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Resumen

La marchitez bacteriana es una enfermedad causada por el complejo de especies Ralstonia
solanacearum, capaz de afectar diferentes tipos de cultivos, entre ellos el de papa (Solanum tuberosum
L.). Estudios previos han demostrado que parientes silvestres de la papa pueden utilizarse como fuente
de resistencia a esta enfermedad, siendo ésta una de las estrategias en la cual se basa el programa de
mejoramiento genético de papa de INIA.Durante los ultimos afos se realizaron colectas de diferentes
genotipos de papa silvestre (S. commersonii, S. chacoense y S. malmeanum) alrededor del pais, con los
cuales se genero una coleccion nucleo representativa de la diversidad existente. Esta coleccion nucleo
tiene un acervo genético muy importante, por lo cual, es de sumo interés poder caracterizarla en funcién
de diversos atributos fenotipicos de interés. El objetivo principal de esta tesis fue evaluar la resistencia a
marchitez bacteriana que posee la coleccion nucleo, para valorizar este germoplasma e identificar nuevas
fuentes de resistencia para su aprovechamiento en programas de mejoramiento por introgresion en
la papa comercial. En este marco, se realizaron dos ensayos independientes para dicha evaluacion, uno
se llevo a cabo desde diciembre de 2019 a enero de 2020, y el segundo de septiembre a noviembre de
2020. Ambos ensayos se realizaron bajo condiciones controladas en el solario del Centro Regional Sur de
la Facultad de Agronomia. En ambos ensayos se inoculd, ocasionando dano de raiz, la cepa UY031 de R.
solanacearum, una cepa aislada en Uruguay y de alta agresividad en papa. Luego de la inoculacion se
realizaron evaluaciones de los sintomas desarrollados en cada planta y con estos datos se realizé un
analisis comparativo de la resistencia de cada accesién. Por ultimo, se seleccionaron los genotipos que
permanecieron asintomaticos al final del ensayo, y se les realiz6é un analisis para determinar la ocurrencia
de infecciones latentes. Para ello se utilizd un procedimiento de BIO-multiplex-PCR, utilizando primers
generales de R. solanacearum y primers especificos para la cepa UY031. Se complementdé con la
cuantificacion de la bacteria mediante recuento en placa. El analisis estadistico realizado permitio
observar los efectos de diferentes variables en el avance de la enfermedad, tales como la especie, el
genotipo, el tiempo y sus interacciones. De esta forma se determiné que, tanto la especie como la
interaccion del genotipo con el momento de la evaluacion no fueron significativos para ambos ensayos.
Por lo tanto, las especies se comportaron de forma similar y por otro lado, la evolucién de los sintomas
fue similar entre los diferentes genotipos. En el primer ensayo se encontraron diferencias significativas
entre los genotipos evaluados, mientras que el segundo fue mas agresivo y todos los genotipos fueron
afectados sin distinguir niveles de resistencia entre ellos. Dentro de los genotipos de la coleccion nucleo
se destacaron A11P1, C14P1, C6P1, RN3P1, para los cuales la mayoria de las plantas inoculadas
permanecieron asintomaticas o mostraron un retardo en la aparicion de sus sintomas. El nivel de
resistencia observado en estos genotipos fue incluso mejor que el observado para el clon 09.509.6, el
testigo con mejor comportamiento. Por otro lado, el ensayo de evaluacion de latencia de los genotipos
asintomaticos mostré6 que ciertos genotipos como A11P1 y 09.509.6 no presentaron este tipo de
infecciones, mientras que otros tenian infecciones latentes solo en algunas réplicas. Los resultados de
este trabajo evidencian que la resistencia a la infeccion por R. solanacearum es un rasgo complejo y con
una alta variabilidad en las especies silvestres emparentadas con la papa cultivada. La caracterizacion
realizada permitid seleccionar genotipos de S. commersonii y S. malmeanum con altos niveles de
resistencia y baja ocurrencia de infecciones latentes los cuales representan recursos genéticos valiosos
para el programa de mejoramiento genético de papa.



1. Introduccion

1.1 El cultivo de papa

1.1.1 Generalidades

La papa (Solanum tuberosum L., 2n=4x=48) pertenece a la familia de las solanaceas y es un cultivo de
suma relevancia a nivel mundial (Machida-Hirano y Niino, 2017), siendo el tercero mas importante luego
del trigo y el arroz. Esto se debe a que los tubérculos que produce se utilizan como alimento, incluso con
el rol de la principal fuente de carbohidratos en muchos pueblos. En este marco, cabe destacar que se
encuentra en el tercer puesto de cultivos mas consumidos por el humano (CIP, 2021), debido a la alta
concentracion de azucares que posee, ademas de proteinas, fibras, vitaminas, minerales y antioxidantes
(Storey, 2007; Bradshaw y Ramsay, 2009).

Este cultivo es plantado en 149 paises (Bradshaw et al., 2006), dentro de los cuales se encuentra
Uruguay. En nuestro pais, se siembran aproximadamente 3500 ha de este cultivo en promedio al afo,
consiguiendo rendimientos de 21 t/ha aproximadas (MGAP, 2020). Las zonas de produccion varian segun
la estacion del afo, destacandose el sur (Canelones y San José) en otofio, el este (Rocha) en las
estaciones mas calidas y el norte en invierno (Vilaro, 1990). La época de cultivo depende también del
destino final de la produccién, pudiendo ser papa para consumo o su utilizacion como tubérculos-semilla
(Vilaré, 1990). Todo esto conlleva a que sea el cultivo horticola de mas importancia en el pais, tanto a
nivel de produccidon como por superficie total plantada (Casares, 2020).

Existen diversas hipotesis sobre la evolucidn y el origen de la papa (De Haan y Rodriguez, 2016).
Naturalmente la papa como especie domesticada surgié en la region de los Andes en América del Sur
(Simmonds, 1995; Spooner et al., 2005) y no fue conocida en el resto del mundo hasta el siglo XVI
(Machida-Hirano y Niino, 2017). No obstante, hoy en dia se cultiva en diferentes regiones del mundo con
climas templados (Bradshaw, 2010), siempre y cuando se tengan condiciones adecuadas de agua
(Govindakrishan y Haverkort, 2006). Ademas, existen diversos cultivares adaptados a diferentes
condiciones de altitud, clima y estreses abidticos (Bradshaw y Ramsay, 2009).

En relacion a la taxonomia, la papa forma parte de la seccidon Petota del género Solanum (Hawkes, 1990)
que engloba todas las especies que tuberizan (Spooner y Salas, 2006). En este taxdon, ademas de
incluirse la papa que conocemos tradicionalmente como S. tuberosum (tbr), es decir, la papa cultivada,
existe una gran diversidad de especies silvestres que estan emparentadas con la misma. Existen 107
especies silvestres (Machida-Hirano y Niino, 2017), todas ellas se encuentran distribuidas a lo largo del
continente americano (Spooner et al., 2014); en particular en América del Sur se encuentran en la region
de Venezuela, Argentina, Chile, Paraguay, Peru, Bolivia, Uruguay y el sur de Brasil (Bradshaw y Ramsay,
2009). En el continente existen dos centros de diversidad de especies salvajes: uno en México y otro en
los Andes (Machida-Hirano y Niino, 2017). Esta amplia distribucion, tanto territorial como de diversas
altitudes, indican su gran adaptacion y versatilidad (Spooner y Hijmans, 2001). Los territorios que habitan
son diversos, incluyendo desde desiertos hasta bosques (Machida-Hirano y Niino, 2017); esto se puede
evidenciar en su diversidad fenotipica (Hanneman, 1989).

En cuanto a su composicion gendémica, las papas cultivadas y silvestres tienen un numero basico de 12
cromosomas (n=12), pero presentan diferentes niveles de ploidia; por ejemplo, las papas cultivadas
pueden ser desde diploides (2n=2x=24) hasta pentaploides (2n=5x=60), mientras que las silvestres
suelen ser diploides, pero pueden llegar a ser hasta incluso hexaploides (2n=6x=72) (Spooner y Hijmans,
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2001; Spooner et al., 2014). Generalmente, las especies diploides son autoincompatibles (Dodds, 1965)
mientras que las tetraploides y las hexaploides son autocompatibles y alopoliploides (Hawkes, 1990).

Los parientes silvestres de la papa presentan diversas caracteristicas favorables, desde adaptaciones a
distintos climas hasta resistencias a enfermedades (Hawkes, 1990; Spooner y Hijmans, 2001; Bradshaw y
Ramsay, 2009). Esta alta diversidad y complejidad genética (Machida-Hirano, 2015) caus6 que estas
plantas nativas hayan ganado protagonismo en los ultimos afios (Machida-Hirano, 2015; Bethke et al.,
2017). La gran variabilidad de diferentes cualidades como resistencia a enfermedades, plagas, alto poder
nutritivo, entre otras, las convierte en un recurso genético de mucha utilidad en el mejoramiento de
cultivos (Castafieda-Alvarez et al., 2015; Machida-Hirano, 2015; Bethke et al., 2017). Es por esto que se
han realizado diversas colectas desde el afio 1920 (Hawkes, 1990; Castafieda-Alvarez et al., 2015) que
se mantienen en una red mundial de bancos de germoplasma (Bradshaw y Ramsay, 2009;
Castaneda-Alvarez et al., 2015).

1.1.2 Parientes silvestres en Uruguay

Existen diferentes parientes silvestres de papa en Uruguay que presentan una gran diversidad a nivel
morfologico, genético y fisiologico (Pianzzola et al., 2005; Siri et al., 2009; Prieto et al., 2016). Esta
diversidad sin igual hace que el germoplasma se adapte a diferentes habitats, nichos y suelos
(Machida-Hirano, 2015). Ademas de la variabilidad genética, también poseen una gran variabilidad
morfolégica, ya que la forma de los tubérculos, las flores, tamano de la planta, etcétera, varian entre
accesiones (Hanneman, 1989). Todo lo mencionado anteriormente es de suma importancia para la
utilizacion de los mismos en programas de mejoramiento genético (Machida-Hirano, 2015)

Uno de los parientes silvestres que se destaca es S. commersonii (cmm), una especie tuberosa diploide
(2n=2x=24) (Hawkes, 1990), con excepcion de algunos clones triploides (Tarn y Hawkes, 1986). Esta
especie es nativa de Uruguay, Argentina y Brasil (Hawkes, 1990). En Uruguay se encuentra distribuida en
todo el territorio, sobre todo en el sur y el noreste (Abad-Njers, 2020). Es una especie que tiene un
prominente foliolo terminal y el caliz posee sépalos de forma ovalada (Hawkes, 1990) (fig. 1 A, B, C). Se
reproduce por propagacion vegetativa y de forma sexual (autoincompatible), y produce gametos no
reducidos. Dentro de sus caracteristicas fisiologicas se distinguen su tolerancia a las temperaturas
extremas como el frio y el calor (Palta et al., 1981) y resistencia a diferentes enfermedades causadas por
hongos, bacterias, nematodos y virus (Laferriere et al., 1999; Galvan et al., 2007; Spooner et al., 2009;
Cai et al., 2011; Patil et al., 2012).

Otra especie importante es S. malmeanum (mim), la cual previamente era considerada como una
subespecie dentro de cmm, debido a que comparten muchas similitudes morfolégicas (Clausen et al.,
2013; Spooner et al., 2014) tales como los foliolos laterales y terminales (Hawkes, 1990) (fig. 1 D, E, F).
Es una planta herbacea que forma estolones y tuberiza, las hojas son verdes y pinnadas, las flores son
siempre blancas y los frutos verdes (Nicolao, 2021). Esta especie, como cmm, es diploide pero también
presenta accesiones triploides (Spooner et al., 2014). Es originaria de Argentina, Brasil, Paraguay y
Uruguay (Spooner et al., 2014); en el caso de Uruguay se encuentra en el noroeste del pais, sobre el
litoral (Castro et al., 2006; Abad-Njers, 2020).

Por otro lado, la especie S. chacoense (chc) también es diploide (Mandujano Sanchez, 2007; Spooner et
al., 2014). Es una especie oriunda de Argentina, Bolivia, Paraguay, Peru y Uruguay (Spooner et al., 2014).
En Uruguay se encuentran solo algunos registros (Abad-Njers, 2020). Es una hierba de 20 a 150 cm de
largo con hojas pinnadas con de tres a ocho foliolos laterales (Morton, 1976) (fig. 1 G, H, I). A nivel
mundial es de las especies mas utilizadas en mejoramiento genético, por lo que posee muchos recursos
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genéticos y gendmicos, incluso todo su genoma secuenciado y ensamblado (Leisner et al., 2018).
Particularmente se destaca por ser utilizada como fuente de resistencia a virus (Bradshaw, 2007).
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Figura 1: Fotografias de los parientes silvestres de la papa nativos de Uruguay. La primera columna (A, B
y C) contiene fotografias de la especie Solanum commersonii, a nivel de tubérculo, flor y follaje. La
segunda columna (D, E y F) de Solanum malmeanum. La ultima columna (G, H e I) de Solanum
chacoense. Fuente: la fotografia G fue tomada por Natali Hernandez, las A, B, D, E, F y H por la Dra.
Paola Gaiero.

1.2 La marchitez bacteriana de la papa causada por Ralstonia solanacearum

La marchitez bacteriana es una enfermedad que causa estragos en diversos cultivos a nivel mundial
(Hayward, 1994). En el caso del cultivo de papa, es también conocida como “murchera” o “podredumbre
parda”, causando importantes pérdidas en regiones subtropicales y de clima templado (Martin y French,
1985; Hayward, 1991; Elphinstone, 2005; Patil et al., 2012). En Uruguay, este patdégeno afecta
principalmente a los cultivos de papa, con brotes esporadicos pero severos, provocando dafos que
presentan dificultades a la hora de prevenir y controlar (Siri, 2010).

Los sintomas de la enfermedad son iguales a los que provoca la falta de riego en el cultivo: marchitez,
amarillamiento de las hojas y retraso del crecimiento (Martin y French, 1985) (fig. 2). La sintomatologia
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también puede incluir la epinastia y raices adventicias que crecen en el tallo (Alvarez et al., 2010). Las
plantas que no presentan los sintomas previamente mencionados, pueden desarrollar otros como
enanismo (Lopes et al., 2015). Sin embargo, el primer sintoma que aparece es el marchitamiento de las
hojas superiores que va progresando paulatinamente. La sintomatologia de la enfermedad es tal debido a
que la bacteria coloniza los tejidos vasculares, especificamente los vasos del xilema (Peeters et al.,
2013), bloqueando el transporte del agua por la planta (Buddenhagen y Kelman, 1964). Tanto la expresion
de los sintomas como la velocidad a la que se produce la enfermedad dependen tanto de la
susceptibilidad del hospedero como de la agresividad de la cepa (Alvarez et al., 2010).

Figura 2: Sintomas caracteristicos de marchitez bacteriana en cultivos de papa. (A) Corte transversal de
tubérculo con presencia de exudados bacterianos en la zona de los haces vasculares. (B) y (C) Plantas a
campo con sintomas de marchitamiento en tallo y hojas. Fuente: fotografias tomadas por la Dra. Virginia
Ferreira durante un brote en un predio en Empalme Olmos, Canelones, diciembre de 2017.

Si se realiza un corte transversal del tallo se puede observar la presencia de una coloracién marréon a
nivel de los tejidos vasculares y un exudado color blanco (Martin y French, 1985; Milling et al., 2011),
dicho exudado es un polisacarido extracelular conocido como zooglea que la bacteria lo utiliza como
método de proteccion. En el caso de los tubérculos de papa, este compuesto también exuda desde los
anillos vasculares, los cuales se decoloran y pudren, hasta que todo el tubérculo es destruido (Alvarez et
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al., 2010). Una vez que la bacteria ha colonizado toda la planta, esta colapsa, sin embargo en general
sigue manteniendo su color verde (Martin y French, 1985).

1.2.1 Generalidades del patdgeno

R. solanacearum es una bacteria gram negativa aerobia maovil con forma de bacilo cuya caracteristica
mas importante es que produce la enfermedad conocida como marchitez bacteriana (Genin y Boucher,
2004; Patil et al.,, 2012). Este fitopatdégeno tiene la particularidad de poseer una gran cantidad de
hospederos, especificamente mas de 400, los cuales pertenecen a mas de 50 familias botanicas (Patil et
al., 2012). La familia mas afectada a nivel econdmico es la Solanaceae, incluyendo varios cultivos como
la papa, el tomate, la berenjena, el morrén y el tabaco (Denny, 2006). R. solanacearum es un patdgeno de
distribucion global que se encuentra en seis de los siete continentes (Fegan y Prior, 2005).

Esta bacteria pertenece a la familia de las Proteobacterias (Busse y Auling, 1988; Stackebrandt et al.,
1988; Genin y Boucher, 2004). Hasta hace poco era considerada un complejo de especies debido a su
alta heterogeneidad (Fegan y Prior, 2005) tanto fisiolégica, como seroldgica y genética (Patil et al., 2012).
Estudios de la ultima década habian concluido que se podia clasificar en diferentes filotipos, basandose
en analisis filogenéticos de las secuencias de la region ribosomal intergénica del 16S-23S y los genes de
endoglucanasa y mutS. Este analisis clasifica a la especie en cuatro filotipos del | al IV (Fegan y Prior,
2005; Peeters et al., 2013). El filotipo Il se origind en América (Fegan y Prior, 2005; Liu et al., 2009) y
tiene dos sub-clusters: el IIA y el IIB (Fegan y Prior, 2005). Los filotipos a su vez se subdividen en
secuevares, definidos como clusteres de aislamientos con secuencias de ADN altamente conservadas
(Fegan y Prior, 2005). Mas recientemente, investigaciones de Safni et al (2014) mediante analisis de
secuenciacion gendmica, compararon ocho genomas completos de cepas representantes de los
diferentes filotipos y propusieron la clasificacion en diferentes especies. Las cepas pertenecientes al
filotipo | y Ill fueron asignadas a la especie R. sequeirae, las del filotipo IV a la especie R. haywardii y las
del Il se mantienen como R. solanacearum. En nuestro pais, estudios de Siri et al. (2011) determinaron
que los cultivos de papa se encuentran afectados por cepas del filotipo IIB secuevar 1, el cual es
predominante en climas templados (Denny, 2006). Este tipo de cepas tiene alta virulencia y capacidad de
producir infecciones latentes asintomaticas que favorecen su diseminacion (Siri et al., 2011; Cellier et al.,
2012). Particularmente la cepa UY031, utilizada en esta tesis, es una cepa de alta agresividad, que
pertenece a este secuevar y fue aislada de tubérculos de papa en Uruguay en 2003 (Siri et al., 2009; Siri
et al., 2011).

A nivel fenotipico este fitopatdogeno mide de 0.5-0.7 a 1.5-2.5 um (Denny y Hayward, 2001; Patil et al.,
2012) y cuando sus flagelos estan presentes son polares (Tans-Kersten et al., 2001). Su metabolismo es
oxidativo y estrictamente aerobio (Alvarez et al., 2010), no obstante, bajo ciertas circunstancias puede
crecer, aunque las células no estén en contacto directo con el aire (Denny y Hayward, 2001). Dentro de
las caracteristicas bioquimicas que posee, se destacan que es oxidasa positiva, arginina hidrolasa
negativa, no provoca hidrélisis del almidon y su crecimiento se inhibe en presencia de bajas
concentraciones de sal (Buddenhagen y Kelman, 1962; Denny y Hayward, 2001; Denny, 2006). Ademas,
puede reducir nitrato, producir acidos utilizando disacaridos como intermediarios y oxidar ciertos tipos de
alcoholes (Goszczynska et al., 2000). Como reserva energética utiliza los granulos de
poly-B-hidroxibutirato que produce de forma intracelular (Denny y Hayward, 2001).

En cuanto a sus condiciones de crecimiento, las temperaturas minima y maxima respectivamente son
8-10°C y 37-39°C (EPPO, 2004; Singh et al., 2014). En concreto, la temperatura optima de crecimiento en
zonas tropicales es 35°C y en zonas mas frias 27°C (Alvarez et al., 2010). Respecto a las condiciones de



pH favorables, el crecimiento de R. solanacearum se inhibe en medios acidos, pero se favorece en
condiciones de leve alcalinidad (Alvarez et al., 2010).

1.2.2 Ciclo de la enfermedad

El ciclo infeccioso de R. solanacearum se basa en la capacidad que tiene el fitopatégeno de infectar las
raices de un hospedero susceptible (fig. 3) (Genin, 2010). Es un patégeno de suelo, por lo tanto, el ciclo
comienza con un estadio saprofitico de la bacteria, es decir, con su supervivencia en ese ambiente
(Genin, 2010; Xue et al., 2020). Debido a esto, debe ser capaz de resistir todos los factores de estrés
ambiental asociados con este habitat, por lo que su supervivencia esta sobre todo controlada por la
humedad y temperatura del suelo, como también el tipo de suelo, cantidad de nutrientes y otros
microorganismos que habitan alli (Hayward, 1991). Esto hace que el suelo sea una de las fuentes de
indculo mas importantes del patdgeno, junto con los tubérculos semilla infectados (Xue et al., 2020). En la
papa semilla sobrevive sin ser detectado debido a infecciones latentes asintomaticas (Martin, 1985). La
comercializacion de semilla contaminada causa la dispersion a nivel internacional de la enfermedad. La
supervivencia del patdégeno tanto en el suelo como en los tubérculos se debe ademas a su capacidad de
permanecer en un estado de dormancia (Grey y Steck, 2001; Caruso et al., 2005).

En el ambiente, el fitopatégeno detecta estimulos especificos y se mueve hacia el hospedero
(Tans-Kersten et al., 2001), donde va a encontrar condiciones mas favorables de supervivencia (Yao y
Allen, 2006a; 2006b; 2007). EI movimiento per se se da gracias a flagelos y fimbrias que la bacteria posee
(Tans-Kersten et al., 2001; Liu et al., 2001; Kang et al., 2002) y es promovido por quimiotaxis, ya que la
raiz de la planta hospedera exuda determinados aminoacidos y acidos organicos que promueven la
adherencia y la eficiencia de la colonizacion (Yao y Allen, 2006a). También ocurre un proceso denominado
aerotaxis que colabora en dicha atraccion (Yao y Allen, 2006b; 2007). Posteriormente, se da la invasion a
un hospedero susceptible, entrando a sus tejidos (Genin, 2010). La infeccion ocurre a nivel radicular, es
decir, la bacteria ingresa mediante heridas provocadas por el surgimiento de raices laterales (Genin,
2010; Xue et al; 2020), por el trabajo del hombre en la tierra (Genin, 2010) e incluso por infeccion de
nematodos como Meloidogyne sp. (Buddenhagen y Kelman, 1964).

Una vez que el patdogeno ingreso al sistema radicular, progresa su invasion a través de las raices,
multiplicandose de forma masiva en los espacios intercelulares entre las células de la corteza, causando
plasmolisis de células epidérmicas (Xue et al., 2020). En el ultimo estadio, la bacteria coloniza el xilema
(Vasse et al., 1995; Yao y Allen, 2006b; Genin, 2010; Xue et al., 2020). Para poder realizar lo mencionado
anteriormente, R. solanacearum secreta enzimas que degradan la pared celular vegetal (Schell, 2000).
Luego, se propaga de forma sistémica y comienzan a aparecer los sintomas caracteristicos de
marchitamiento, debido a la oclusion de los vasos xilematicos (Genin, 2010, Xue et al., 2020). A su vez se
va extendiendo de forma muy rapida hacia la parte aérea (Genin y Boucher, 2004) impulsada por el flujo
de transpiracion (Vasse et al., 1995). Por ultimo, se produce la muerte de la planta (Alvarez et al., 2010).
Esto provoca que el patégeno retorne al suelo y se propague por ambientes acuosos (Genin, 2010) y por
plantas que funcionan como hospederos alternativos (Denny et al., 1990) como por ejemplo ciertas
malezas y otros cultivos (Wenneker et al., 1999; Pradhanang et al., 2000).
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Figura 3: Ciclo de la marchitez bacteriana. (a) Microscopia electronica de la cepa de Ralstonia
solanacearum GMI 1000. (b) Observacidén con microscopio confocal de la bacteria atacando la superficie
de las células de la planta. (c¢) Visualizacién del patdgeno en la superficie de la raiz de una planta de
tomate mediante microscopia de fluorescencia. (d) Test de flujo: crecimiento bacteriano en un tallo de
tomate infectado. Esquema adaptado de Genin (2010), extraido de Ferreira (2019).

1.2.3 Infecciones latentes

Existen plantas asintomaticas, las cuales pueden presentar infecciones latentes (Stevenson et al., 2001).
Las infecciones latentes ocurren en cultivares tolerantes a la marchitez bacteriana y en algunos
aparentemente resistentes, aunque esto depende de la cepa del patdégeno (Ciampi et al., 1980). Lo mas
comun es que este tipo de infecciones aparezcan en los genotipos que poseen resistencia parcial a la
enfermedad (Ferreira, 2019). Generalmente, ocurren cuando los tubérculos semilla son producidos en
zonas mas frias y luego se transportan a lugares con condiciones de altas temperaturas y humedad
ambiental (Martin, 1985). Esto se debe a que esas condiciones ambientales son las que fomentan que los
sintomas sean visibles (Graham et al., 1979; Nyangezi et al., 1984).

Los tubérculos infectados son uno de los lugares en donde la bacteria logra sobrevivir mas tiempo
(Graham et al., 1979), esto provoca que el inéculo primario de la enfermedad generalmente sea el uso de
tubérculos semilla contaminados que permanecen asintomaticos (Garcia, 1976; Harris, 1976; Olsson,
1976; Patil et al., 2012). Esto ocurre ya que la sintomatologia generalmente se presenta en el tallo, para
que se manifieste en el tubérculo tiene que haber una infeccidn muy severa (Martin, 1985). Por lo tanto,
encontrar fuentes de resistencia sin infecciones latentes es fundamental para evitar el contagio y
propagacion de la enfermedad (Charkowski et al., 2020).

1.2.4 Estrategias de manejo.

La marchitez bacteriana es una de las enfermedades de cultivos mas dificiles de controlar (Saddler,
2005). El manejo presenta dificultades debido a que el patdégeno tiene una amplia cantidad de hospederos
muy diversos, sobrevive en el suelo (Buddenhagen y Kelman, 1964) y existe una variabilidad genética

10



importante entre las diferentes cepas (Alvarez et al., 2010; Yuliar y Toyota, 2015). Esto ha llevado a que
se investiguen diversas maneras para erradicar la enfermedad. Por ejemplo, se han utilizado diversos
compuestos de naturaleza quimica, sin embargo, se llegé a la conclusion de que no existe ninguna forma
de control quimico que sea totalmente efectiva a la vez que posea practicidad a la hora de su ejecucion
(Martin, 1985; Patil et al., 2012). Esto puede deberse a que R. solanacearum posee genes de resistencia
tanto a metales como a diferentes compuestos quimicos (Genin y Boucher, 2004). Sumado a esto, el
control quimico, nunca es la mejor opcidon debido a que es una forma de manejo muy dafiina para el
medioambiente (Huet, 2014).

En consecuencia, se ha planteado la utilizacion del control biolégico utilizando diferentes especies de
bacterias (Smith et al., 1992), hongos (Ceballos et al., 2014) y mutantes avirulentos de R. solanacearum
(Huet, 2014). Sin embargo, por mas de que haya resultados prometedores, aun no se ha demostrado una
efectividad total a campo (Huet, 2014). Paralelamente, se estan desarrollando técnicas biotecnolégicas de
control como la introduccidén de péptidos antimicrobianos (lectinas, inhibidores enzimaticos, entre otros)
(Bohlman, 1994), genes de defensa vegetal y genes de resistencia (Patil et al., 2012). No obstante, la
utilizacion de técnicas de ingenieria genética para la generacion de transgénicos tiene varias
complicaciones (Patil et al., 2012) y aun no se ha podido optimizar.

Por lo tanto, se plantean mecanismos de evasion de la enfermedad, como por ejemplo, utilizar siempre
papa semilla sana, evitar heridas en las raices cuando se cultiva, rotacion de cultivos (Smith et al., 1992),
entre otras (Martin, 1985). Estas medidas de manejo integrado, sumadas a la utilizacién de cultivares
resistentes a la enfermedad, son lo ideal para evitar la enfermedad (Tung et al., 1993; Huet, 2014), ya que
el control genético es la unica forma de control prometedora.

1.2.5 Resistencia genética

Para que un cultivar sea resistente debe cumplir los siguientes requisitos: la resistencia debe perdurar en
el tiempo, el cultivar ademas debe de tener caracteristicas agronomicas deseadas, debe de sobrevivir en
ambientes muy diversos y debe de ser resistente a todas las cepas (Huet, 2014). En este contexto,
cumpliendo estas condiciones, se han encontrado y desarrollado cultivares con resistencia genética a la
marchitez bacteriana en plantas de tabaco (Hayward, 1991). Sin embargo, en la papa soélo se han
desarrollado cultivares parcialmente resistentes (Sequeira, 1979; Martin, 1979). Actualmente no se
disponen de cultivares comerciales cuya resistencia perdure (Charkowski et al., 2020).

En un comienzo los clones resistentes se generaban por cruzamientos entre tbr y S. tuberosum Grupo
Phureja (Thurston y Lozano, 1968), no obstante, estos no son resistentes a todas las cepas de Ralstonia
solanacearum (Ciampi et al., 1980) y asimismo la resistencia se pierde facilmente por en condiciones de
cultivo a altas temperaturas (French, 1972). Posteriormente, se comenzaron a utilizar otras fuentes de
resistencia (Martin, 1985). En este marco, se ha generado un clon conocido como Cruza 148, producto
del cruzamiento entre tbr y S. demissum, que ha sido seleccionado por los mejoradores debido a su
resistencia parcial a la marchitez bacteriana (Martin, 1979). No obstante, se descubrié que sufre de
infecciones latentes (French, 1988). Esto es muy peligroso puesto que colabora con la diseminacion de la
enfermedad (Hayward, 1991).

La falta de cultivares con inmunidad a la enfermedad ha llevado a la utilizacién de diferentes tipos de
germoplasma (Martin, 1985), sobre todo tratando de valorizar el germoplasma autoctono (Huet, 2014). En
esta busqueda se han incluido diferentes genotipos silvestres entre ellos chc (Chen et al., 2013) y cmm
(Watanabe et al., 1992; Laferriere et al., 1999; Kim-Lee et al., 2005; Carputo et al., 2009; Gonzalez et al.,
2013; Chen et al., 2013). Estas dos especies junto con mim son nativas de Uruguay y presentan una
diversidad morfolégica, quimica, genética muy amplia (Pianzzola et al., 2005; Siri et al., 2009; Prieto et al.,
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2016). Estas especies autéctonas, sobre todo cmm, han sido caracterizadas y evaluadas para determinar
su potencial como fuentes de resistencia a diversas enfermedades (Cardi et al., 1993; Carputo et al.,
1997, Laferreire et al., 1999; Kim-Lee et al., 2005). Especificamente en el caso de cmm y chc se encontro
mucha variabilidad en cuanto a la resistencia a la enfermedad provocada por R. solanacearum entre
diferentes accesiones (Vazquez et al., 1997; Micheletto et al., 2000; Gonzalez et al., 2013).

1.2.6 Utilizacion de parientes silvestres

Las especies silvestres de la papa han sido usadas en programas de mejoramiento genético desde hace
mas de 100 afos (Machida-Hirano, 2015). Su utilizacion en los programas de mejoramiento genético a
nivel mundial radica en la riqueza de diversidad que las accesiones de estas especies poseen (Bethke et
al., 2017), sobre todo a nivel adaptativo (Shah et al., 2020). Se ha visto que pueden llegar a mejorar la
calidad de los tubérculos y aportar resistencias y tolerancias (Jansky y Peloquin, 2006; Bradshaw, 2009).

En el caso de la papa, tanto mim como cmm y chc son recursos utilizados para este propdsito en
diferentes paises (Micheletto et al., 2000; Siri et al., 2009; Bashir et al., 2021). Se seleccionan accesiones
que tengan cierta caracteristica de interés, como por ejemplo resistencia a una enfermedad y que a su
vez puedan cruzarse o sean especie puente para los posteriores cruzamientos con tbr (Jansky, 2006). En
particular la introgresion de resistencia a la marchitez bacteriana a partir de este tipo de especies es
dificultosa debido a que es poligénica y ademas se introgresan caracteres no deseados (Charkowski et
al., 2020). Las tres especies nativas mencionadas anteriormente tienen la particularidad de que tuberizan.
Sin embargo, dichos tubérculos son pequefios, con estolones largos, dormancia; ademas tienen
contenido variable de glicoalcaloides (Altesor et al., 2014), todas caracteristicas silvestres que son
consideradas negativas y que por lo tanto se seleccionan en contra cuando se usan en programas de
mejoramiento genético.

La resistencia desde especies silvestres ha sido transferida de forma exitosa a la papa cultivada mediante
fusidn de protoplastos (Laferriere et al., 1999; Fock et al., 2001; Kim-Lee et al., 2005), mediante hibridos
somaticos (Fock et al., 2000; Chen et al., 2013) y por via sexual. En el caso de esta ultima via, se han
logrado transferencias de genes especificos de resistencia de mim a tbr (Tu et al., 2021) y de cmm a tbr
(Carputo et al., 2009).

En Uruguay se han realizado varias evaluaciones, sobre todo de cmm, concluyendo que algunas
accesiones de este germoplasma tienen resistencia a la marchitez bacteriana (Gonzalez et al., 2013;
Ferreira et al, 2017; Ferreira, 2019), lo cual se puede evidenciar, entre otras cosas, por ejemplo, mediante
la presencia de genes relacionados con la sintesis de proteinas de defensa vegetal (Narancio, 2011). Con
el mismo proposito también se ha evaluado a mim, encontrandose accesiones resistentes vy
medianamente resistentes (Siri et al., 2009).

En particular, cmm ha mostrado diversos grados de resistencia frente a la marchitez bacteriana en mas de
30 accesiones evaluadas (Siri et al., 2005; Pianzzola et al., 2005; Galvan et al., 2007; Siri et al., 2009;
Gonzalez et al., 2013; Ferreira et al., 2017). Esposito et al. (2008) descubrieron la presencia de
metabolitos en genotipos resistentes que desencadenan una interaccion entre planta y patdégeno de
caracter incompatible. Estos permiten que la enfermedad se detenga cuando comienza la infeccidn y que
en caso de que se desarrollen sintomas los mismos sean leves y tardios (Esposito et al., 2008). Se ha
verificado que, en los genotipos con resistencia parcial a marchitez bacteriana, la colonizacién y
multiplicacion del patdégeno se ven restringidas, lo que lleva a un enlentecimiento y disminucion de la
severidad de los sintomas (Ferreira et al., 2017). Esto posiciona a cmm como una de las especies mas
prometedoras para utilizar en los programas de mejoramiento genético. A nivel molecular, se ha descrito
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en varias especies que la resistencia a la marchitez bacteriana es cuantitativa y esta controlada por varios
genes (Huet, 2014). En papa existen cinco QTLs de resistencia a cepas del filotipo |, los cuales se
encuentran en 5 cromosomas distintos (Habe et al., 2019). En cmm existen regiones en el cromosoma 4 y
ademas SNPs asociados a la resistencia (Akinyi, 2020). Diversos estudios realizados en cmm muestran
herencia cuantitativa y transgresiva tanto en accesiones silvestres como en cruzamientos interespecificos
(Gonzalez, 2010; Gonzalez et al., 2013) y en retrocruzas avanzadas (Andino et al., 2021). La resistencia
de las especies silvestres, particularmente cmm, tiene diferentes componentes, por lo tanto, se producen
respuestas fenotipicas diferentes. Las bases genéticas estan relacionadas principalmente con genes de
defensa o involucrados en la producciéon de especies reactivas de oxigeno (Narancio et al., 2013; Zuluaga
et al., 2015). Las plantas que se mantienen asintomaticas lo logran debido a cambios fenotipicos como
produccion de tilosis, engrosamiento de paredes celulares y vasos del xilema por deposicion de calosa y
lignina, hiperplasia de tejido vascular, acumulacion de especies reactivas del oxigeno (Ferreira et al.,
2017) y aumento de la concentracidn de calcio en los tejidos (Ferreira, 2019).

1.3 Valorizacion de los recursos genéticos como fuentes de resistencia

1.3.1 Programas de mejoramiento genético

Existe en Uruguay un programa nacional de mejoramiento genético de papa, que es llevado a cabo por el
INIA hace ya varias décadas, especificamente desde 1983 (INIA, 2017). Este programa ha empleado
germoplasma diverso, particularmente muy resistente a diversas enfermedades. Esto ha llevado a la
liberacion de diferentes cultivares al sector productivo. En INIA, se ha utilizado germoplasma de origen
silvestre como aporte de resistencia a enfermedades, generando resultados prometedores (Andino, 2017;
Ferreira et al., 2017; Gaiero et al., 2018). La idea de un esquema de mejoramiento genético por
introgresion es valerse de la resistencia a una enfermedad o alguna otra caracteristica de interés que
tenga una accesion especifica, e introgresarla a una especie de interés comercial. Los clones que se
utilizan por su caracteristica particular se seleccionan mediante diferentes evaluaciones previas para esa
caracteristica y luego se cruzan sucesivamente, generando lo que se conoce como clones avanzados, es
decir, clones que fueron evaluados muchas veces en cuanto a la nueva caracteristica y a su potencial
agronomico (Martin, 1985). Un ejemplo de esto es la introgresion de resistencia a R. solanacearum de
cmm a tbr, mediante la utilizacion de especies puente como S. phureja (Gonzalez, 2010). Para poder
realizarlo de forma exitosa hay que superar las barreras postcigoéticas a la hibridacién interespecifica
(Johnston y Hanneman, 1982) mediante gametos no reducidos, los cromosomas de ambas especies
deben de aparearse y recombinarse en el hibrido y las retrocruzas, las secuencias repetidas no deben
diverger y los genomas deben ser colineales a nivel cromosémico y de secuencia (Gaiero et al., 2017;
2019b). Estudios realizados por Gaiero et al (2016) de colinealidad evaluada por mapeo citogenético
mostraron que todos los grupos de ligamiento de la papa tienen su homodlogo en las especies silvestres
distribuidas en Uruguay. A su vez, los marcadores citogenéticos se encuentran en el mismo orden vy
similar posicion, no habiendo rearreglos cromosdémicos de gran magnitud (Gaiero et al., 2016). Por tanto,
los parientes silvestres de la papa distribuidos en Uruguay son candidatos muy promisorios para el
mejoramiento por introgresion.

1.3.2 Coleccidén nucleo

El objetivo principal de una coleccién nucleo es la conservacion y utilizacion eficiente de los recursos
genéticos y su diversidad, en este caso los parientes silvestres de la papa; para ello se conserva un
minimo numero de integrantes representativos (Frankel, 1984). Esto a su vez permite su utilizacion de
forma mas accesible (Frankel, 1984; Brown, 1995; Van Hintum et al., 2000), su proteccion vy
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representacion (Castafieda-Alvarez et al., 2015). La coleccién, caracterizacion, conservacién y uso es
muy importante para la produccion sustentable de cultivos y la adaptacion a los cambios climaticos
venideros (Machida-Hirano y Niino, 2017). En el caso de la coleccion nucleo evaluada en esta tesina, fue
creada con el propoésito de que no se encontraba representada la variabilidad genética y ambiental de los
individuos de la regién uruguaya (Gaiero et al., 2019a). Esta coleccién se compone de genotipos diversos
de todo Uruguay y esta siendo caracterizada a nivel genético, morfoldégico y evaluando caracteres de
interés para seleccionar los genotipos mas promisorios, como la resistencia a la marchitez bacteriana.

Para la construccién de esta coleccion nucleo se partié de colectas representativas de toda la diversidad
de parientes silvestres de la papa encontrados en nuestro pais. Se colectaron 161 accesiones de 107
puntos de Uruguay (fig. 4) y posteriormente se caracterizaron genéticamente por marcadores de
microsatélites y se determinaron sus niveles de ploidia, también se caracterizaron morfolégicamente
(Abad-Njers, 2020). La coleccion nucleo fue construida considerando la variabilidad encontrada en
variables genéticas, morfofenoldgicas, de ploidia y de origen geografico. Se construyd utilizando el
programa CoreHunter-2.0 con una intensidad de 40% (Van Hitum, 1999). A esto se le agregaron otros
genotipos colectados previamente que tenian un valor agregado por haber sido utilizados en el programa
de mejoramiento genético de INIA y tener mucha informacion genética y de caracterizacion y evaluacion
asociada (CSIC [+D, Gaiero, 2016; Gaiero et al.,, 2019a). De esta manera se constituyé una coleccion
nucleo que representa la variabilidad de la papa silvestre uruguaya (CSIC I+D, Gaiero, 2016; Gaiero et al.,
2019a).
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Figura 4: Mapa de Uruguay con las zonas donde se colectaron los genotipos pertenecientes a la
coleccion nucleo utilizados en los ensayos. En azul se representan los individuos cmm, en naranja mim y
en amarillo chc.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de especies silvestres tuberosas nativas como recursos genéticos para la
introduccion de resistencia a la marchitez bacteriana en el cultivo de papa.

2.2 Objetivos especificos

Analizar la variabilidad de la coleccion nucleo en cuanto a resistencia a la marchitez bacteriana.
- Estudiar la dinamica temporal de la progresion de la enfermedad en los genotipos evaluados.
- Determinar si los genotipos mas resistentes son capaces de desarrollar infecciones latentes.

- Agregar valor a la coleccién nucleo, identificando nuevas fuentes de resistencia que podran ser
recursos genéticos para programas de mejoramiento por introgresion.

16



3. Materiales y métodos

3.1 Preparacion del material vegetal

Para la ejecucion de los ensayos (diciembre 2019-enero 2020 y septiembre 2020-noviembre 2020) se
partid de genotipos de papa silvestre pertenecientes a una coleccion nucleo, colectados previamente
alrededor del pais (Tabla 1), mas otros genotipos utilizados como controles, tanto de susceptibilidad como
de resistencia, del programa de mejoramiento de INIA (Tabla 2). En total se estudiaron 45 genotipos en
ambos ensayos.

Tabla 1. Genotipos de papa silvestre pertenecientes a la coleccion nucleo que fueron colectados
alrededor del pais y posteriormente evaluados para resistencia a la marchitez bacteriana.

Genotipo Especie Lugar de colecta
A11P1 mim Artigas
A2P3 mim Artigas
A3P2 mim Artigas
A7P2 mim Artigas
P3P1 mim Paysandu
R11P1 mim Rivera
RNSP2 mim Rio Negro
RN7P1 mim Rio Negro
S31P1 mim Salto
S38P1 mim Salto
S43P1 mim Salto
SJ1P1 mim San José
C14P1 cmm Colonia
C6P1 cmm Colonia
C2P2 cmm Colonia
Ca1P1 cmm Canelones
C11P1 cmm Colonia
CL2P1 cmm Cerro Largo
D2P1 cmm Durazno
F1P1 cmm Flores
FI6P1 cmm Florida
LOP1 cmm Lavalleja
M1P29 cmm Maldonado
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Mo1P29 cmm Montevideo
R1P1 cmm Rivera
R4P1 cmm Rivera

RN3P1 cmm Rio Negro
SJ3P1 cmm San José
So1P1 cmm Soriano

TyT1P1 cmm Treinta y Tres

TyT6P1 cmm Treinta y Tres
P1P1 chc Paysandu

RN9P2 chc Rio Negro

RN7P1 chc Rio Negro

Los genotipos se multiplicaron in vitro mediante esquejes en medio de cultivo Murashige-Skoog solido
suplementado con sacarosa (Anexo 7.1). Luego de transcurrido un mes y medio aproximadamente,
tiempo durante el cual se desarroll6 a estado de plantula, el material vegetal se trasplanté a un medio
autotrofico hidropdnico. Dicho medio es un sustrato comercial horticola esteril, Klasmann T53™, al cual
se le hicieron riegos periodicos intercalados de agua y el fertilizante Kristalon Yellow 13-40-13 (Yara™) en
una concentracion de 1.2g/L. Cada genotipo se volviéo a multiplicar en medio autotréfico hidroponico luego
de un mes, siguiendo el protocolo de Rigato (2001). Para ello se utilizé6 el fungicida Captan 80%
(Agritec™), Kristalon Yellow 13-40-13 (Yara™) y una solucidon 1.6% de Kelpak-1-5-0 (Agroenfoque™),
hormona que favorece el enraizado. EI material vegetal se conservd en una camara de crecimiento con
fotoperiodo controlado de 12 hs de luz. Dicho procedimiento se repiti6 hasta obtener la cantidad de
plantas necesarias por genotipo, es decir seis por bloque. Una vez que enraizaron fueron transplantadas
a almacigueras de 72 celdas (6 x 12), con un volumen de sustrato de 64 cm® en cada celda, para la
realizacion del ensayo.

Luego de una semana de crecimiento en estas condiciones, las plantas fueron aclimatadas en el solario
del Centro Regional Sur (CRS) de Facultad de Agronomia, a 24°C, 65% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 16 hs de luz / 8 hs de oscuridad durante una semana previo a cada ensayo. Se utilizaron
18 plantas de cada genotipo distribuidas con un disefio experimental de 3 bloques al azar con 6 plantas
de cada genotipo por parcela (Anexo 7.3).
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Tabla 2: Germoplasma del programa de mejoramiento de INIA incluidos como testigos en los ensayos de
resistencia a marchitez.

Genotipo Descripcion Respuesta a la marchitez
bacteriana

04.02.3 cmm colectado en Colonia Resistencia parcial®
02.01.4 cmm colectado en Rocha Resistencia parcial®
05.05.2.4 cmm colectado en Canelones a partir de semilla Susceptible?
07.01.7 chc colectado en Salto Resistencia parcial®
11.201.27 BC1 de 07.01.7 x tbr Resistencia parcial®
05.02.6 cmm colectado en Canelones Susceptible®
09.509.6 BC2 de (04.02.3 x phu) x tbr 4 Resistencia parcial®
01.02.TA chc colectado en Colonia Resistencia parcial®°
04.09.T chc colectado en Rio Negro Resistencia parcial®°
10.05.8 chc colectado en Salto Resistencia parcial®
10.10.10 mim colectado en Artigas -

10.10.30 mim colectado en Artigas -

Cruza 148 tbr x S. demissum Resistencia parcial’
Chieftain tbr cultivar comercial con mé,S area plantada en nuestro Susceptible®

pais

aGalvan et al., 2007; °Gonzalez, 2010: °Ferreira, 2012: “Andino et al., 2021: ¢Ferreira et al., 2017: Martin,
1979.

3.2 Preparacion del inéculo

Para la realizacion del ensayo se utilizé la cepa UY031 de R. solanacearum (filotipo 11B, secuevar 1) de
alta agresividad en papa (Siri et al., 2011). El inéculo se prepar6 siguiendo el protocolo de Thurston y
Lozano (1968) modificado. La cepa se incub6é en medio Phi sdlido (Anexo 7.1) durante 72 hs a 28°C (fig.
5) y luego se subcultivd en medio Phi liquido (Anexo 7.1) durante 24 hs a la misma temperatura con
agitacion. Transcurrido ese tiempo, se centrifugd el cultivo, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en suero fisiologico estéril, ajustando la suspension a una densidad Optica
(600 nm) de 0,1 lo que equivale a una concentracion de 10® ufc/ml. Luego se realizé una dilucion al
décimo de esta suspension, en suero fisioldgico, de forma de generar un indculo de 107 ufc/ml (Gonzélez
et al., 2013). La concentracion del indculo se verificd por recuento en placa en medio Phi sélido.
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Figura 5: Colonias tipicas de Ralstonia solanacearum crecidas en medio Phi solido luego de incubacion
durante 3 dias a 28°C.

Cada planta se inoculé con 1 ml de suspensién bacteriana, ocasionando dano de raiz para favorecer la
entrada del patdbgeno a la planta, ya que se aproxima de forma mas adecuada a las condiciones de
infeccién natural (Montanelli et al., 1995). Las plantas inoculadas se mantuvieron en el solario de CRS a
28°C, 65% de humedad y fotoperiodo de 16 hs de luz/8 hs de oscuridad, con la distribucién que se
observa en el anexo 7.4.

3.3 Evaluacion de resistencia

La resistencia a la infeccion bacteriana se evalu6 utilizando la escala cualitativa propuesta por Montanelli
et al (1995). Esta escala evalua la sintomatologia con valores del 0 al 4, siendo 0 ausencia de la
enfermedad, 1 alguna hoja marchita, 2 mas de dos hojas presentan la enfermedad, 3 todas las hojas
presentan marchitez pero el tallo se mantiene erguido y 4 muerte de la planta (fig. 6).
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Figura 6: Sintomatologia caracteristica de la marchitez bacteriana a nivel foliar y de tallo. (A) Enfermedad
en estadio 1, (B) en 2, (C) en 3, (D) en 4.

La primera evaluacion se realizé a los 10 dias post inoculacion, ya que es cuando normalmente aparecen
los primeros sintomas del marchitamiento bacteriano. Luego de esa primera evaluacién, se realizaron
evaluaciones periddicas cada 4 dias aproximadamente, siendo la ultima evaluacion a los 38 dias post
inoculacion. Se calculd el area bajo la curva de evolucion de la enfermedad (AUDPC) para cada genotipo
en cada dia de la evaluacion (Campbell, 1990; Forbes 2014).

3.4 Evaluacion de latencia

Se determind la presencia de infecciones latentes en los genotipos con mayor resistencia al
marchitamiento. El criterio de seleccion de los genotipos fue el siguiente: para el primer ensayo, se
evaluaron los genotipos que tuvieran mas de la mitad de las plantas asintomaticas en dos o mas bloques,
0 que tuvieran todas las plantas asintomaticas en uno de los bloques. Para el segundo ensayo se
analizaron los genotipos que tuvieran mas de la mitad de las plantas asintomaticas en un bloque.

La latencia se evalué mediante BIO-multiplex-PCR, siguiendo el protocolo desarrollado por Ferreira et al.
(2021). El procedimiento abarca una primera etapa de enriquecimiento en medio selectivo para favorecer
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la multiplicacién del patdgeno, luego de la cual se realiza su deteccion por amplificacion con PCR con
cebadores especificos. Para ello, se utilizd un par de cebadores especifico para todas las cepas del
complejo de especies R. solanacearum (759 directo, 760 reverso) (Opina et al.,, 1997) y otro par de
cebadores especifico para las cepas pertenecientes al filotipo 11B, secuevar 1-2 (02103 directo y reverso)
(Tabla 3).

Tabla 3: Cebadores utilizados para la deteccion de Ralstonia solanacearum (cepa UY031) mediante
multiplex-PCR

Cebador Secuencia Amplicén (pb)
759 (directo) GTC GCC GTCAAC TCACTT TCC 280
760 (reverso) GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAATCG
02103 (directo) ATT GCC CACTAC TTG GAACG 448
02013 (reverso) TGG AAT GCAAAC TCAAGC TG

Para el procesamiento de las muestras, se cortaron fragmentos de 2 cm en la zona basal a nivel del tallo
de las plantas asintomaticas. Las muestras de un mismo genotipo y bloque se agruparon, se
desinfectaron con hipoclorito 1 % durante 1 minuto y se lavaron con agua destilada. Los fragmentos de
tallo se suspendieron en 10 ml de buffer de extraccion (Anexo 7.2), se machacaron y 100 ul de este
extracto se sembraron en medio selectivo SMSA (Anexo 7.1), distribuyendo esa alicuota sobre toda la
placa (28 °C, 48 h). Transcurrido ese tiempo se lavo cada placa con 2 ml de agua destilada estéril y el
lavado se pasd a un tubo donde se realizo la lisis celular por calentamiento a 99 °C durante 20 min. El
lisado obtenido se utilizd como molde para la amplificacién utilizando una mezcla de reaccién detallada en
la Tabla 4. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: 5 minutos de incubacion a 95 °C, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién durante 30
segundos a 94 °C y extension durante 30 segundos a 57 °C. A continuacion, se incub6 10 minutos a 72
°C y luego 5 minutos a 20 °C. Cada muestra se amplificd por duplicado y en todas las corridas se incluyé
un control positivo (ADN gendmico purificado de R. solanacearum UY031) y otro negativo (blancos de
reaccion sin ADN). Los productos de amplificacion se observaron por electroforesis en un gel de agarosa
1.5X, utilizando bromuro de etidio como agente intercalante y buffer TBE (Anexo 7.2) para correrlo.

Tabla 4: Preparacion de las mezclas de reaccion de la BIO-multiplex PCR. Volumen final de la reaccion
25 pl.

Componentes Concentracioén final Volumen (pl)
Buffer 1X 2.5
MqgCl, 1.5 mM 1.5
dNTPs 0.2 mM 1
Cebador 759 forward 2.5mM 1
Cebador 760 reverse 2.5mM 1
Cebador 02103 forward 2.5 mM 1
Cebador 02013 reverse 2.5mM 1
Taq polimerasa 5 Ulul 0.3
Agua miliQ - 10.7
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Lisado/Control positivo/Control - 5
negativo

Adicionalmente, se cuantificd la concentracidon del patégeno a nivel del tallo en las plantas asintomaticas
mediante recuento en placa en un medio de cultivo selectivo. Para cada genotipo y bloque a evaluar, se
tom6é una muestra de tallo, se desinfectd superficialmente con hipoclorito y se colocé en un tubo
eppendorf. Luego se agrego 1 ml buffer de extraccién y se triturd el tejido con un pestel estéril. Para cada
muestra se hicieron cuatro diluciones seriadas al décimo con suero fisioldgico (0, -1, -2, -3y -4) y cada
una de ellas se sembré mediante microgota (20 ul) en placas de SMSA. Las placas se incubaron durante
2 dias a 28 °C. Luego se hizo el recuento en placa de la dilucién que estaba en un rango contable (fig. 7).

Figura 7: Colonias de Ralstonia solanacearum crecidas en medio SMSA. Se observa la siembra de
diluciones seriadas mediante microgota.

3.5 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa SAS Studio OnDemand, el script (Anexo 7.4)
fue gentilmente cedido por Ing. Agr. Pablo Gonzalez Barrios. Se empled un modelo mixto de analisis,
utilizando el area bajo la curva de progresion de la enfermedad (AUDPC) como variable dependiente,
primero para ambos ensayos juntos y luego por separado. Esto permite calcular los mejores estimadores
lineales para cada individuo. Se realiz6 un test de tipo 3 de efectos fijos para evaluar el efecto del
genotipo, especie, momento, bloque, ensayo y sus interacciones. En los casos en los que no se verifico el
supuesto de normalidad de los residuos, se transformaron los datos de AUDPC con la funcién raiz
cuadrada. Luego se hizo un ajuste por minimos cuadrados de AUDPC para cada momento y
posteriormente se linealizaron los valores de AUDPC aplicando la funcién raiz cuadrada para verificar el
supuesto de normalidad de los residuos. Con estos resultados se procedié a realizar un ANOVA para
calcular las medias ajustadas de AUDPC. y luego aplicar el test HSD de Tukey de comparacién de
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medias para comparar los genotipos. Ademas, este test se utilizd para comparar entre momentos.
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4. Resultados

4.1 Evaluacion de resistencia a la marchitez bacteriana en una coleccién nucleo de parientes silvestres de
papa y en germoplasma del programa de mejoramiento genético de papa de INIA

Se realizaron dos ensayos de inoculacidn en afios consecutivos para caracterizar la respuesta frente a R.
solanacearum en el germoplasma disponible. Para ello, se utilizé una cepa de R. solanacearum de alta
agresividad y un método de inoculacion en suelo previamente optimizado y que intenta reproducir las
condiciones de infeccion natural (fig. 8). En la figura 9 se muestra la evolucion de los sintomas de
marchitamiento para los diferentes genotipos evaluados, tomando como referencia el primer ensayo de
inoculacion.

Figura 8: Distribucion de las plantas evaluadas en el solario del CRS previo a la inoculacion (A).
Evaluacion de sintomas a los 21 dpi, se observa como ciertos genotipos desarrollan sintomas y otros no
(ByC).

En este ensayo, el control susceptible (cultivar Chieftain) mostrd sintomas a partir de la primera
evaluacion a los 10 dias luego de la inoculacion, alcanzando un valor de indice de marchitamiento
promedio entre todos los bloques de 3 al final del ensayo. Por otro lado, el control resistente 09509.6
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mostré un retardo en la aparicion de los sintomas y un indice promedio de marchitamiento de 1,5 al final
del ensayo, lo que denota una alta proporcion de plantas que permanecieron asintomaticas.

En el caso de los individuos de la coleccidn nucleo, se observé un amplio espectro de respuestas frente a
la inoculacion con R. solanacearum. Varios genotipos, como FL6P1, C11P y TyT6P1, mostraron mayores
niveles de infeccion que el control susceptible cv. Chieftain. También se encontraron algunos genotipos
con una muy baja aparicion de sintomas de marchitamiento, destacandose Ca1P1, A11P1, R11P1, C6P1
y RN3P1. Estos genotipos presentaron un indice de marchitamiento promedio menor a 1 al final del
ensayo como resultado de una muy baja proporcion de plantas con sintomas. Una respuesta similar fue
observada en los genotipos 10.10.10, A7P2 y C14P1, ya que, a pesar de tener un indice de
marchitamiento mayor, se comportaron mejor que el control de resistencia 09.509.6.

En el segundo ensayo de inoculacién se observaron mayores niveles de infeccién a nivel general para
todos los genotipos evaluados, incluso para los controles con resistencia parcial. Los genotipos silvestres
que mostraron un menor progreso de sintomas fueron D2P1, 07.01.7, A11P1, C11P1, R11P1, S31P1,
FI6P1 y TyTP1, los cuales presentaron indices de marchitamiento promedio entre 1,9 — 2,5 al final del
ensayo.

anz

nto prom
-

Indice de marchitami

Figura 9. Grafico de evolucion del indice de marchitamiento promedio por genotipo en funcion del tiempo
para el primer ensayo de inoculacion con Ralstonia solanacearum. En lineas punteadas negras se
muestra el cultivar susceptible Chieftain y el testigo con resistencia parcial 09.509.6. En lineas punteadas
grises se indican otros materiales utilizados como control y en lineas continuas coloreadas se muestran
los genotipos que integran la coleccidon nucleo de especies de Solanum nativas.
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A partir de estos datos de progresion de sintomas de marchitamiento se calcularon los valores de AUDPC
para cada genotipo, sobre los cuales se realizaron los analisis estadisticos que se presentan a
continuacion. En una primera instancia, se analizaron ambos ensayos juntos mediante el uso de un test
de tipo 3 de efectos fijos para ver los efectos de las variables y sus interacciones (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de los p-valores arrojados del test de tipo 3 de efectos fijjos para el analisis
estadistico de los dos ensayos de inoculacion juntos. Los efectos fijos que se analizaron fueron bloque,
ensayo, genotipo, momento, especie, asi como sus respectivas interacciones.

Efecto P-valor

Bloque 0.0130

Ensayo 0.1764

Genotipo 0.0867

Momento <0.0001

Especie 0.2076
Interaccion genotipo-momento 1.0000
Interaccién ensayo-genotipo <0.0001
interaccion ensayo-momento <0.0001
Interaccidn ensayo-especie 0.0002
interaccion ensayo-genotipo-momento 1.0000

Con estos resultados se observan, por un lado, interacciones significativas entre ensayo-genotipo, entre
ensayo-especie, y entre ensayo-momento, siendo momento el instante post-inoculacion donde se realizo
la evaluacion de los sintomas. Sin embargo, las interacciones entre genotipo-momento y la interaccion
triple ensayo-genotipo-momento no fueron significativas. En base a estos resultados, se concluye que no
es posible analizar los ensayos en conjunto y se procede a hacerlo por separado (Tabla 6). Al hacer el
analisis de cada ensayo en forma individual, se removio el efecto especie debido a que no fue significativo
en ninguno de los dos ensayos. En ambos casos se verifica que no hay interaccion significativa entre el
genotipo y el momento. En cuanto al efecto del genotipo, se encontraron diferencias en ambos ensayos,
resultando significativo sélo en el primero.

Tabla 6. Resultados de los P-valores arrojados del test de tipo 3 de efectos fijjos para el analisis
estadistico de los dos ensayos separados. Los efectos fijos que se analizaron fueron bloque, ensayo,
genotipo, momento y sus interacciones.

Efecto P-valor Ensayo 1 P-valor Ensayo 2

Bloque 0.0280 0.0610
Genotipo 0.0230 0.4599
Momento <0.0001 <0.0001
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Interaccion genotipo-momento 1.0000 1.0000

Paralelamente, se hizo un ajuste por minimos cuadrados de las medias de AUDPC ponderadas. Este
ajuste permitié construir graficos de AUDPC en funcion del tiempo para cada uno de los genotipos (figs.
10 y 11). En las figuras se puede apreciar que en el primer ensayo sélo hubo dos genotipos con sintomas
a los 10 dpi (RN9P2 y C11P1), en comparacion con el segundo donde se evidencia una mayor proporcion
de genotipos con desarrollo de sintomas tempranos. Esto sumado a que los valores de AUDPC en
general fueron mayores, sobre todo los de los controles resistentes, nos permite concluir que este ensayo
fue mas agresivo que el primero.

En los graficos también se evidencia que no hay interacciones significativas entre genotipo y momento, ya
que todas las curvas presentan forma similar una vez que comienzan a registrarse los sintomas. Es decir,
la progresién de la enfermedad es bastante similar para la mayoria de los genotipos.

También se observa que en ambos ensayos ningun genotipo fue completamente inmune, es decir, todos
en algun momento empezaron a mostrar sintomas de marchitamiento. Sin embargo, en ambos ensayos
se destacan algunos genotipos promisorios, que presentaron sintomas muy tardios y sélo en una baja
proporcidn de plantas inoculadas. En el primer ensayo se destacaron tres genotipos de la coleccion
nucleo, A11P1, C14P1 y C6P1, con valores de AUDPC que aumentan recién a partir de los 28 dpi. En el
segundo ensayo el genotipo con mejor comportamiento fue el RN3P1 junto con el clon 09.509.6, utilizado
como control de resistencia.
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Figura 10. Ajuste por minimos cuadrados de los valores de AUDPC ponderados graficados en funcion de
las evaluaciones periddicas de la enfermedad para el primer ensayo de inoculacion.
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Figura 11. Ajuste por minimos cuadrados de los valores de AUDPC ponderados graficados en funcion de
las evaluaciones periddicas de la enfermedad para el segundo ensayo de inoculacion.

A continuacion, se realiz6 un ANOVA para asi calcular las medias ajustadas de AUDPC para cada
genotipo contemplando los diferentes momentos (Tablas 7 y 8). Posteriormente se aplicd el test
estadistico de Tukey para comparar los genotipos en cuanto a progresion de la enfermedad solamente en
el caso del ensayo 1, ya que es donde hay diferencias entre genotipos (Tabla 7). Esto permite asi
compararlos entre ellos ya que la interaccion no es significativa. Los resultados del test de Tukey indican
que existen 6 rankings diferentes, es decir, hay 6 categorias con diferencias significativas.
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Tabla 7. Medias ajustadas de AUDPC para el primer ensayo contemplando momento y genotipo y
categoria del test de Tukey para comparar los genotipos. Medias con letra comun no son
significativamente diferentes.Tukey P-valor>0.05.

Genotipo Medias ajustadas de Categoria del test de
AUDPC Tukey
RN9P2 30,8 A
C11P1 23,1 AB
FI6P1 20,3 AB
04.09.T 19,4 AB
F1P1 18,2 AB
RN7P1 15,1 ABC
Chieftain 15,1 ABC
SJ3P1 12,9 ABCD
10.05.8 12,8 ABCD
R1P1 12,3 ABCDE
S43P1 11,9 ABCDE
C2P2 10,9 ABCDEF
TYT6P1 9,8 ABCDEF
D2P1 9,4 ABCDEF
P1P1 9,2 ABCDEF
L9P1 9,1 ABCDEF
01.02.TA 8,2 BCDEF
SJ1P1 7,1 BCDEF
TYT1P1 6,9 BCDEF
S31P1 6,1 BCDEF
02.04.1 5,9 BCDEF
RN5P2 5,5 BCDEF
11.201.27 4,9 BCDEF
07.01.7 4,3 BCDEF
05.02.6 4.1 BCDEF
05.05.2 3,7 BCDEF
M1P29 3,7 BCDEF
148 3,7 BCDEF
10.10.30 3,4 BCDEF
A2P3 3,3 BCDEF
So1P1 2,9 BCDEF
04.02.3 2,7 CDEF
A7P2 2,5 CDEF
S38P1 2,3 CDEF
CL2P1 2,1 CDEF
Mo1P29 1,8 CDEF
10.10.10 1,7 DEF
R11P1 1,6 DEF
09.509.6 1,6 DEF
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RN3P1 1,3 DEF
A11P1 0,9 EF
C14P1 0,4 F
C6P1 0,3 F
Ca1P1 0,2 F

Tabla 8. Medias ajustadas de AUDPC para el segundo ensayo contemplando momento y genotipo.

Genotipo Medias ajustadas de AUDPC
Ca1P1 32,3
C14P1 32,1
RN7P1 31,0
So1P1 27,3
05.05.2 25,7

11.201.27 24,9
02.04.1 23,2

Chieftain 23,0
04.09.T 21,3

P1P1 19,3
SJ3P1 19,3

Mo1P29 19,1

TYT6P1 18,8
P3P1 17,6

01.02.TA 17,2
M1P29 15,9
C2P2 15,2
A7P2 15,1
CL2P1 14,3
RN3P1 13,6
FI6P1 13,6
C11P1 13,5

148 13,5

10.10.10 12,9

TYT1P1 12,8
LI9P1 12,6
F1P1 12,1
A3P2 11,6
C6P1 11,4
R1P1 11,1

09.509.6 11,1
A2P3 11,0
RN5P2 10,4
S38P1 10,3
05.02.6 10,0
S43P1 9,9




10.10.30 9,2
04.02.3 7,8
A11P1 6,9
10.05.8 4,8
SJ1P1 4,3

D2P1 3,3
07.01.7 2,7
S31P1 2,7

R4P1 2,6

Por otro lado, también se calcularon las medias ajustadas de AUDPC para cada momento de evaluacion
de sintomas y se aplico el test de Tukey (Tablas 9 y 10), obteniéndose 7 categorias. Esto indica que todas
las instancias de evaluacion fueron significativamente diferentes entre ellas, tanto para el primer ensayo

como para el segundo.

Tabla 9. Resultado del test de Tukey que compara a los momentos entre si para el ensayo 1 y medias
ajustadas de AUDPC. Medias con letra comun no son significativamente diferentes. Tukey P-valor>0.05.

Momento Medias ajustadas de Categoria del test de Tukey
AUDPC
10 dpi 0,6 A
13 dpi 1,4 B
17 dpi 3.1 C
21 dpi 5,9 D
24 dpi 8,1 E
28 dpi 12,1 F
38 dpi 23,7 G

Tabla 10. Resultado del test de Tukey que compara a los momentos entre si para el ensayo 2 y medias
ajustadas de AUDPC. Medias con letra comun no son significativamente diferentes. Tukey P-valor>0.05.

Momento Medias ajustadas de Categoria del test de Tukey
AUDPC
10 dpi 1,3 A
13 dpi 3,3 B
17 dpi 6,7 C
21 dpi 13,2 D
24 dpi 19,4 E
28 dpi 31,7 F
38 dpi 42 6 G
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4.2 Deteccion de infecciones latentes a nivel de tallo en accesiones asintomaticas

Ademas del screening de resistencia a la marchitez bacteriana, se detectaron infecciones latentes sobre
los genotipos seleccionados como resistentes, mediante BIO-multiplex-PCR. También se realizé recuento
en placa en medio selectivo para R. solanacearum en las plantas asintomaticas. En el primer ensayo se
analizaron 18 genotipos que presentaron al menos dos de los tres bloques con mas del 50% de las
plantas asintomaticas (Tabla 11). Por otro lado, dado el mayor nivel de infeccion observado para el
segundo ensayo, en este caso fueron analizados s6lo 7 genotipos que presentaron mas del 50% de
plantas asintomaticas en al menos uno de los bloques inoculados (Tabla 12).

A modo general, los resultados obtenidos revelaron la ocurrencia de infecciones latentes a nivel del tallo
en varios de los genotipos que permanecieron asintomaticos luego de la inoculacion con el patégeno. Por
otro lado, este analisis permitié identificar algunos genotipos promisorios que mostraron resistencia al
marchitamiento y que no presentaron infecciones latentes en al menos uno de los ensayos realizados.

En la figura 12, se muestra a modo de ejemplo un gel de agarosa con los resultados de amplificacion por
BIO-multiplex-PCR de algunas de las muestras analizadas. En este caso, se obtuvieron los productos de
amplificacion de los tamanos esperados para la mayoria de las muestras analizadas, incluyendo un
producto de 282 pb conservado para todas las cepas de R. solanacearum y otro producto de 321 pb
especifico para las cepas pertenecientes al filotipo IIB, secuevar 1. En este ejemplo, el genotipo S38P1
(carriles 7 y 8), fue el unico que no presentd bandas de amplificacién para ninguno de sus duplicados
analizados, por lo que se concluye que las plantas no estaban infectadas.
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Figura 12. BIO-multiplex-PCR para la deteccion de infecciones latentes a nivel del tallo en plantas que
permanecieron asintomaticas luego de la inoculacion con Ralstonia solanacearum. Fotografia de un gel
de agarosa al 1.5%. Muestras: 1y2) TyT6P1 bloque 2, 3y4) TyT1P1 bloque 1, 5y6) 02.04.1 bloque 3, 7y8)
S38P1 bloque 2, 9y10) RN3P1 bloque 3, 11y12) M1P29 bloque 3, 13y14) CL2P1 bloque 3, 15y16) Ca1P1
bloque 1, 17y18) 10.05.8 bloque 3, 19y20) 10.05.8 bloque 2, 21y22) C14P1 bloque 3; +: control positivo
de amplificacién, MPM: marcador de peso molecular de 1kb (Gene Ruler Thermo Scientific™).

Tabla 11. Deteccion de infecciones latentes en genotipos seleccionados que permanecieron asintomaticos
luego de la inoculacion con Ralstonia solanacearum (ensayo 1). Se muestran los resultados de deteccion
mediante BIO-multiplex-PCR asi como la concentracion del patégeno a nivel de tallo determinada
mediante recuento en microgota en placas con medio SMSA.

Genotipo | N° de bloques analizados? BIO-multiplex-PCR Recuento® (ufc/g)
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09.509.6 3 (-) <50
A11P1 3 (-) < 50
C14P1 3 (+1-)° (4.6% 3.7) x 102
C6P1 3 (+/-) <50
R11P1 3 (+1-) <50

01.02.TA 2 (+/-) 90 + 9
04.02.3 2 (+/-) <50

10.10.10 2 (-) < 50
10.05.8 2 (+) (1.6 + 1.3) x 10°
A2P3 2 (-) (1.8 £ 1.7) x 102
A7P2 2 (+/-) < 50
Cal1P1 2 (+) (6.4 % 3.7) x 102
CL2P1 2 (+) (1.1 1.0) x 10°
M1P29 2 (+) (1.5 + 1.2) x10°

Mo1P29 2 (+) (4.0 + 2.4) x10*
RN3P1 2 (+) (1.1 7.0) x10°
S38P1 2 (+1-) (2.6 + 2.4) x10°

TyT1P1 2 (+) (1.3 + 1) x10°*

# Numero de bloques para cada genotipo que presentaron > 50% de plantas asintomaticas al final del
ensayo.

®Valor promedio con su respectivo error estandar de recuento obtenido para las réplicas analizadas de un
mismo genotipo.

¢ Resultado de amplificacion variable para las diferentes réplicas analizadas de un mismo genotipo.

A partir de este ensayo se destacan los genotipos 09.509.6 y A11P1, que mostraron buenos niveles de
resistencia al marchitamiento y ausencia de infecciones latentes de forma consistente en todos los
bloques analizados. EI genotipo 10.10.10 también mostr6é un resultado similar, aunque para dos de los
tres bloques de plantas inoculados. Por su parte, los genotipos C6P1, R11P1 y 04.02.3 presentaron
resultados variables para la BlIO-multiplex-PCR y niveles no detectables de crecimiento mediante
recuento en placa, lo que sugiere una nula o muy baja tasa de infeccidén en las plantas analizadas. Por
otro lado, en varios genotipos se detectaron infecciones latentes de forma consistente en todas las
réplicas analizadas, con niveles de colonizacion que variaron entre 102 y 106 ufc/g de tejido.

Los resultados de latencia obtenidos mediante BIO-multiplex-PCR dieron negativos para la mayoria de los
genotipos asintomaticos derivados del segundo ensayo de inoculacion (Tabla 12). Se destacan los
genotipos A11P1, R1P1, FI6P1, L9P1 y SJ3P1 por presentar ademas resultados no detectables en el
analisis mediante recuento. En los otros genotipos evaluados (07.01.7, D2P1 y SJ3P1), a pesar de
resultar negativa la amplificacion, se detectaron niveles altos de infeccion que variaron entre 10° y 10°
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ufc/g de tejido.

Tabla 12. Deteccion de infecciones Ilatentes en genotipos seleccionados que permanecieron
asintomaticos luego de la inoculacién con Ralstonia solanacearum (ensayo 2). Se muestran los resultados
de deteccion mediante BIO-multiplex-PCR asi como la concentracion del patégeno a nivel de tallo
determinada mediante recuento en microgota.

Genotipo N° bloques analizados?® Latencia Recuento® (ufc/g)
(BIO-multiplex-PCR)
07.01.7 2 (+/-) (2.8 £2.7) x10°
D2P1 2 (-) (3.3+3.2) 108
A11P1 1 (-) <50
R1P1 1 (-) <50
FIGP1 1 (-) <50
LI9P1 1 (-) <50
SJ3P1 1 (-) 4.0 x 10°
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5. Discusion

La marchitez bacteriana es una enfermedad de muy dificil control (Saddler, 2005), ante la cual una de las
estrategias que muestran mas efectividad es el uso de cultivares resistentes (Huet, 2014). En Uruguay se
ha apuntado a explorar nuevas fuentes de resistencia para incorporar a los programas de
premejoramiento geneético con especies silvestres nativas, particularmente cmm (Gonzalez, 2010;
Ferreira, 2019; Andino et al., 2021), ya que esta especie habia sido anteriormente evaluada como
resistente frente a la enfermedad (Laferriere et al., 1999; Kim-Lee et al. 2004; Galvan et al., 2006; Carputo
et al., 2009; Siri et al. 2009). Sin embargo, las evaluaciones anteriores fueron realizadas sobre un numero
relativamente reducido de genotipos silvestres. En este trabajo se evaluaron ademas otros genotipos
representativos de la diversidad de esta y otras especies silvestres y genotipos que forman parte del
programa de mejoramiento genético de papa desarrollado por INIA, para poder hacer uso de la gran
variabilidad genética de nuestras especies de papas silvestres nativas (Gaiero et al., 2017; Abad-Njers,
2020). A su vez, estas nuevas fuentes de resistencia representan mas opciones en la busqueda de
ausencia de latencia de la bacteria en tubérculos asintomaticos.

Respuesta diferencial entre genotipos

Existe una gran variabilidad en la respuesta a la infeccion por Ralstonia solanacearum entre los genotipos
evaluados en este trabajo. Ya habia sido reportado que la resistencia es una caracteristica variable en
cmm (Siri et al. 2009; Gonzéalez et al., 2013) y era esperable que al incorporar en estos ensayos
germoplasma de otras especies esa diversidad se viera ampliada. Al analizar estadisticamente ambos
ensayos en conjunto, se observan interacciones significativas entre ensayo y genotipo. Que sean
significativas implica que los genotipos que estan en ambos ensayos se comportan de forma diferente, a
su vez, como el p-valor tiende a cero se puede concluir que estas diferencias son pronunciadas. Al
concluir el primer ensayo algunos genotipos tuvieron resistencia extrema, permaneciendo asintomaticos,
mientras que en otros la marchitez fue completa en todas las plantas de la parcela, tal como observé
Gonzalez (2010) para algunos genotipos de cmm. Sin embargo, para el segundo ensayo encontramos
que no hubo efecto genotipo, por lo que todos los genotipos se comportaron del mismo modo. Esto era
esperable ya que, para el segundo ensayo, la enfermedad se manifesté de forma mas agresiva y menos
genotipos sobrevivieron. La resistencia en algunos individuos de esta coleccién se considera muy alta
bajo las condiciones de inoculacion exigentes de ambos ensayos. Ademas, en este trabajo se evidencia
la necesidad de realizar tamizados dentro de las especies dada la alta variabilidad encontrada.

La variabilidad en respuesta y en el avance de la marchitez bacteriana en el primer ensayo se evidencia
ademas por las seis categorias con diferencias significativas de AUDPC encontradas en el test de
comparacion de medias de Tukey. En la categoria de mayor resistencia se encuentran 09.509.6, RN3P1,
A11P1, C14P1, C6P1 y Ca1P1que habian resultado los mas resistentes en los demas analisis
estadisticos. Los materiales avanzados del programa de premejoramiento en general mostraron
consistencia en cuanto a su resistencia en este estudio y con los resultados de estudios anteriores
(Gonzalez et al.,, 2013; Ferreira et al., 2017; Andino et al., 2021), genotipos como el 09.509.6 es un
ejemplo de esto; también el 10.10.10, un ejemplar de mim utilizado en dicho programa. En el caso de
09.509.6, segunda retrocruza con resistencia que se mantiene en generaciones sucesivas y de
caracteristicas agrondmicas deseables, se encontrd consistencia no sélo entre los bloques, sino también,
en ambos ensayos. Este resultado, confirma caracterizaciones previas en donde se verifico que este
genotipo presenta resistencia parcial frente a la inoculacion, retardando la aparicion de sintomas de
marchitamiento y limitando el progreso de la enfermedad (Ferreira et al., 2017). Otros testigos utilizados,
como el caso de cruza 148 que es relativamente resistente en diferentes ambientes (Montanelli et al.,
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1995), se comportdé en ambos ensayos realizados como susceptible. EI hecho de encontrar
comportamientos consistentes y respuestas variables entre genotipos nos indica que este trabajo fue
capaz de poner en evidencia la gran diversidad de esta coleccion para resistencia a marchitez bacteriana.
La siguiente pregunta a discutir es si ademas la dinamica de respuesta a la enfermedad es también
diversa o si se manifiesta de forma similar en todos los genotipos a lo largo del tiempo.

Dinamica de la respuesta a la enfermedad

Las dinamicas de inicio de la enfermedad fueron diferentes entre ensayos. Se encontraron interacciones
significativas entre ensayo y momento. Es muy diferente lo que ocurre, por ejemplo, a los 10 dpi para un
ensayo comparado con el otro.

No obstante, el progreso de la enfermedad mantiene una dinamica muy similar para ambos ensayos. Las
interacciones entre genotipo y momento no fueron significativas; lo cual indica que los genotipos que
tienen un bajo nivel de la enfermedad se mantienen asi a lo largo del tiempo, lo mismo aplica para los que
tienen un gran nivel de la enfermedad. La interaccion triple tampoco fue significativa lo que implica que
por mas de que la dinamica sea similar, el avance de la enfermedad parte de diferentes puntos (diferentes
dpi) para cada ensayo.

Los crecimientos en el avance de la enfermedad son muy similares entre genotipos en el transcurso del
tiempo. Al analizar cada ensayo de forma individual, en ambos casos se observa que no existe
interaccion significativa entre el genotipo y el momento, lo que permite compararlos entre ellos. Ese
comportamiento ya habia sido observado para algunos genotipos de cmm y de hibridos y retrocruzas del
programa de premejoramiento (Gonzalez, 2010; Ferreira, 2019). Si a su vez se observa el test de Tukey
aplicado en las evaluaciones periddicas de la enfermedad, se ve que todos los genotipos se comportan
igual tanto al comienzo de la enfermedad (10, 13 dpi), lo cual es consistente ya que al comienzo casi no
se observan sintomas, como en el medio de la misma (20, 24 dpi), este comportamiento cambia al final;
pues algunos se mantienen en 1 mientras que otros son 4. Independientemente del tiempo hay genotipos
que expresaron muchos sintomas y otros que no, consistente con la gran variabilidad en respuesta a la
enfermedad encontrada

La marchitez bacteriana es una enfermedad muy destructiva, una vez que empieza es dificil de manejar
(Muthoni et al., 2012). En este trabajo se observa para el ensayo uno un comienzo mas tardio. Asimismo,
en ambos casos se puede observar la variabilidad de respuesta a la enfermedad que hubo en ambos
ensayos, ya que hubo genotipos relativamente resistentes y otros muy susceptibles, con niveles de
AUDPC muy variables. Los genotipos resistentes lo serian debido a la presencia de defensas primarias
como barreras estructurales y altas concentraciones de glicoalcaloides; ademas de genes de respuesta
inducida por el patégeno como los responsables de la respuesta mediada por el acido salicilico y de
especies reactivas del oxigeno (Narancio, 2011).

Nuevas fuentes de resistencia y ausencia de latencia

Las infecciones latentes de la marchitez bacteriana son un problema muy grande ya que contribuyen a la
diseminaciéon de R. solanacearum en condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la
enfermedad (Priou et al., 2005). En la evaluacion de este tipo de infecciones, se encontré que varios
genotipos que parecian promisorios ya que tenian bajos niveles de AUDPC, igualmente estaban cursando
la enfermedad, pues tanto la PCR como el recuento en placa, arrojaron resultados positivos. Esto ocurri
por ejemplo en los genotipos M1P29, 01.02.TA, Ca1P1. En estos casos se podria hipotetizar que la planta
sobrevive con la bacteria dentro del xilema, es decir, que existe una resistencia parcial (Lebeau et al.,
2011). En cuanto a la determinacion de infecciones latentes en plantas asintomaticas, es importante
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mencionar que en ciertos casos, sucedié que la PCR era positiva pero el recuento en placa no, o
viceversa. Esto pudo deberse a que a la hora de preparar las muestras para los recuentos, solo se utilizé
un tallo, mientras que para la PCR se extrajo ADN de los cinco tallos restantes. Por lo tanto, quizas ese
tallo seleccionado no presentaba infeccidn a ese nivel, pero el resto si; o viceversa.

Los niveles de infeccion encontrados en este trabajo (concentraciones de patogeno en tallo entre 10 y 10°
ufc/g) se diferencian de los reportados en plantas susceptibles con sintomas de marchitamiento que
alcanzan concentraciones de hasta 10° ufc/g (Lowe-Power et al., 2018; Ferreira, 2019). En el caso de los
genotipos cuya PCR dio negativa para los tres bloques, tampoco hubo crecimiento de colonias de R.
solanacearum en las placas de medio de cultivo, lo cual confirma los resultados.

En este trabajo se encontraron nuevas fuentes diversas de resistencia, pertenecientes a distintos grupos
de germoplasma (distintas especies). Del screening del primer ensayo, se puede concluir que los
genotipos A11P1, A7P2 y RN3P1 (mIm) y los genotipos C6P1, C14P1, R11P1 (cmm) serian resistentes.
Respecto a los ensayos de latencia, los genotipos que presentan PCR negativa y no hubo formaciéon de
colonias para todos los bloques son A11P1 y 09.509.6. Por lo tanto, estos podrian considerarse con
resistencia completa, ya que la planta estaria limitando el acceso de R. solanacearum al xilema (Lebeau
et al., 2011). En evaluaciones previas realizadas tanto en Uruguay (Ferreira, 2019) como por el Centro
Internacional de la Papa (CIP) (Aslam et al., 2019) no se habian encontrado genotipos inmunes. A su vez
hubo otros genotipos que presentan estas caracteristicas, pero solo para alguno de los bloques como
10.10.10 y A7P2, o bien la PCR daba negativa y el recuento positivo (o viceversa): C6P1, R11P1. Otros
genotipos se comportaron tolerantes, ya que presentaron poca o nula sintomatologia, no obstante, los
ensayos de latencia arrojaron resultados positivos (Ca1P1, C14P1, RN3P2). Por ultimo, también se
encontraron genotipos susceptibles como S43P1, RN9P2 (mim); FI6P1, C11P1 (cmm); RN7P1 (chc). Por
otro lado, en la mayoria de los genotipos evaluados se verificd la ocurrencia de infecciones latentes, con
niveles variables de colonizacion a nivel de tallo alcanzando un maximo de 10° ufc/g. Dentro de la gran
diversidad observada en esta coleccidon, se puede afirmar que los casos mas extremos de resistencia
superan todo lo reportado anteriormente para estas especies, inclusive con genotipos que presentan
inmunidad evidenciada por ausencia de latencia.

En cuanto al segundo ensayo, hubo una mayor severidad de la enfermedad: todos los genotipos
mostraron algun grado de la enfermedad en todos los bloques, no hubo ningun genotipo que fuera
resistente en los tres bloques. El genotipo que mostré mayor resistencia fue A11P1, que también tuvo
tanto la PCR como el recuento en placa negativo en los ensayos de latencia. Sin embargo, cabe aclarar
que estos resultados corresponden al analisis de un solo bloque de plantas inoculadas, ya que los otros
dos bloques presentaron mas del 50% de plantas con sintomas al final del ensayo por lo que no fueron
testeados para latencia. En los genotipos 07.01.7, D2P1 y SJ3P1, en los que se obtuvieron resultados
positivos de los recuentos, las concentraciones del patégeno a nivel de tallo variaron entre 10° y 108 ufc/g
de tejido. Resulta menester mencionar que los ensayos fueron realizados utilizando una concentracion de
indculo de 10° ufc/g, lo cual es bastante alto comparado con lo que podria suceder a campo (Ferreira,
2019). Ademas, las plantas utilizadas son pequenias, lo cual las hace mas débiles. Por otro lado, también
se ocasiona dafio mecanico de raiz antes de inocular para favorecer la entrada del patégeno, lo cual no
siempre ocurre a campo; al mismo tiempo esto hace que la enfermedad se manifiesta de forma mas
severa (Subedi et al., 2019). Por todo lo mencionado anteriormente, se puede concluir que la severidad
en estos ensayos fue mayor.

Los prometedores resultados obtenidos en este trabajo y en estudios previos, sefialan a S. commersonii y
S. malmeanum como algunas de las especies silvestres mas prometedoras para el mejoramiento del
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cultivo de papa. Dado que Uruguay se encuentra en el centro de origen y diversidad de las especies y
que se han establecido colaboraciones con grupos de investigacion y programas de mejoramiento de la
region, se cuenta con una ventaja comparativa al disponer de la maxima diversidad de estos valiosos
recursos genéticos para incorporar resistencia a R. solanacearum y otras muchas caracteristicas
deseables para al cultivo.

La coleccion nucleo ha sido caracterizada y evaluada en trabajos paralelos y otros que aun estan en
desarrollo, para un mayor conocimiento de su diversidad desde el punto de vista agrondmico, fenoldgico y
morfoldgico, cruzabilidad, contenido de glicoalcaloides y resistencias a otros patdogenos. Se dispondra
entonces de una coleccion nucleo en Uruguay representativa de los recursos genéticos nativos para el
mejoramiento de la papa de gran valor estratégico para el pais con informacién descriptiva y una
evaluacién de su valor de uso para el premejoramiento. Ademas de la resistencia a R. solanacearum, que
constituye uno de los objetivos primarios, la incorporacion de germoplasma silvestre constituye una
estrategia potencialmente muy promisoria para incrementar la adaptacion a las condiciones locales en el
programa de mejoramiento nacional.

Este trabajo le ha dado un valor agregado a esa coleccion, ya que el conocimiento de la respuesta de las
accesiones colectadas a las principales enfermedades del cultivo es una forma de valorizar el
germoplasma. Los materiales promisorios de este trabajo podrian ser seleccionados para realizar
ensayos a campo para posteriormente introducirse en el programa de premejoramiento, en donde
también podrian evaluarse caracteristicas de interés agrondmico. De esta forma, podrian desarrollarse
variedades comerciales resistentes o parcialmente resistentes, que en combinacion con otras estrategias
de control, permitiria buenas practicas de manejo de la marchitez bacteriana.
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6. Conclusiones

Existe variabilidad en la respuesta a la enfermedad producida por R. solanacearum, dentro y entre los
diferentes genotipos pertenecientes a la coleccion nucleo que fueron evaluados. Se concluye que hay
genotipos tanto muy susceptibles como muy resistentes en poblaciones de cmm y mim.

En el primer ensayo se encontré que los genotipos A11P1 (mim) y 09.509.6, serian resistentes en los tres
bloques evaluados. No obstante, en el segundo no hubo ningun genotipo resistente en los tres bloques,
A11P1 se mantuvo como parcialmente resistente pero 09.509.6 no.

Estos resultados son muy prometedores y permiten que este germoplasma sea introducido al programa
de premejoramiento para aprovechar la resistencia encontrada.
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7.1 Medios de cultivo.

Medio Phi sélido (Kelman, 1954).

7. Anexos

Peptonas 10g
Extracto de levadura 19
Cas-Aminoacidos 19
Agar 159
Glucosa 20% 25ml
TTC 5ml
Agua destilada 1L

Medio Phi liquido (Kelman, 1954).

Peptonas 10g
Extracto de levadura 19
Cas-Aminoacidos 19
Agua destilada 1L

Medio SMSA (Elphinstone et al., 1996).

Peptonas 10g
Cas-Aminoacidos 19
Glicerol sml
Agar 15g
Polimixina B Sulfato 1% | 10ml
Bacitracina A 1% 2.5ml
Penicilina G 0.1% 500ul
Cristal violeta 1% 500ul
Cloranfenicol 1% 500ul
TTC 1% 5ml
Cicloheximida 1% 10ml
Agua destilada 1L

Medio MS.
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Solucién de nitratos 20ml KNO, 95¢g
NH,NO, 82.5g
Agua destilada 1000m|

Solucién de sulfatos 20ml MgSO,.7H,O 18.5¢
CuS0,.5H,0 0.00125¢g
MnSO,.4H,0 1.115¢
ZnS0O,.7H,0 0.430g
Agua destilada 1L

Solucion de halégenos 20ml CaCl,.H,O 229
KI 0.0415¢g
CoCl,.6H,0 0.00125g
Agua destilada 1L

Solucion A 20ml KH,PO, 8.5¢g
H,BO, 0.310g
Na,MoO,.2H,0 0.0125¢g
Agua destilada 1L

Solucion B 20ml Na,EDTA.2H,0 1.8969
FeSO,.7H,0 1.392¢g
Agua destilada 1L

Solucién de vitaminas STABA 1ml Acido folico 50mg
Biotina 100mg
Cloro colina 100mg
Acido pantotenico 100mg
Tiamina 100mg
Nicotinamida 200mg
Piridoxina 200mg
Acido aminobenzoico 200mg
Agua destilada 100ml

Myo-inositol 200mg

Sacarosa 30g

Agar 8¢

Agua destilada 1L
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7.2 Soluciones

Buffer de extraccion fosfato 50mM ph=7.

Na,HPO, 4.269g
KH,PO, 2.72¢9
Agua destilada 1L

Buffer TBE 0.5X para electroforesis.

Tris base 108g
Acido borico 55¢g
EDTA 7.5¢
Agua destilada 1L

7.3 Disefio experimental en CRS

A

A11P1
ATP2
RNSP2
05.05.2
09.509.6
11.201.27

T1T1P1
S31P1
SJ1P1
Ca1P1
L9P1
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10.05.8
05.02.6
RN3P1
148
C6P1

P1P1
10.10.30
S43P1
R1P1
10.10.10
C11P1

S38P1
07.017
C2P2
04.09.T
C14P1
F1P1

02.04.1
FL6P1
01.02TA
Chieftain
04.02.3
CL2P1

6¢d N
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L9P1
R11P1
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S31P1
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10.10.30
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P1P1
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So1P1
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C14P1
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CL2P1
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148
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SJ3P1
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Figura 13: Esquema con la distribucion aleatoria de los genotipos en el solario del CRS para el primer
ensayo realizado. A) Bloque 1, B) bloque 2, C) bloque 3. Tanto los genotipos de A como de C estaban
mas cerca del aire acondicionado.
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C2P2
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Figura 14: Esquema con la distribucién aleatoria de los genotipos en el solario del CRS para el segundo
ensayo realizado. A) Bloque 1, B) bloque 2, C) continuacién del bloque 2, D) bloque 3. A) y B)
Representan una mesada, C) y D) la otra. Tanto los genotipos de A como de C estaban mas cerca del
aire acondicionado.

7.4 Script de SAS utilizado para realizar los analisis estadisticos.

data papa;

input Ensayo$ Genotipo$ Bloque$ Planta$ Momento$ AUDPC Especie$;
datalines;

run;

data papa;

set papa,;

parcela = CAT(Genotipo,Bloque);
run;

data papa;

set papa ;

sqrt. AUDPC=sqrt(AUDPC);
run;

data papa1;
set papa,;

if ensayo=1;
run;

data papaz;
set papa,;

if ensayo=2;
run;

PROC MEANS DATA=papa1 NWAY,
CLASS Genotipo Momento;

VAR AUDPC;

OUTPUT OUT=ckdmeans MEAN=average;
RUN;

ods graphics on ;

proc glimmix data=papa ;

class Ensayo Genotipo Bloque Planta Momento especie ;

model sqrt AUDPC = Bloque Genotipo Momento Momento*Genotipo Ensayo Ensayo*Genotipo
Ensayo*Momento Momento*Ensayo*Genotipo especie Ensayo*Especie / ddfm= kenwardroger ;

random Bloque*Genotipo;

Ismeans especie*ensayo / diff adjust=tukey lines adjdfe=row;

run;
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ods graphics off;

ods graphics on;

proc glimmix data=papal plots=residualpanel ;

class Ensayo Genotipo Bloque Planta Momento Parcela especie;

model sqrt. AUDPC = Bloque Genotipo Momento Momento*genotipo especie / ddfm=satterthwaite ;
random Bloque*genotipo;

Ismeans genotipo momento/ adjust=tukey lines adjdfe=row;

run;

ods graphics on;

proc glimmix data=papal plots=residualpanel ;

class Ensayo Genotipo Bloque Planta Momento Parcela especie;

model sqrt. AUDPC = Bloque Genotipo Momento Momento*genotipo / ddfm=kenwardroger ;
random Bloque*genotipo;

Ismeans genotipo momento / adjust=tukey lines adjdfe=row ;

store salida1,

run;

proc plm restore=salida1;
Ismeans genotipo momento / lines;
run;
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