato for processing germplasm and to determine components of
resistance. Twelve genotypes were evaluated under field conditions during
season 2010 and 2011. The tomato plants were spray inoculated with a
bacterial suspension (10® cfu/ml) and were compared by disease severity,
fruit incidence and latent period. The resistant components were determined
in greenhouse and growth chamber. Plants with 4 to 5 leaves were
inoculated to measure latent period, leaf spot number and disease severity.
In addition, the bacterial population was monitored after inoculation by
infiltration (10* cfu/ml). Loica was the genotype with higher levels of partial
resistance to bacterial spot race T3. This material showed low levels of
severity and fruit incidence, similar to the resistant control (Hawaii 7981).
Loica has many years of selection in the country and great adaptability to
local environmental conditions. The lines LB 97, 76, 60, 99 and Ohio 8245
had intermediate levels of resistance while LB 85, H 9997 and NUN 6011
were the most susceptible. Disease severity showed great consistency
between years, making it suitable for selection. The resistant components
number of lesions and the bacterial population allowed differentiating
genotypes. However, the latent period did not show differences among

genotypes.

Keywords: Solanum lycopersicum, partial resistance, sources of resistance
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1

INTRODUCCION

1.1. CULTIVO DE TOMATE

La produccion de tomate en el mundo en el afio 2009 fue de 152
millones de toneladas constituyendo la hortaliza mas importante (Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 2011). En Uruguay, el
tomate es el segundo cultivo horticola segun su contribucion al valor bruto de
produccion. En el afio 2009 se produjeron 37022 toneladas. La mayor parte
se destina al consumo en fresco. Del total de la produccién, se procesaron
industrialmente 8009 toneladas teniendo como principales destinos la pulpa
tamizada (40%) y la pulpa triturada (29%) (Direccion de Estadisticas
Agropecuarias (DIEA) 2010, FAO 2011).

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta originaria de
América. Aunque el lugar original de domesticacion es incierto, existe
evidencia de que haya ocurrido en regiones que actualmente pertenecen a
Méjico y Peru (Peralta y Spooner, 2006). El ancestro mas probable del
tomate cultivado es el tomate cherry salvaje (S. lycopersicum var.
cerasiforme). El tomate es una especie autégama y diploide (2n=2x=24) que
alcanzo distribucibn mundial e importancia en el mejoramiento genético para
consumo en fresco y como productos procesados. Ademas, es una planta
usada como modelo para estudiar la base genética de las especies diploides
debido a la ocurrencia de variabilidad natural dentro de la especie, a la
autopolinizacion natural que permite la expresion de genes y mutaciones
recesivas, a la posibilidad de controlar la hibridacion dentro y entre las
especies, a la ausencia de duplicacion de genes y a la posibilidad de

identificar facilmente los doce cromosomas (Rick, 1978).



Los objetivos del mejoramiento en tomate se han centrado en dos
areas principales, la eficiencia productiva y la calidad del producto
(Tigchelaar, 1986).

La heterosis en tomate ha sido citada para numerosos caracteres
tanto relacionados a los componentes de rendimiento, precocidad, tolerancia
a stress, calidad cosmética y nutricional de los frutos, asi como para la vida
post cosecha del producto. Actualmente, la mayoria de los cultivares
disponibles comercialmente son hibridos (Atanassova y Georgiev, 2006).

Algunos caracteres de herencia genética incorporados han significado
un aporte importante para el mejoramiento de cultivares de tomate. Para el
caso del tomate para industria el gen sp (self-prunning) fue fundamental para
su desarrollo. ElI gen recesivo sp determina el habito de crecimiento,
produciendo dos o menos nudos entre inflorescencias. Este modo de
crecimiento mas compacto permite una floracidbn concentrada que hace
posible la cosecha mecanica del tomate para procesamiento industrial
(Tigchelaar, 1986). Por otro lado, varios genes simples son responsables de
la resistencia a numerosas enfermedades que afectan al cultivo de tomate.
El caracter dominante de muchos de estos genes facilitd el desarrollo de
hibridos resistentes a multiples patdgenos. La mayoria de estos genes se
encontraron en especies salvajes relacionadas al tomate y fueron
transferidos mediante retrocruzamientos sucesivos (Tigchelaar 1986, Yang y
Francis 2006).

Dentro de las principales enfermedades que afectan al cultivo de
tomate se destacan las causadas por bacterias, por los importantes
perjuicios econdmicos que causan (Jones et al., 1991). La mancha
bacteriana del tomate causada por especies del género Xanthomonas es

una de las mas relevantes (Yang y Francis, 2006).



1.2. MANCHA BACTERIANA DEL TOMATE

1.2.1. Importancia econdmica y distribuciéon geogréafica

La mancha bacteriana del tomate es causada por varias especies del
género Xanthomonas (Jones et al., 2004). Esta enfermedad es muy
importante en zonas tropicales y subtropicales, pero esta presente en todas
las areas de produccion de tomate a campo del mundo (Jones et al. 1995,
European and Mediterranean Plant Protection Organization/ Centre for
Agricultural Bioscience International (EPPO/CABI) 2006) (Figura 1).

Wational record Subnational record
IE Present IE Present
@ Present only in some areas @ Present only in some areas

Figura 1. Distribucion geografica de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Doidge) (EPPO/CABI, 2006).

La enfermedad causa pérdidas severas en el rendimiento de los
cultivos y afecta la calidad del producto, cuando las condiciones son
favorables para el desarrollo de la enfermedad. Las reducciones en el
rendimiento se acentdan cuando la infeccion ocurre en plantas jovenes
(Jones et al.,, 1991). Segun Pohronezny y Volin (1983), en estudios

realizados en Florida (Estados Unidos) se registraron pérdidas de 17 a 52 %



en el rendimiento, en funcién de si las infecciones ocurrian tardiamente o
temprano en el ciclo del cultivo respectivamente. Estudios de la industria de
tomate procesado de Estados Unidos consideran a la mancha bacteriana del
tomate entre las cinco enfermedades mas importantes del cultivo (Foster et
al., 1993).

En el Uruguay, la mancha bacteriana constituye la enfermedad mas
importante en afios lluviosos y calidos para el cultivo de tomate realizado a

campo.

1.2.2. Biologia y sintomatologia

La mancha bacteriana afecta principalmente al cultivo de tomate y
morron. También puede afectar a otras solanaceas, entre las cuales hay
especies no cultivadas (EPPO/CABI, 2006). Los sintomas se manifiestan en
todos los 6rganos aéreos de la planta, incluyendo hojas, tallos, peciolos,
flores y frutos (Stall et al., 2009). En las hojas, produce manchas pequeiias,
negras, humedas y circulares menores a 3 mm de diametro. Luego estas
manchas se vuelven mas angulares con un centro traslucido y borde oscuro.
Las manchas se rodean de un halo clorético. En ataques severos las
manchas coalescen formando &areas necréticas de mayor tamafio. En los
frutos las infecciones comienzan como costras pequefias y oscuras. Las
mismas pueden rodearse de un halo blanquecino. Las lesiones pueden
alcanzar un didmetro de 4 a 5 mm (Blancard 1992, Jones et al. 1991,
Cerkauskas 2005). Solo los frutos inmaduros son sensibles a la enfermedad,
siendo el periodo de mayor susceptibilidad desde el dia 5 al 19 después del
cuajado (Scott et al. 1989, EPPO/CABI 2006).

Las infecciones se favorecen en condiciones de fuertes lluvias,
humedad elevada y temperaturas diarias y nocturnas altas (30 °C) (Diab et

al. 1982, Cerkauskas 2005, Yang y Francis 2006). Segun Marcuzzo et al.



(2009), la severidad de la enfermedad en el follaje es maxima a los 25 °C de

temperatura y aumenta con los periodos de hoja mojada prolongados.

Las células bacterianas ingresan al tejido vegetal por estomas,
heridas e hidatodes. A partir de estudios empleando microscopia Optica y
electronica de barrido se comprob6é que luego de que las células de
Xanthomonas llegan a la superficie de la hoja se ubican en la proximidad de
los estomas. Luego ingresan por los mismos y por la base deteriorada de los
tricomas. Tras la penetracion las bacterias se localizan en las camaras
subestomaticas donde se multiplican y se diseminan por los espacios
intercelulares (apoplasto) del parénquima esponjoso del meséfilo. Una vez
en el apoplasto, las bacterias liberan enzimas que degradan las paredes
celulares del parénquima vegetal. La caAmara subestomatica permite ademas
la multiplicacion de las bacterias y posterior salida a través del estoma
acompafadas de secreciones de compuestos mucosos permitiendo la

diseminacion (Alippi, 1992).

Las bacterias pueden sobrevivir en restos vegetales enfermos,
epifiticamente sobre superficies vegetales sin causar dafio, en malezas de la
familia de las solanaceas y por cortos periodos en la rizésfera del suelo
(McGuire et al. 1991, Jones et al. 1991, EPPO/CABI, 2006).

La principal fuente de inéculo y via de dispersion a largas distancias
es la semilla enferma. La semilla infectada es responsable de introducir
nuevas razas en regiones donde no estaban presentes (Stall et al., 2009). La
via de diseminacién mas importante en distancias cortas es el agua de lluvia
o el riego por aspersion. También se dispersa mecanicamente a través de
herramientas o las manos durante las operaciones sobre el cultivo
(EPPOI/CABI, 2006).



1.2.3. Agente causal

Xanthomonas spp. corresponden a bacterias Gram negativas,
baciliformes de 0,7 - 1,0 x 2,0 — 2,4 um., aerObicas estrictas. Presentan
movilidad dada por un flagelo polar y pueden formar capsulas que actian
como estructuras de resistencia ante condiciones adversas (dispersion en el
tiempo). En medio de cultivo YDC (Yeast Dextrosa CaCOg3), las colonias son
amarillas brillosas, circulares y de borde entero (Doidge 1921, Jones et al.
1991).

El agente causal de la mancha bacteriana del tomate fue descripto por
primera vez por Doidge (1921). El patdégeno identificado fue encontrado en
Africa del Sur y fue denominado Bacterium vesicatorium. El nombre de la
especie fue atribuido por la capacidad de producir vesiculas en las células
del hospedero durante el proceso de patogénesis. El patdgeno fue
descubierto el mismo afio por Gardner y Kendrick en Estados Unidos,
denominando al patdgeno como Bacterium exitiosum (Gardner y Kendrick,
1921). Sin embargo, dada la similitud entre los organismos descriptos y la
publicacién anterior de Doidge, permanecio el nombre adjudicado por la

ultima.

Posteriormente, estas bacterias se clasificaron como Xanthomonas
vesicatoria y luego como Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Jones et
al., 2005). Estudios taxondémicos posteriores revelaron que mas de una
especie estaba involucrada en las epidemias. Se distinguieron cuatro grupos
fenotipicos A, B, C y D (Jones et al., 2000) (Cuadro 1). La clasificacién se
basd en el metabolismo del carbono, actividad enzimatica, test serolégicos,
perfiles de RFLP y comparaciones de secuencias de genes del ARNr y
espacios intragenéticos (Bouzar et al. 1994, Jones et al. 2000). Jones et al.
(2004) realizaron una reclasificacion de las Xanthomonas asociadas a la
mancha bacteriana en tomate y morron utilizando técnicas basadas en

hibridacion de ADN-ADN. Se distinguieron cuatro especies que se



denominaron Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria,

Xanthomonas perforans y Xanthomonas gardneri (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de Xanthomonas causantes de la mancha
bacteriana del tomate, grupos fenotipicos y sus caracteristicas asociadas
(Jones et al., 2004).

Especie feﬁgijigﬁ:o Mab® | Proteina® | PFGE® a’iﬁgﬂ%ﬁ} Higgigfoz;de
X. euvesicatoria A 1,21 | 32kDa A > -
X. vesicatoria B 8,15 | 27 kDa B + +
X. perforans C 30 27 kDa C + +
X. gardneri D 8 27 kDa D - -

Anticuerpo monoclonal (Bouzar et al. 1994, Jones et al. 2000)

2patrén proteico (Bouza et al., 1994)

3Grupos de pulsed field gel electrophoresis (Jones et al., 2000)

*+= hidrélisis de almidén y pectato visible en menos de dos dias (Bouzar et al., 1994)

®Algunos aislamientos de Mejico y Ohio (Estados Unidos) son positivos para actividad amilolitica (Bouzar et al.,
1994)

Ademas de las cuatro especies y grupos fenotipicos encontrados se
agrega la presencia de distintas razas. Las razas se denominan T1, T2, T3,
T4y T5 (Stall et al., 2009).

La raza T1 pertenece a la especie X. euvesicatoria y al grupo
fenotipico A (Jones et al., 2004). T1 produce una reaccién de
hipersensibilidad al ser inoculada por infiltracion en la linea Hawaii 7998 (S.
lycopersicon) (Jones y Scott, 1986).

La raza T2 pertenece a las especies X. vesicatoria y X. gardneri y a
los grupos fenotipicos B y D (Jones et al., 2004). T2 no produce una reaccion
de hipersensibilidad al ser inoculadas por infiltracion en ninguna de las

plantas diferenciales utilizadas para identificar razas.

Las razas T3, T4 y T5 pertenecen a la especie X. perforans y al grupo

fenotipico C (Jones et al.,, 2004). T3 produce hipersensibilidad al ser



inoculada por infiltracion en Hawaii 7981 (S. lycopersicum), Pl 126932 y PI
128216 (S. pimpinellifolium) (Jones et al., 1995). Luego de la aparicion de la
raza T3 en 1991 en Florida (Estados Unidos) la raza T1 fue desplazada
antes de que se liberara la primera variedad con resistencia a T1. El principal
motivo del desplazamiento fue que T3 es mas competitiva que T1 para
colonizar la planta (Quezado-Duval y Camargo, 2004). Se ha observado que
T3 produce sustancias bacteriocinas antagonistas de T1 (El-Morsy et al.
1994, Jones et al. 1998, Hert et al. 2005). La raza T3 presenta también mas
agresividad en el campo (Jones et al., 1998). La raza T4, surge como una
mutacion de T3 en el gen avrXv3 (Minsavage et al., 2003). El gran
desplazamiento de T3 por T4 se confirmé en estudios realizados en el 2006
en Florida (Estados Unidos), donde el 77% de los aislamiento colectados
correspondio a la raza T4 y el resto a T3 (Stall et al., 2009). T4 produce una
reaccion de hipersensibilidad al ser inoculada en LA716 (S. pennellii) (Astua
Monge et al., 2000). La raza T5 surge de una mutacion en los genes avrXv3

y avrXv4 (Minsavage et al., 2003).

Para distinguir las razas se utiliza un set de plantas diferenciales.
Mediante la inoculacién por infiltracibn de una suspension bacteriana del
aislamiento problema en el set de plantas es posible identificar la raza a la

gue corresponde (Cuadro 2).

Cuadro 2. Set de plantas diferenciales para razas de Xanthomonas

spp. causantes de la mancha bacteriana en tomate (Quezado-Duval, 2008).

Planta indicadora
Bonny Hawaii Florida s. pennelli S. pennellii
Best 7998 216 ) X H7998
Raza Reaccion’
T1 S RH S S S
T2 S S S S S
T3 S S RH RH RH
T4 S S S RH RH
T5 S S S S RH

"RH:Reaccién de hipersensibilidad; S: Susceptible



Montelongo (2012), utilizé una coleccion de 86 aislamientos obtenidos
a partir de muestras con sintomas de la enfermedad de distintos
departamentos del Uruguay para determinar las razas que se encontraban
presentes. Se utilizé la técnica de inoculacion en un set de plantas
diferenciales. A partir de este trabajo se determiné que la raza predominante
en Uruguay es la T3, constituyendo el 86 % de los aislamientos colectados.
La raza T4 y T2 por su parte constituyeron el 9 y 5 % de las accesiones
colectadas respectivamente.

1.2.4. Manejo de la enfermedad

Para el manejo de la mancha bacteriana se recomienda un enfoque
integrado utilizando control quimico, practicas culturales, desinfeccién de
semillas, control bioldgico y uso de variedades resistentes (Blancard 1992,
Jones et al. 1991).

La desinfeccion de semillas es un método que permite reducir el
indculo inicial pero se ha probado que esta practica por si sola es insuficiente
para el control de la enfermedad (Stall et al., 2009).

El control quimico se basa en la aplicacion de productos a base de
cobre. La efectividad es baja, debido a que el control quimico solo permite
mantener bajos niveles de infeccion cuando se comienza a aplicar en etapas
iniciales del desarrollo de la enfermedad. Ademas, se ha comprobado que la
bacteria genera resistencia genética al cobre a través de mutaciones en el
plasmido (Marco y Stall 1983, Bender et al. 1990). Se recomienda aplicar
cobre junto con etilenbisditiocarbamatos para minimizar la generacion de
resistencia al cobre (Canover y Gerhold, 1981). El uso de Streptomicina no
se recomienda debido a la rapida generacién de resistencia de las bacterias
a este compuesto (Thayer y Stall, 1962). Estudios realizados en Uruguay por
Montelongo (2012) revelan que la mayoria de los aislamientos colectados



presentan resistencia in vitro a los clpricos y a los antibioticos utilizados

comercialmente (Kasungamicina).

Se recomienda incorporar al manejo practicas culturales como
rotacion con cultivos no huéspedes, favorecer descomposicion de restos
enfermos, control de malezas hospederas, desinfeccion de herramientas y

evitar riego por aspersion (Cerkauskas, 2005).

El control de la enfermedad no es efectivo una vez que la epidemia
comenzoé. La baja efectividad se debe a las multiples fuentes de in6culo,
multiples especies y razas que causan la enfermedad, eficiencia reducida de
los compuestos quimicos disponibles, rapida generaciéon de resistencia a los
compuestos quimicos y falta de resistencia genética en los cultivares
comerciales (Yang y Francis, 2006). La eficiencia de los tratamientos se

basa en la prevencion.

Dado que las herramientas disponibles para el control de la
enfermedad son limitadas y de baja efectividad, la resistencia genética de la
planta hospedera adquiere gran interés como alternativa para limitar el
avance de la enfermedad y minimizar las pérdidas econdmicas (Stall et al.,
2009).

1.3. RESISTENCIA GENETICA

La resistencia genética es una estrategia de las plantas para
defenderse de los patégenos que las afectan (Niks y Lindhout, 2004). En el
caso de Xanthomonas spp. la mejora genética para incorporar resistencia a
las variedades de tomate de uso comercial es de gran interés debido a la
baja efectividad que ofrece el control quimico de la enfermedad (Stall et al.,
2009).
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1.3.1. Resistencia basada en hipersensibilidad

Para el caso de Xanthomonas spp. existen varios genes conocidos
gue confieren resistencia por hipersensibilidad a distintas razas de forma

especifica.

Jones y Scott (1986) encontraron que la linea Hawaii 7998 producia
una reaccion de hipersensibilidad (RH) cuando era inoculada por infiltracién
con la bacteria causal de la mancha bacteriana. Esta resistencia es efectiva
contra la raza T1 (Scott y Jones 1989, Wang et al. 1994). Mediante
cruzamientos de la linea resistente con lineas susceptibles y posterior
retrocruzamiento y  evaluacion de la progenie se comprobé que la
resistencia estaba dada por tres regiones no dominantes del genoma
denominadas rx1, rx2 y rx3. Se elabor6 un mapa de ligamiento con
marcadores moleculares y se establecid que dos de los genes estaban
ubicados en distintas partes del cromosoma 1 (rx1 y rx2) y el otro en el
cromosoma 5 (rx3) (Yu et al., 1995). Segun estudios de QTL realizados por
Yang et al. (2005b), rx3 explic6 el 41 % de la variacion de resistencia en una
progenie segregante, mientras que rx1l no tuvo relevancia en las diferencias
de resistencia. No se encontraron marcadores moleculares ligados al rx2. En
este estudio no se encontrd una clara correlacion entre la hipersensibilidad y
la resistencia de campo. Ademas, Somodi et al. (1996) comprobd la baja
correlacion entre la resistencia de campo y la reaccion de hipersensibilidad (r
= 0,20 a 0,34). Esto puede deberse a que la hipersensibilidad no esta
involucrada en la resistencia de campo, 0 que hay otros genes que no tienen
gue ver con la hipersensibilidad presentes en Hawaii 7998 y que afectan la
correlacion (Stall et al., 2009).

La raza T3 produce RH al ser inoculada por infiltracion en plantas de
Hawaii 7981, Pl 126932 y Pl 128216 (Jones et al.,, 1995). Estudios
posteriores realizados por Scott et al. (1996) revelaron que la respuesta de
hipersensibilidad en Hawaii 7981 esta controlada por un gen con dominancia

incompleta que se denominé Xv3. Sin embargo, Scott et al. (2001)
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presentaron evidencia de que otros genes ademas de Xv3 estan
involucrados en la resistencia de campo de Hawaii 7981 a la raza 3. La
presencia de varios genes dificulta la transferencia de la resistencia a
cultivares comerciales (Scott et al., 2001).Para el caso de Pl 128216 se
detectd un locus ubicado en el cromosoma 11 que provee resistencia por
hipersensibilidad que se denomin6é Rx-4. Este gen tiene un efecto aditivo y
aporta resistencia en invernadero y a campo, siendo variable segun el

background genético (Robbins et al., 2009).

Antes de que el gen Xv3 fuera transferido a variedades comerciales
surgié otra raza denominada T4, la cual era patogénica en plantas que
contenian el gen Xv3 (Astua-Monge et al., 2000). A nivel comercial, ho habia
variedades resistentes por lo que surge la hipotesis de que el quiebre de
resistencia podria deberse a que el tomate uva (originado a partir de S.
pimpinellifolium) se planta comercialmente en Florida (Estados Unidos). Este
tomate tiene RH al ser inoculado y presenta el gen Xv3. Aparentemente
estos tipos de tomate son los responsables de generar la presion de
seleccion que concluy6 en el quiebre de la resistencia (Stall et al., 2009).

La raza T4 produce RH en plantas de S. pennellii LA716, la cual
también presenta RH al ser inoculada con la raza T3. El gen de resistencia a
la raza 4 se denomind Xv4 y es de caracter dominante (Astua-Monge et al.,
2000). Ademas, el gen se encuentra en el brazo corto del cromosoma 3 y se

cuenta con marcadores ligados al mismo (Stall et al., 2009).

En resumen, desde los afios sesenta se ha trabajado a nivel mundial
en la busqueda de genes mayores de resistencia con el fin de incorporarlos
a las variedades comerciales por parte de los programas de mejoramiento.
Sin embargo, debido a la gran diversidad del agente causal y su gran
capacidad de mutar y superar las barreras genéticas que se le imponen no
se han obtenido variedades con resistencia efectiva y duradera. Por este

motivo, ha cobrado relevancia la resistencia parcial o cuantitativa para lograr
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variedades con resistencia mas estable en el tiempo (Yang et al. 2005b, Stall
et al. 2009).

1.3.2. Resistencia cuantitativa

La resistencia derivada de genes mayores presenta baja durabilidad
debido a la gran capacidad de mutar del patégeno. Por esto, se ha
incrementado el interés de incorporar resistencia parcial a varias razas que
presente mayor estabilidad en el tiempo (Scott et al. 2006, Yang y Francis
2006, Stall et al. 2009).

Scott et al. (1997) reportaron que Pl 114490 (S. lycopersicum var.
cerasiformae) presenta resistencia parcial a tres razas de la bacteria (T1, T2
y T3) en ensayos de campo. Este material es un cherry de crecimiento
indeterminado y fruta amarilla. Estudios de herencia de la resistencia a T2
(cruzamiento entre Pl 114490 y parentales suceptibles y posterior evaluaciéon
de la segregacion de F2 y retrocruzamientos) revelan que el modelo que
mas se ajusta es el de dos loci de efecto aditivo. Ademas, los materiales de
la progenie seleccionados por resistencia a T2 resultan también resistentes
a Tl y no asi a T3. Esto indicaria que la resistencia a T3 no esta
determinada por los mismos genes que la resistencia a T1 y T2 (Scott et al.,
2003). Estudios posteriores identificaron un QTL en el cromosoma 11 que
explica la mayor parte de la variacién en la resistencia a T1, T2, T3y T4
(Yang et al. 2005a, Hutton et al. 2010). Otro QTL en el cromosoma 1 explica
entre 3y 11 % de la variacion de resistencia a T2, T3 y T4 (Yang et al.
2005a). Hutton et al. (2010) encontraron un QTL en el cromosoma 3, que
explica el 4.8 % de la variacién de resistencia a la raza T4. Ademas, se
identificaron otros QTL menores que colectivamente influyen en la

resistencia (Yang et al. 2005a, Hutton et al. 2010).

Scott et al. (2006) evaluaron 16 genotipos segun resistencia a la raza

T4, midiendo severidad en hojas a campo. Las accesiones Pl 114490 y PI
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128216-T2 presentaron menos severidad que los testigos susceptibles. La
linea Fla 8517 que tiene a Pl 114490 y Pl 128216-T2 en su pedigree,
presentd buen nivel de resistencia en comparacién con el testigo susceptible,
lo que indica que es posible que contenga genes de resistencia parcial de
ambas lineas. Las lineas Fla 8326 y Fla 8233 que tienen en su pedigree a PI
126932 y Pl 114490 respectivamente, también presentaron niveles de

resistencia parcial a T4.

Estudios realizados por Mendez de Souza et al. (2008) revelan que la
linea de mejoramiento UENF 157 evaluada en invernadero en Brasil se
destacé por su buen nivel de resistencia a las razas T1, T2 y T3 del
patdgeno. Ademas, UENF 158 presenta resistencia parcial a T2. Para
caracterizar la resistencia se consider6 la severidad en hoja, el periodo de
latencia y el area debajo de la curva de progreso de la enfermedad. Lugon
Lima et al. (2005) evaluaron 16 genotipos de tomate en condiciones de
invernadero en base al periodo de latencia de la enfermedad. UENF 154,
UENF 159 y UENF 160 se destacaron por manifestar resistencia conjunta a
raza T2y T3.

1.3.3. Fuentes de resistencia a Xanthomonas spp. en tomate

Se han encontrado multiples fuentes de resistencia para las distintas
razas de Xanthomonas spp. que afectan al tomate. Algunas resistencias
estan basadas en la reaccion de hipersensibilidad y otras son de caracter
cuantitativo y presumiblemente de base poligénica. El origen de la
resistencia es variado proviniendo de al menos tres especies, S.
lycopersicum, S. pimpinellifolium y S. pennellii. En el Cuadro 3 se presentan

de manera resumida las distintas fuentes de resistencia disponibles.
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Cuadro 3. Fuentes de resistencia a mancha bacteriana del tomate.

Fuente de resistencia Raza
Genotipo Especie T1 T2 T3 T4 T5
Hawaii 7998 S.'lycopersicum RH* S° S S S
% Hawaii 7981 S.lycopersiitum S S RH S S
Q LA 716 S. pennellii S S RH RH S
%, PI128216 S.pimpinellifoium S S RH S S
g.' P1126932 S. pimpinellifolium S S RH S S
= s pennellii x Hawaii 7998 S S RH RH RH
Pl 114490 S. lycopersicum R* R PR R -
o Pl 128216 S. pimpinellifolium - - R - -
2. Fla8233 S. lycopersicum PR PR PR PR -
g Fla 8326 S. lycopersicum PR PR PR PR -
5 Flag517 S. lycopersicum - - - R -
% UENF 157 S. lycopersicum PR PR PR - -
8 UENF 158 S. lycopersicum S PR S - -
UENF 154, 159, 160 S. lycopersicum S PR PR - -

*'S.: Solanum

2 RH: Reaccion de hipersensibilidad
% S: Suceptible

*R: Resistente a campo

® PR: Parcialmente resistente a campo

Para lograr un control efectivo y durable de la enfermedad es

indispensable combinar en las variedades comerciales resistencia genética

de distintos tipos (completa e incompleta) a las distintas razas del patégeno
(Scott et al. 2006, Stall et al. 2009).

1.4. METODOS DE EVALUACION DE LA RESISTENCIA

Para la seleccion de cultivares resistentes a enfermedades por parte

de los programas de mejoramiento genético se requiere una evaluacion

permanente de germoplasma. La técnica de inoculacion y el método de
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cuantificacion de los sintomas influyen directamente sobre los resultados

obtenidos en las evaluaciones de genotipos (Yang y Francis, 2006).

Para el caso de mancha bacteriana del tomate el método de
inoculaciéon para evaluar reaccion de hipersensibilidad es la infiltracion de
una suspension de bacterias por el envés de las hojas. Para evaluar
colonizacion, crecimiento bacteriano y establecimiento de epidemias a
campo se usa inmersion o aspersion de plantas jovenes con una suspension
bacteriana (Menezes dos Santos, 1999). El in6culo se produce obteniendo
crecimiento bacteriano en medio de cultivo de 48 horas a 28 °C. Luego se

obtiene una suspension de 108 ufc/ml.

Para evitar los grandes ensayos a campo, que implican un gran uso
de recursos, tiempo y espacio, se han desarrollado técnicas de inoculacién
en invernadero y en condiciones controladas. Se han probado varios
métodos entre los cuales se destaca la inoculacion por asperjado de
plantulas en invernadero (Somodi et al., 1994) y la infeccidén a través de la
inmersioén de los cotiledones de las plantulas en una suspension de bacterias
(Emmatty et al., 1982). Sin embargo, la correlacién entre los resultados de
ensayos a campo Yy los ensayos en condiciones controladas son variables.
Para el caso de inmersién de cotiledones la correlacion no es significativa.
En el caso de asperjado de plantas en invernadero las correlaciones son
bajas pero significativas (Somodi et al. 1994, De Mello et al. 1997a, Silva et
al. 1998). Por esto, se recomienda siempre mantener los ensayos de campo
gue determinan con mas precision el fenotipo del que se trata (Stall et al.,
2009). De lo contrario, se puede llegar a descartar erroneamente en los test
de invernadero, materiales que son valiosos a campo (De Mello et al. 1997a,
Silva et al. 1998).

La mejor diferenciacion de genotipos por la técnica de asperjado de
plantas en invernadero se logro cuando se us6 una concentracion de células

de 108 ufc/ml y plantas de 15 dias de edad. Ademas, tratamientos previos a
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la inoculacién con 16 a 24 horas de humedad relativa del 100% mejoran la

discriminacion de genotipos (Somodi et al., 1994).

En el campo, las plantas se comparan con escalas de severidad de la
enfermedad en hojas. Entre las escalas mas usadas se encuentra la escala
de Horsfall y Barratt (1945). La misma consta de doce categorias que
corresponden a niveles crecientes de porcentaje de tejido afectado por la
enfermedad (severidad) en la hoja. Otra escala disponible es la escala
diagramética para mancha bacteriana de tomate desarrollada por De Mello
et al. (1997b). La misma tiene como ventaja que el diagrama ayuda a la
rapida determinacion del nivel de infeccion de una hoja, lo que facilita el
trabajo cuando se tiene un gran niamero de genotipos para evaluar. Esta
escala tiene cinco categorias que representan niveles crecientes de tejido

foliar afectado (Figura 2).

Figura 2. Escala diagramatica para evaluar porcentaje de area foliar

infectada por Xanthomonas spp. en tomate (De Mello et al. 1997b).

En algunos casos se incorpora la evaluacion de dafo en frutos. Esta

informacion permite identificar materiales que son susceptibles en follaje
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pero manifiestan resistencia en frutos. Scott et al. (1989) aport6 evidencia de
gue la resistencia en hoja y frutos esta controlada por distintos genes. Por lo
tanto, considerar la resistencia en frutos es de interés para los programas de
mejoramiento (Scott y Jones 1986, Scott et al. 1989).

La resistencia puede ser evaluada también por medio de la
cuantificacion de los componentes de resistencia parcial en condiciones de
ambiente controlado. Esta metodologia se recomienda para las
enfermedades de herencia cuantitativa (Van Der Plank 1963, Somodi et al.
1991, Silva-Lobo et al. 2005). El proceso de una infeccion monociclica
consiste en una sucesion de eventos morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos
denominados componentes del ciclo de la enfermedad. Cada paso o evento
es cuantificable (Zadoks y Shein, 1979). La reduccion en el crecimiento del
patdgeno en cada etapa del ciclo de la enfermedad puede ser considerada
una forma de resistencia parcial (Zadoks, 1997). Estos componentes de
resistencia parcial se pueden medir como frecuencia de infeccion, periodo de

latencia y produccién de esporas (Parlevliet, 1979).

Los componentes de resistencia que son relevantes dependen del
patosistema del que se trate (Niks y Lindhout, 2004). Estos incluyen al
namero, tamafio y tipo de lesion, tamafio y frecuencia de estomas, periodo
de latencia, periodo de infeccion, periodo de incubacion, produccion de
esporas y monitoreo de la poblacion bacteriana (Van Der Plank 1963,
Parlevliet 1979, Somodi et al. 1991, Silva-Lobo et al. 2005). Para los
patosistemas que incluyen a las bacterias como agentes causales de la
enfermedad, los componentes mas relevantes son el nimero y tamafno de
lesion, frecuencia de estomas, periodo de latencia y monitoreo de la

poblacién bacteriana (Silva-Lobo et al., 2005).

El ndmero de lesiones o frecuencia de infecciones, se refiere al
numero de infecciones bacterianas exitosas. Este componente indica el nivel
de resistencia en la etapa de penetracion y colonizacion del tejido. EI nimero

de lesiones no solo es variable segun el genotipo hospedero sino también
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por el estado de desarrollo del huésped y las condiciones ambientales
(Parlevliet 1979, Ribeiro do Vale et al. 2001).

La frecuencia, el tamafio y otras caracteristicas de los estomas se
asocian a la fase de penetracion del patdgeno en el tejido vegetal (Huang,
1986). Ramos et al. (1992) encontraron una correlacion positiva y alta entre
la frecuencia (r = 0,70) y tamafo de los estomas (r = 0,68) de distintas
especies de Lycopersicum y el numero de lesiones de mancha bacteriana

por superficie de hoja.

El periodo de latencia es el tiempo entre la inoculacion y los primeros
sintomas visibles de la enfermedad (Parlevliet 1979, Ribeiro Do Vale et al.
2001). Generalmente, la correlacion entre el periodo de latencia y el nUmero
de manchas es negativa (Silva-Lobo et al., 2005). Para evaluar
correctamente el periodo de latencia las plantas deben estar en el mismo
estado de desarrollo. Este pardmetro es especialmente importante en las
enfermedades que necesitan muchos ciclos para completar la epidemia
(Parlevliet, 1979).

El tamafio de las lesiones se mide como area, longitud o diametro de
las lesiones. Este componente refleja la tasa de multiplicaciéon del patdégeno
en el tejido, que ocurre en la etapa de colonizacién (Parlevliet, 1979). El
tamafio de lesion es dificil de medir cuando se trabaja con lotes grandes de
plantas (Silva-Lobo et al., 2005).

El monitoreo de la multiplicacion del patdgeno en la planta hospedera
es utilizado para diferenciar genotipos segun su nivel de resistencia. El
monitoreo puede realizarse sobre la poblacion epifitica sobre las hojas, en
lesiones o dentro del tejido vegetal antes de la manifestacion visible de los
sintomas (Marcuzzo, 2009). La tasa de multiplicacion epifitica de las
bacterias se relaciona con un mecanismo de resistencia del hospedero que
impacta sobre la dispersion de la bacteria en el cultivo y sobre la velocidad
para lograr niveles que permitan la infeccion (McGuire et al., 1991). La

poblacién bacteriana en lesiones esta altamente correlacionada con la
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resistencia a campo de los genotipos (Somodi et al., 1991). Antes de la
presencia de sintomas visibles el crecimiento de la poblacién bacteriana
también se correlaciona con el nivel de resistencia a campo (Silva-Lobo et
al., 2005). Una vez dentro del tejido vegetal los mecanismos de resistencia
estan vinculados con la limitacion de nutrientes esenciales, presencia de
inhibidores preformados o inducidos por la bacteria como propuso Chand y
Walker (1964).

La determinacion de componentes no es frecuentemente utilizada
para seleccionar germoplasma por resistencia a una enfermedad. La
principal razén es lo laborioso que resulta su determinacion y que no siempre
es mas exacto que las mediciones a campo (Parlevliet 1979, Ribeiro do Vale
et al. 2001). Sin embargo, los componentes de la resistencia permiten
explicar mejor las causas de las diferencias entre los genotipos. Ademas, los
distintos componentes pueden estar controlados por genes diferentes y la
recombinacion de los distintos genes mediante hibridacién en los programas
de mejoramiento, puede resultar en mayor nivel de resistencia genética y
més durable (Zadoks 1997, Silva-Lobo et al., 2005).

1.5. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En el Uruguay, se viene desarrollando desde el afio 2005 un proyecto
nacional de mejoramiento de tomate para industria en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIA). El proyecto tiene como objetivo
generar variedades adaptadas a las condiciones de produccion del pais
teniendo en cuenta caracteres como rendimiento, calidad industrial de la
fruta y resistencia a enfermedades. En lo que refiere a la mejora por
resistencia se ha hecho especial énfasis en la mancha bacteriana del tomate
debido a la baja efectividad de las herramientas de control. Montelongo
(2012), realizd6 una coleccion e identificacion de aislamientos de
Xanthomonas spp. a partir de tomate y morron en el Uruguay. A partir de
este estudio se determind0 que la raza T3 (Xanthomonas perforans)
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predomina en el pais. En este marco, se plantea este trabajo con el fin de
identificar fuentes de resistencia a la raza T3 empleando distintos métodos
de evaluacion de materiales para mejorar la seleccion por resistencia a la

enfermedad.
1.6. OBJETIVOS

El presente estudio se propone como objetivo general la identificacion
de fuentes de resistencia a mancha bacteriana en germoplasma de tomate
para industria.

Los objetivos especificos son:

1. Evaluar una coleccion de germoplasma de tomate para
industria segun nivel de resistencia a mancha bacteriana mediante
ensayos a campo. El germoplasma a evaluar esta constituido por
fuentes de resistencia a la enfermedad, variedades utilizadas
comercialmente y lineas avanzadas del programa nacional de

mejoramiento.

2. Explicar las diferencias entre variedades con distinto nivel
de resistencia. Para ello, se pretende determinar los componentes
de resistencia parcial de esta enfermedad en invernadero y

camara de crecimiento.
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4

DISCUSION GENERAL

4.1. METODOLOGIA DE EVALUACION

En este estudios se evalué germoplasma de tomate segun resistencia
a mancha bacteriana raza T3 a campo y en condiciones controladas. La
severidad en hoja permitié diferenciar genotipos resistentes de susceptibles
a Xanthomonas perforans (T3) tanto en condiciones controladas como a
campo. La severidad en el follaje determinada por una escala diagramatica
permitié determinar el nivel de infeccion de las hojas de cada material de
manera facil y rdpida pudiendo ser utilizada en grandes ensayos de campo
como propone De Mello et al. (1997b). Ademas, la severidad present6 gran
consistencia entre afios y ambientes a pesar de las condiciones

agrometeoroldgicas contrastantes.

La incidencia de mancha bacteriana en frutos resulté un parametro
variable entre afos. Esto coincide con lo observado por Scott et al. (1989) y
puede deberse a diferencias en las condiciones ambientales durante el
periodo sensible del fruto. La falta de consistencia, dificulta la seleccion por
este caracter. Sin embargo, dado que la resistencia en hojas y en frutos esta
controlada por distintos genes seria importante para los programas de
mejoramiento evaluar la incidencia en los frutos (Scott y Jones 1986, Scott et
al. 1989)

En cuanto a los componentes de resistencia evaluados, el nimero de
manchas en las hojas fue eficaz para identificar los genotipos resistentes en
condiciones controladas. Este componente esta vinculado a la frecuencia y
tamafio de los estomas (Ramos et al., 1992). El periodo de latencia no
permitié diferenciar materiales en ninguno de los experimentos a diferencia
de lo obtenido por Silva-Lobo et al. (2005), Lugon-Lima (2005) y Mendez de
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Souza et al. (2008). Sin embargo, se verificO una correlacion negativa
significativa entre el periodo de latencia y la severidad en el follaje. El
monitoreo de la poblacion bacteriana en el tejido vegetal permitio diferenciar
genotipos segun resistencia, pero es muy laborioso por lo que no se adapta

a ensayos con gran numero de genotipos.

4.2. FUENTES DE RESISTENCIA

A través de los experimentos a campo, en invernadero y en camara de
crecimiento se identificaron fuentes de resistencia parcial a Xanthomonas
perforans raza T3. La linea Hawaii 7981present6 baja severidad en el follaje
y bajo nimero de manchas en condiciones controladas. Este material
combina resistencia por hipersensibilidad conferida por el gen Xv3 vy
resistencia de campo, en la que participan otros genes menores (Scott et al.
1996, Scott et al. 2001). La participacién de muchos genes en la resistencia
de campo de Hawaii 7981 complejizan la transferencia por retrocruzamiento
a cultivares comerciales (Scott et al., 2001). Ejemplo de esta complejidad se
observa en la linea Florida 216. Este material contiene el gen Xv3,
transferido por retrocruzas sucesivas (Stall et al., 2009). Sin embargo, no

presento resistencia de campo.

La variedad Loica presentd gran resistencia en el follaje y en los frutos
en todos los experimentos realizados. Este material presenta diversas
ventajas para su uso como fuente de resistencia a mancha bacteriana raza
T3. En primer lugar, pertenece a la especie Solanum lycopersicum, lo que
implica que no existen barreras de incompatibilidad con el tomate cultivado.
En segundo lugar, presenta buenas caracteristicas agronomicas Yy
productivas, destacandose por su gran potencial de rendimiento (Izquierdo et
al. 1980, Gonzalez 2006, Giménez et al. 2010). Ademas, combina resistencia
parcial a otras enfermedades como al virus de la peste negra (TSWYV)

(Gallardo y Calvar, 1992). Por ultimo, la resistencia parcial se transfiere a la
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progenie. Esto se verifica en la resistencia parcial que muestran las lineas

LB que tuvieron a Loica como parental en el cruzamiento que las origino.

Las lineas LB 60, 76, 97 y 99 tuvieron niveles intermedios de
resistencia que probablemente provenga de Loica. Sin embargo, hay
algunas diferencias entre ellas. LB 99, LB 60 y LB 76 se destacaron por su
resistencia en frutos y una resistencia moderada en el follaje. LB 97 presentd
resistencia moderada en el follaje y en fruto el comportamiento fue variable
entre los afios. Ademas, LB 97 tuvo un bajo nimero de manchas en las
hojas, sin embargo la severidad fue alta en comparacion con Loica. Esto
indicaria que esta linea presenta manchas de mayor tamafio. Pareceria que
LB 97 tiene mayor resistencia a la penetraciébn que a la colonizacién del
tejido luego del ingreso de la bacteria al mesofilo de la hoja. Esto no se pudo
confirmar en el monitoreo de la poblacién bacteriana, donde LB 97 tuvo

menor poblacién bacteriana dentro del tejido que LB 85.

La variedad Ohio 8245 presentd una resistencia moderada a la raza
T3. Esto se suma a la resistencia cuantitativa a la raza T2 demostrada por
Silva-Lobo et al. (2005).

4.3. CONCLUSIONES GENERALES

A partir de este trabajo se concluye que las evaluaciones a campo
permitieron diferenciar genotipos resistentes en las condiciones reales de
produccion. La severidad en hojas evaluada con la escala diagramatica
desarrollada por De Mello et al. (1997b) permitié evaluar un gran namero de
plantas de tomate de manera sencilla y rapida. Ademas, fue muy consistente
entre afos a pesar de las diferencias ambientales. La incidencia en los frutos
resulta mas variable entre afios. Sin embargo, como la resistencia en frutos
estd gobernada por genes distintos a la resistencia en el follaje aporta
informacion complementaria para el mejoramiento por resistencia a mancha

bacteriana. En condiciones controladas, el componente nimero de manchas
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fue el mas efectivo para diferenciar materiales segun resistencia a

Xanthomonas perforans.

Este estudio permiti6 identificar nuevas fuentes de resistencia
cuantitativa a Xanthomonas perforans raza T3, que pueden ser incorporadas
a los programas de mejoramiento. La fuente de resistencia mas destacada
fue la variedad Loica. La misma combina resistencia parcial en follaje y en
fruta a mancha bacteriana raza T3, gran potencial de rendimiento y
resistencia a otras enfermedades. Las lineas avanzadas LB 60, LB 76, LB 97
y LB 99 presentaron niveles intermedios de resistencia parcial a la
enfermedad. Ademas la linea Ohio 8245 presentd niveles intermedios de
resistencia a la raza T3 lo que complementa la resistencia a la raza T2 ya

identificada anteriormente.
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