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Resumen

La mancha bacteriana es una de las principales enfermedades que afectan al cultivo de tomate. Los agentes causales son
cuatro especies del género Xanthomonas. En Uruguay, la especie predominante es Xanthomonas vesicatoria raza T2.
Debido a la baja efectividad de las herramientas de control, la resistencia genética adquiere gran interés para mejorar el
manejo de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue identificar fuentes de resistencia a mancha bacterianaraza T2 en
tomate en invernadero y camara de crecimiento a través de la determinacion de los componentes de resistencia. Los
componentes evaluados fueron el periodo de latencia, nimero de manchas en el foliolo terminal y la poblacion bacteriana en
el tejido. También se determind la severidad en hoja mediante una escala diagramatica. Los cultivares Hawaii 7981 y Loica,
asi como las lineas LB 76 y LB 97 presentaron la menor severidad en el follaje, el menor nimero de manchas y las
poblaciones bacterianas mas bajas, resultando los genotipos con mayores niveles de resistencia. Tanto el nimero de
manchas como el monitoreo de la poblacién bacteriana permitieron diferenciar los genotipos por su resistencia a mancha
bacteriana en condiciones controladas. Sin embargo, el periodo de latencia no difirid significativamente entre los genotipos. Las
variedades Loica y Hawaii 7981 se identificaron como nuevas fuentes de resistencia parcial a la raza T2.
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Summary

Resistance Components to Bacterial Spot Race T2 (Xanthomonas vesicatoria)
in Tomato Genotypes Under Greenhouse and Growth Chamber Conditions

Bacterial leaf spot is one of the main diseases affecting tomato crops. The causative agents are four species of the Xanthomo-
nas genus. In Uruguay, the prevalent species is Xanthomonas vesicatoria race T2. Due to the lack of effective control
measures, genetic resistance acquires great interest to improve disease management. This research was conducted in order
to identify resistance sources to bacterial leaf spot race T2 in tomatoes based on resistance components under greenhouse
and growth chamber conditions. Latent period, number of spots in the terminal leaflet, and the bacterial population in the tissue
were the components were evaluated. In addition, leaf spot severity was determined by a diagrammatic scale. Cultivars Hawaii
7981 and Loica, as well as the lines LB 76 and LB 97 were the most resistant genotypes displaying the lowest leaf severity,
number of leaf lesions, and bacterial population. The leaf spot number, as well as the bacterial population, allowed differentiating
genotypes by bacterial spot resistance under controlled conditions. However, latency period did not differ significantly between
genotypes. The cultivars Loica and Hawaii 7981 were identified as new sources of partial resistance to race T2.

Keywords: Solanum lycopersicum, partial resistance, sources of resistance, bacterial spot
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Introduccidn

La mancha bacteriana es una de las principales enfer-
medades que afectan a los cultivos de tomate (Solanum
lycopersicum) y morrén (Capsicum annuum) a campo en
las regiones subtropicales y tropicales del mundo (Jones et
al., 1995; EPPOy CABI, 2006). En Uruguay, se la consi-
dera el problema fitosanitario més importante en afios lluvio-
sos y cdlidos, distribuyéndose en todas las areas de pro-
duccion. Esta enfermedad causa lesiones necraticas en
hojas, tallos y frutos. Como consecuencia, produce dismi-
nucion del area foliar fotosintéticamente activa reduciendo el
rendimiento, asi como un desmerecimiento de la calidad
cosmética del fruto (Blancard, 1992; Jones et al., 1991;
Cerkauskas, 2005). Jones et al. (2004) determinaron que
los agentes causales de la enfermedad son cuatro espe-
cies del género Xanthomonas (X.), X. vesicatoria, X.
euvesicatoria, X. perforans y X. gardneri con cinco razas,
T1,T2,T3, T4y T5. En Uruguay, de acuerdo a estudios
que se estan realizando, en base a una coleccion de 111
aislamientos nativos, la raza predominante serfa T2 (X. vesi-
catoria) (Montelongo com. pers.). Para el control de la en-
fermedad se recomienda un manejo integrado incluyendo
desinfeccion de semillas, control quimico, précticas cultura-
les y uso de variedades resistentes (Stall et al., 2009). La
resistencia genética resulta una herramienta importante para
limitar el avance de la enfermedad y minimizar las pérdidas
economicas (Stall etal., 2009).

Se han identificado varios genes que confieren resisten-
cia por hipersensibilidad a distintas razas de forma especi-
fica. Los genes rx1, rx2 y rx3 presentes en la linea Hawaii
7998 aportan resistencia completa alaraza T1 (Jonesy
Scott, 1986; Yu etal., 1995). La variedad Hawaii 7981 tiene
el gen Xv3 que confiere resistencia a la raza T3 (Jones et
al., 1995; Scott etal., 1996). Un gen de resistencia alaraza
4 se denomind Xv4 y se encuentra en Solanum pennellii
LA716 (Astua-Monge et al., 2000). 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, la resistencia cuantitativa ha co-
brado relevancia para lograr variedades con resistencia
mas estable en el tiempo (Yang et al. 2005, Stall et al. 2009).

Para la seleccion de cultivares resistentes se requiere
una evaluacion permanente de germoplasma. La técnica
de inoculaciony el método de cuantificacion de los sintomas
influyen sobre los resultados obtenidos en las evaluaciones
de genotipos (Menezes dos Santos, 1999; Yang y Francis,
2006). Para evitar los grandes ensayos a campo, que im-
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plican un gran uso de recursos, tiempo y espacio, se han
desarrollado técnicas de inoculacién en condiciones con-
troladas. Estas técnicas se basan en el asperjado de plan-
tulas en invernadero (Somodi et al., 1994), o lainmersion
de los cotiledones de las plantulas (Emmatty et al., 1982).
Para la evaluacion de resistencia de herencia cuantitativa
se recomienda la determinacién de los componentes de resis-
tencia (Van Der Plank, 1963; Somodietal., 1991; Silva-Lobo et
al., 2005). La reduccion del crecimiento del patégeno en cada
etapa del ciclo de la enfermedad puede ser considerada una
forma de resistencia parcial (Zadoks, 1997). Para los patosis-
temas que incluyen a las bacterias, los componentes mas
relevantes son el niimero y tamario de lesion, frecuencia de
estomas, periodo de latencia y monitoreo de la poblacion bac-
teriana (Parleviiet, 1979; Silva-Lobo et al., 2005).

La determinacion de componentes no es utilizada fre-
cuentemente para seleccionar germoplasma por resisten-
cia a una enfermedad. La principal razén es lo laborioso
que resulta su determinacion y que no siempre €s mas
exacta que las mediciones a campo (Parlevliet, 1979; Ri-
beiro do Vale etal., 2001). Sin embargo, los componentes
permiten explicar las causas de las diferencias entre los
genotipos. Ademas, los distintos componentes pueden es-
tar controlados por genes diferentes y la recombinacion de
los genes de distintas fuentes mediante hibridacion, puede
resultar en un mayor y mas durable nivel de resistencia
genética (Zadoks, 1997; Silva-Lobo et al., 2005).

En Uruguay, se desarrolla desde el afio 2005 un progra-
ma nacional de mejoramiento de tomate para industria en el
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA). En
la mejora por resistencia a enfermedades, se ha puesto
especial énfasis en la mancha bacteriana del tomate debido
alabaja efectividad de las otras herramientas de control. En
este marco, el presente trabajo tuvo por objetivo identificar
fuentes de resistencia a mancha bacteriana del tomate oca-
sionada por X. vesicatoria raza T2 a través de los compo-
nentes de resistencia parcial en germoplasma de tomate
paraindustria, en condiciones de invernadero y camara de
crecimiento.

Materiales y métodos

Material vegetal

Los experimentos en invernadero y cAmara de creci-
miento se realizaron en la Estacion Experimental Wilson
Ferreira Aldunate del INIA (Rincon del Colorado, Canelo-
nes, Uruguay). Para el experimento en invernadero se uti-
lizaron diez genotipos de tomate para industria incluyendo
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lineas de mejoramiento, hibridos y variedades comercia-
les. Para el caso de los experimentos desarrollados en
cémara de crecimiento se usaron cinco genotipos (Hawaii
7981, Loica, H9997, LB 97 y LB 85). La descripcion de las
variedades se detalla en el Cuadro 1.

Los plantines se obtuvieron mediante siembra en ban-
dejas plasticas de 104 celdas, empleando turba (Treft®,
Canelones, Uruguay) como sustrato de crecimiento. Las
bandejas se mantuvieron en invernadero por 30 dias, y las
plantas se trasplantaron a macetas (400 ml) con turba
(Treft®) cuando tenian tres hojas verdaderas. Solo se rea-
liz6 un control quimico de insectos antes del trasplante con
imidacloprid usando una dosis de 50 ml cada 100 litros de
agua. Las plantas en macetas se regaron diariamente y se
fertilizaron dos veces antes de la inoculacion, mediante pul-
verizaciones foliares a punto de goteo con nitrato de potasio
(3 gporlitro de agua).

Cepa utilizada y preparacion de indculo

Se utiliz6 un aislado de Xanthomonas vesicatoria perte-
neciente alaraza T2. EI mismo pertenece a la coleccion del
INIA (Montelongo, 2012) y fue seleccionado por su alta
virulencia.
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Cada serie de produccion de indculo se obtuvo de la
cepa conservada en la coleccion a-70 °C de temperatura.
Elindculo se obtuvo a partir de crecimiento bacteriano en
medio Nutriente agar (Oxoid), durante 48 horas a 28 °C £ 2.
Se diluy6 en una solucién salina (8 g de NaCl en 1000 ml de
agua destilada) llegando a una concentracion de 108 unida-
des formadoras de colonias (ufc)/ml para el experimento 1
y 2. Para el monitoreo de la poblacion bacteriana (experi-
mento 3) se utilizé una concentracion de 10* ufc/ml. La
concentracion se ajusto con espectrofotémetro (600 nm) y
posteriormente se verificé por conteo en placas.

Experimento 1: Componentes de resistencia en
invernadero

El experimento se llevd a cabo en octubre del 2010
en un invernadero de vidrio. Durante el periodo del ex-
perimento se registraron la temperaturay la humedad
relativa dentro del invernadero por medio de un data log-
ger Hobo (Onset Corporation, Estados Unidos). La tem-
peratura media diaria fue de 23 °C, con una maxima
promedio de 30,2 °C y una minima de 18,4 °C. La hume-
dad relativa promedio fue de 82 %.

Cuadro 1. Variedades, hibridos comerciales y lineas avanzadas de mejoramiento de tomate utilizadas
en los ensayos de resistencia a mancha bacteriana en camara de crecimiento e invernadero.

Genotipo Tipo Origen
LB 76 Linea de mejoramiento INIA Uruguay’
LB 97 Linea de mejoramiento INIA Uruguay
LB 85 Linea de mejoramiento INIA Uruguay
Hawaii 7981 Linea de mejoramiento Univ. Florida, EEUU®
NUN 6011 F1' comercial Nunhems
H 9997 F1 comercial Heinz
Loica Variedad comercial INTA Argemjna4
Tospodoro Variedad comercial EMBRAPA’®
Cuyano F1 comercial Syngenta
Ohio 8245 Variedad comercial Ohio St Univ., EEUU®

*Hibrido (F1).

?INIA: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias.

SUniv. Florida: University of Florida.

“INTA:Instituto Nacional de Tecnologias Agropecuarias.
SEMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.

0hio St. Univ.: Ohio State University.
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El disefio experimental fue de bloques completos al azar
con tres repeticiones. Los bloques se definieron en funcion
de distintas partes de una mesada que diferian en la cerca-
nia al lugar de ventilacion. La unidad experimental fue un
grupo de cuatro plantas en macetas individuales.

Lainoculacion se realizd el 4 de octubre del 2010, cuan-
do las plantas presentaban entre 4 y 5 hojas verdaderas
expandidas. Se inoculé en horas de la tarde para evitar las
altas temperaturasy el pico de evapotranspiracion del me-
diodia, donde ocurre cierre estomatico. Se utilizo un pulve-
rizador manual para asperjar las plantas con la suspension
bacteriana hasta punto de goteo. Luego de lainoculacion se
mantuvieron las plantas con 100 % de humedad relativa
por 48 horas para favorecer la penetracion bacterianaen el
tejido vegetal. Esto se implement6 mediante la colocacion de
una carpa de nylon de 100 um cubriendo toda la mesada.

Los componentes de resistencia evaluados fueron el
periodo de latencia y el nimero de manchas en el foliolo
terminal. El periodo de latencia se consideré como el tiem-
po en dias desde lainoculacion hasta que el 50 % de las
plantas de la parcela presentaban sintomatologia de la en-
fermedad y se determin evaluando diariamente el nimero
de plantas con sintomas. El nimero de manchas se deter-
mind en el foliolo terminal de la hoja de tomate mas joven
totalmente desarrollada al momento de la inoculacion. La
hoja se identifico y se evalud alos 14, 17y 23 dias después
de lainoculacion. Los valores de cada una de las cuatro
plantas fueron promediados.

Complementariamente se determind el porcentaje de
tejido foliar afectado (severidad en hojas). Para ello se usd
como base una escala diagramatica para mancha bacte-
riana de tomate, modificada a partir de la escala propuesta
por De Mello et al. (1997). A la escala original de cinco
categorias que refieren a niveles crecientes de severidad
enhoja, se le agregaron dos categorias, constituyendo siete
niveles: 1-1 %, 2-2,5 %, 3-5%, 4-10 %, 5-15 %, 6-25 %y
7-50 %. La evaluacion de severidad se hizo en la misma
hoja en la que se conté el nimero de manchas. La severi-
dad se determind alos 14, 17 y 23 dias post inoculacion.
Para su andlisis, los valores de cada una de las cuatro
plantas fueron promediados.

Experimento 2: Componentes de resistencia en camara
de crecimiento

El experimento se realiz6 en junio del 2010 en una ca-
mara de crecimiento (Sanyo, 2,3x 1,8 x 1,8 m, Japén) a
25°Cy 16 horas de fotoperiodo. Se registré la temperatura
y la humedad relativa dentro de la cAmara por medio de
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data logger Hobo. La temperatura media durante el ensayo
fue de 27 °C, con una méxima promedio de 28,3 °C y una
minima de 25°C. La humedad relativa promedio fue de 48 %.

El disefio experimental fue de bloques completos al azar
con tres repeticiones. Los bloques se definieron en funcion
de distintos estantes dentro de la camara. La unidad expe-
rimental fue una bandeja con seis plantas.

Lainoculacion se realiz6 el 16 de junio del 2010, cuando
las plantas tenian entre cuatro y cinco hojas verdaderas
expandidas, mediante asperjado manual con la suspen-
sion bacteriana hasta punto de goteo. Luego de inoculadas,
las plantas se mantuvieron a 100 % de humedad relativa
por 48 horas mediante su embolsado para favorecer la
penetracion bacteriana en el tejido vegetal.

Los componentes de resistencia evaluados fueron el
periodo de latencia y el nimero de manchas en el foliolo
terminal. Para determinar el periodo de latencia, se evalu6
diariamente el nimero de plantas con sintoma hasta alcan-
zar el 50 % de las plantas afectadas. El nimero de man-
chas se determiné en el foliolo terminal de la hoja de tomate
mas joven totalmente desarrollada al momento de la inocu-
lacion. La hoja se identifico y se evalud alos 7, 10y 14 dias
después de lainoculacion. Para su andlisis, los valores de
cada una de las seis plantas fueron promediados.

Ademas, se determind la severidad en hojas mediante
la escala diagramatica para mancha bacteriana del tomate
propuesta por De Mello et al. (1997), que consta de cinco
categorias (1-1 %, 2-5 %, 3-15 %, 4-25 %y 5-50 %). La
evaluacion se hizo en la misma hoja en la que se cont6 el
numero de manchas. La severidad se determind a los 14
dias postinoculacion. Para su andlisis, los valores de cada
una de las seis plantas fueron promediados.

Experimento 3: Determinacion de la poblacion
bacteriana

El experimento se realiz6 en una cdmara de crecimien-
toa25°Cy 16 horas de fotoperiodo. La temperatura media
durante el ensayo fue de 26 °C, con una méxima promedio
de 29,2 °C y unaminima de 23,7 °C. La humedad relativa
promedio fue de 40 %.

El disefio experimental fue completamente al azar con
tres repeticiones en el tiempo (junio 2010, julio 2010y febre-
ro 2011). La unidad experimental fue una planta. Las plantas
se inocularon cuando presentaban entre cinco y seis
hojas verdaderas expandidas. Se inocularon por infiltra-
cién 0,3 ml de una suspension bacteriana de 10* ufc mit en
un area aproximada de 1 cm? del envés de hojas comple-
tamente desarrolladas, midiéndose el alcance del &rea in-
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filtrada. Como control negativo se inoculd una hoja de cada
planta con solucion salina esteéril.

La poblacion bacteriana se determiné cada 24 horas
desde la inoculacion hasta las 96 horas, momento en el
cual la zona nfiltrada se presentaba deshidratada y adquiria
un color blanquecino. Para ello, se extrajo una muestra de
cada genotipo con sacabocado de 2 cm? tomando como
centro el punto de infiltracidn. Las muestras se maceraron
en mortero con 1 ml de solucion salina estéril (8 g de NaCl
en 1000 ml de agua destilada). Luego, se realizaron dilucio-
nes en serie, que se sembraron en placas con medio ANG
(Agar Nutritivo Glucosa). Las placas sembradas se incu-
baron a 24 °C por 48 horas. Se cuantificé el nimero de
colonias bacterianas por placay se calcul6 el nimero de
células por cm? de hoja.

Anélisis estadistico

Para el periodo de latencia, se utilizé un modelo
lineal general, utilizando como método de estimacion méaxi-
ma verosimilitud restringida Luego se separaron medias
por prueba de Tukey (o =0,05).

Para el analisis de la variable nimero de manchas por
foliolo, se utilizé un modelo lineal generalizado, asumiendo
una distribucion binomial negativa. Se realizaron contrastes
simples por prueba de razén de verosimilitud para la com-
paracion entre medias.

En lo que refiere a la severidad, se utilizé un modelo
lineal generalizado, asumiendo una distribucion multinomial.
Los perfiles de severidad de cada variedad se compararon
mediante contrastes. Se calculd el promedio de severidad
ponderado por la probabilidad de cada categoria.

Para el monitoreo de la poblacion bacteriana se trabajé
con lavariable ‘nimero de células bacterianas por cm? de
hoja’ transformada en log base 10. Se utilizé un modelo
lineal general que incluyd el efecto del genotipo, el efecto del
tiempo, la interaccion entre ambos factores y como cova-
riable el &rea infiltrada. Adicionalmente, se calcul6 el area
bajo la curva de crecimiento de la poblacién bacteriana (ABC-
CP) acumulada en el tiempo. Las areas bajo la curva de
cada genotipo se compararon mediante prueba de Tukey
(e =0,05), asumiendo varianzas heterogéneas para los
genotipos.

Para visualizar las diferencias o similitudes entre genoti-
pos, se realizd un analisis de conglomerados en funcién del
numero de manchas y de la severidad en hoja. Se utiliz6
una matriz de distancias euclidianas, el método de agrupa-
miento fue el de Ward y como criterio de corte para determi-
nar el nimero de grupos, el indice pseudo F y pseudo t2
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Entodos los casos se utiliz6 el paquete estadistico SAS
(SAS Inst. Inc., Cary, NC).

Resultados

Componentes de resistencia en invernaculo

En el ensayo en invernculo se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos en el nimero de manchas
por foliolo en las tres fechas de evaluacion (p valor = 0,016,
0,0061 y 0,0291 para 14, 17 y 23 dias post inoculacién
respectivamente; N = 120). Alos 14 dias postinoculacion, la
linea de mejoramiento LB 76 presentd un nimero significa-
tivamente menor de manchas en el foliolo terminal que la
variedad Tospodoro. El resto de los genotipos tuvo un nd-
mero de manchas intermedio, que no difiri6 estadisticamente
ni de Tospodoro nide LB 76. Alos 17 dias después de la
inoculacion, el nimero de manchas en Tospodoro, H 9997
y LB 85 fue significativamente mayor que en los genotipos
LB 76, LB 97y Hawaii 7981. Las variedades Cuyano, NUN
6011, Loicay Ohio 8245 presentaron niveles intermedios
de nimero de manchas en la hoja (Cuadro 2). Alos 23 dias
desde la inoculacién algunas hojas no permitieron la cuan-
tificacion de manchas, debido a que se formaban zonas
necroticas, lo que dificultd el analisis y la interpretacion.

El periodo de latencia vari6 entre 4,7 (NUN 6011 y H9997)
y 7 dias (Hawaii 7981), aunque no se detectaron diferencias
significativas entre los genotipos evaluados (Cuadro 2). La
severidad en hojatampoco diferencié los materiales genéticos,
sibien los valores variaron entre de 2,2 (LB76 y Hawai 79871)
y4,6 (H9997) de acuerdo a la escala utilizada (Cuadro 2).

Componentes de resistencia en camara de crecimiento

En camara de crecimiento los genotipos se diferencia-
ron por el niimero de manchas en el foliolo terminal alos 7
y 10 dias después de la inoculacion (p valor <0,0001y =
0,0001, respectivamente) (Cuadro 3). El nimero de man-
chas en el foliolo terminal de la hoja a los siete dias desde la
inoculacion fue significativamente inferior en Hawaii 7981, la
linea LB 97y Loica enrelacion a LB 85y H9997. Alos 10
dias de lainoculacién también se observé que LB 85y H
9997 presentaron mayor presencia de manchas. Asu vez
LB 97 y Loica presentaron un nimero de manchas signifi-
cativamente menor que H 9997.

No se detectaron diferencias significativas en el periodo
de latencia entre los cinco genotipos de tomate. Para el
conjunto de los materiales la aparicion de los sintomas en el
50 % de las plantas de la bandeja ocurrid entre los cuatro y
cinco dias desde lainoculacion (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Periodo de latencia, nimero de manchas en el foliolo terminal alos 14 y 17 dias

post inoculacion y severidad en invernadero.

Genotipo Periodo de Nuimero de manchas Severidad'
latencia (dias) 14 dpi? 17 dpi 17 dpi
LB 76 5,0 ns® 10 a* 12a 2,2
LB 97 5,0 11 ab 19 ab 2,7
Hawaii 7981 7,0 22 ab 22 abc 2,2
Cuyano 57 18 ab 24 abcd 3,0
NUN 6011 4,7 16 ab 25 abcd 2,9
Loica 6,7 28 ab 34 abcd 34
Ohio 8245 6,0 23 ab 37 cde 3,2
LB 85 4,3 44 ab 61 de 42
H 9997 47 39 ab 62 de 4.6
Tospodoro 5,3 54 b 74 e 3,6

!Severidad: 1-1 %, 2-2,5 %, 3-5 %, 4-10 %, 5-15 %, 6-25 % y 7-50 %.

2dpi: dias después de la inoculacién.

3No se encontraron diferencias significativas (P<0,05) segln prueba de Tukey.
*Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) segln prueba de Tukey.

Las diferencias ente los perfiles de severidad en hoja
fueron estadisticamente significativas entre los cinco genoti-
pos (p valor = 0,0043). A partir del analisis se obtuvo un
ranking de los materiales segln el perfil de probabilidad de
ubicarse en cada una de las categorias de severidad (Figu-
ra 1). Loica fue el material mas resistente, y present6 un 90
% de probabilidad de tener una severidad en hoja baja (1 -
5% del tejido foliar afectado por mancha bacteriana). Le
sigue Hawaii 7981, que no se distingue estadisticamente de
la variedad Loica. Las lineas LB 97, LB 85y la variedad H
9997 tuvieron 70, 85y 92 % de probabilidad respectiva-
mente de tener severidad alta (entre 25y 50 % del tejido

foliar afectado), sin diferencias significativas entre si. Las
variedades Loica y Hawaii 7981 se distinguieron estadisti-
camente, en cuanto al perfil de probabilidad de LB 97, LB 85
yH9997.

El andlisis de conglomerados sugiere la presencia de
tres grupos segun porcentaje de tejido afectado y nimero
de lesiones en el foliolo terminal de la hoja. Los grupos
explican el 86 % de la variabilidad total (R cuadrado = 0,86).
Loica, Hawaii 7981y LB 97 integran el grupo de genotipos
mas resistentes presentando los valores més bajos de se-
veridad en el follaje y las frecuencias mas hajas de man-
chas alos siete dias postinoculacion (severidad = 1,6-4,0y

-
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Figura 1. Probabilidad de corresponder a cada categoria de severidad en el follaje para cada genotipo de
tomate en el experimento en camara de crecimiento.
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Cuadro 3. Periodo de latencia, nimero de manchas en el foliolo terminal a los 7'y 10 dias post
inoculacion y severidad en camara de crecimiento.

Genotipo Periodo de Numero de manchas Severidad'
latencia (dias) 7 dpi? 10 dpi 14 dpi
Hawaii 7981 5ns3 6a’ 11a 2,6
LB97 5 5a 13ab 40
Loica 5 6a 15ab 1,6
LB 85 4 17b 24 he 45
H 9997 4 30b 43¢ 47
p valor 0,062 <0,0001 0,0001 0,0043

Severidad: 1-1 %, 2-5 %, 3-15 %, 4-25 %, 5-50 %.
2dpi: dias después de la inoculacién.

3No se encontraron diferencias significativas (P<0,05) segln prueba de Tukey.
“Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) segln prueba de Tukey.

numero de manchas = 5-6). El segundo grupo, moderada-
mente resistente, se compone de LB 85 presentando una
severidad en hoja promedio de 4,5y 17 manchas en el
foliolo terminal. El grupo més susceptible lo integra H 9997,
que tuvo una severidad promedio de 4,7 y un promedio de
30 manchas por foliolo (Figura 2).

Determinacion de la poblacion bacteriana

La poblacion bacteriana creci6 en las hojas infiltradas,
pasando de poblaciones promedio de 107 a 10 ufc/ cm? de
hoja entre las 24 y 96 h posteriores a la inoculacion. Asu
vez esas diferencias poblacionales fueron estadisticamente

significativas (p valor < 0,0001, N = 60) (Cuadro 4). El
ABCCP presentd diferencias significativas entre los genoti-
pos (p valor=0,002, N = 60). LB 85 presentd un ABCCP en
el mesdfilo de la hoja significativamente mayor a la linea
Hawaii 7981, LB 97 y Loica. El genotipo H 9997 no se
diferenci6 del resto de los materiales (Cuadro 4). La cova-
rianza area infiltrada no fue significativa. Ademas, no se
pudieron comprobar comportamientos distintos entre los
genotipos en el tiempo, debido a que la interaccion tiempo
por genotipo no fue significativa.

Discusion

El periodo de latencia no presento diferencias significati-
vas entre los genotipos de tomate, ni en el invernadero nien

Genotipo la camara de crecimiento. Esto difiere de los resultados
Loica obtenidos por Silva-Lobo et al. (2005), quienes encontraron
periodos de latencia mayores en los genotipos resistentes y
menores en los susceptibles, reportando diferencias de dos
Hawaii 7981
LB 97
LB 85
H 9979 r T T T T T T T T T 1
1,0 09 08 0,7 06 05 0,4 03 02 01 0,0
R cuadrado

Figura 2. Dendrograma de genotipos agrupados por severidad en hojas y nimero de lesiones de mancha bacteriana en el
foliolo terminal de la hoja en el experimento en cdmara de crecimiento.
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Cuadro 4. Nimero de células bacterianas por cm? de hoja inoculada a 24, 48, 72 y 96 horas post inoculacion.

Tiempo desde inoculacién (horas)

1
Genotipo 2 48 72 % ABCCP
Hawaii 7981 2,1x 107 1,4x% 10° 2,4x 10° 6,3x 10" 2811a
LB 97 41x 10' 8,5x 10° 1,1x 10" 5,6 x 10'° 2818 a
Loica 1,7x 10° 3,4x 10° 35x 10° 49x 10" 28,56 a
H 9997 2,6x 10" 2,8x 10° 3,7x 10" 2,0x 10" 30,40 ab
LB 85 2,6x 10" 1,7x 10" 6,5x 10 6,9x 10" 31,67b
Promedio 26x10°a  51x10°b  21x10"c  42x 10"d

tABCCP: area bajo la curva de crecimiento poblacional.
?Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05).

atres dias entre ellos. Silva-Lobo et al. (2005) utilizaron una
concentracion bacteriana de indculo de 108 ufc mi, inferior
alaempleada en este trabajo (108 ufc ml). La menor con-
centracion puede implicar un desarrollo mas lento de la
infeccion y la expresion de los sintomas, que permita una
mejor discriminacion de los genotipos (Beattie y Lindow,
1995). Por su parte, Lugon Lima et al. (2005) y Mendes de
Souza et al. (2008) utilizaron el periodo de latencia para
seleccionar materiales resistentes a mancha bacteriana de
una coleccién de germoplasma encontrando diferencias
significativas, pero inoculando por infiltracion en el mesdfilo,
superando barreras estructurales de la hoja. Segun Ra-
mos y Volin (1987), la inoculacién mediante aspersion es
mas adecuada que la infiltracién para comparar la resisten-
ciaya que tiene en cuenta la resistencia estructural de la
planta, asemejandose al modo de inoculacién que ocurre
enlas condiciones del cultivo en donde se disemina con el
agua de lluvia. Ademas, este método de inoculacion tiene la
ventaja de ser mas simple y facil de aplicar a gran escala.

A pesar de la falta de significancia estadistica existen
diferencias de entre dos y tres dias en el periodo de latencia
entre algunos materiales. Estos valores son similares a los
reportados por Silva-Lobo et al. (2005), Lugon Lima et al.
(2005) y Mendes de Souza et al. (2008) entre materiales
resistentes y susceptibles. Un periodo de latencia mas lar-
go indicaria una mayor resistencia a la colonizacion del
tejido por el patégeno, reduciendo el nimero potencial de
ciclos de la enfermedad y minimizando el dafio final. Por lo
tanto, un genotipo con mayor periodo de latencia tiene ma-
yor probabilidad de reducir la tasa de progreso de la enfer-
medad, retrasando la epidemia y reduciendo el indculo cuan-
do las condiciones son favorables a la enfermedad
(Bergamim Filho et al., 1995; Ribeiro do Vale et al., 2001;

Silva-Lobo et al., 2005). Esto se confirma ya que los mate-
riales con mayor periodo de latencia, a pesar de la falta de
significancia estadistica, Hawaii 7981y Loica (7y 6,7 dias
eninvernaculo, 5 dias en cAmara de crecimiento) tuvieron
baja severidad y nimero de manchas en las hojas. Ade-
mas, estudios previos demostraron que Hawaii 7981y Lo-
ica presentan resistencia en evaluaciones realizadas a cam-
po (Berrueta, 2012).

El componente nimero de manchas representa el nd-
mero de infecciones exitosas, lo que indica el nivel de resis-
tencia en la etapa de penetracion del patégeno en el tejido
vegetal (Parlevliet, 1979). Las lineas LB 97 y Hawaii 7981
presentaron los menores ndmeros de manchas en las ho-
jas en el experimento en camara de crecimiento e inverna-
dero. LB 76 se destacé por presentar bajo nimero de man-
chas en hojas en el experimento en invernadero donde fue
evaluada. Loica tuvo baja presencia de manchas foliares
en el experimento en camara de crecimiento, no compor-
tandose de igual manera en el invernadero. En ambos ex-
perimento, 10s genotipos con mas manchas en hojas fue-
ron LB 85y H 9997. La mancha bacteriana tiene una pene-
tracion pasiva a través de los estomas, por lo tanto el ndime-
ro de manchas estd relacionado con la frecuencia y el ta-
mafio de los estomas. Ramos et al. (1992), encontraron
una correlacion positiva y alta entre la frecuencia (r=0,7) y
eltamario de los estomas (r = 0,68) de distintas especies de
Lycopersicum con el nimero de manchas por superficie
de hoja. Por lo tanto, se podria proponer la hipétesis de que
uno de los mecanismos de resistencia de LB 76, LB 97,
Hawaii 7981y Loica frente al patdgeno esta relacionado a
los estomas y la penetracion de la bacteria al tejido. La linea
LB 97 segun los resultados del experimento en cdmara de
crecimiento tuvo un nimero de manchas bajo. Sin embar-
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go, la severidad fue alta, por la presencia de manchas de
mayor tamafio que Loica y Hawaii 7981. A pesar de que no
se cuantific el tamafio de las manchas, se observo que las
manchas de LB 97 crecieron mas que las de Loica y las de
Hawaii 7981. Cuanto mayor es el tamafio de las manchas,
mayor es la colonizacion del tejido (Parlevliet, 1979). Es
decir que LB 97 pareceria tener mayor resistencia a la
penetracion en el tejido (similar a Loica y Hawaii 7981) lo
que se vincula con una baja densidad de estomas, mas
que ala colonizacion del tejido luego del ingreso al mesofilo
de la hoja (mecanismo de resistencia interno de la planta).

En cdmara de crecimiento, a los 10 dias desde lainocu-
lacion se encontraron dificultades para el conteo de man-
chas foliares debido a que comenzaron a coalescer entre
ellas. Ademas, las hojas con muchas manchas se torna-
ban amarillentas y tendian a caer. Esto coincide con lo obte-
nido por Montelongo (2012), que propone que lo mas apro-
piado es medir el nimero de manchas entre los 9y los 13
dias desde la inoculacion. En el experimento en invernade-
ro, el avance de la enfermedad se produjo mas lentoy se
pudieron contabilizar manchas sin dificultad hasta los 17
dias desde la inoculacion. Esto se podria explicar por la
menor temperatura promedio registrada en el invernadero.

El nimero de manchas es un componente de resisten-
cia adecuado para la seleccion en condiciones controladas
cuando se trabaja con gran nimero de plantas en los pro-
gramas de mejoramiento. Las ventajas que presenta son,
lafacilidad de evaluacion, rapidez y confiabilidad compara-
do con otros componentes como el tamafio de las man-
chas, que es mas dificultoso y es altamente influenciado por
el ambiente (Silva-Lobo etal., 2005). La principal desventa-
jaes que no se puede implementar facilmente en experi-
mentos de campo. Ademads, las manchas coalescen a
medida que avanza lainfeccidn, por lo que la cuantificacion
se hace dificil si no se realiza en el momento oportuno
(Montelongo, 2012).

Enlo que refiere al monitoreo de la poblacion bacteriana,
se encontré un aumento sostenido de la poblacién cada dia
de evaluacion en todos los genotipos. La linea Hawaii 7981,
LB 97y Loica presentaron mayor resistencia que LB 85 ala
multiplicacion bacteriana dentro del tejido vegetal. Los me-
canismos de resistencia dentro de la hoja estan vinculados
con la limitacion de nutrientes esenciales, presencia de inhi-
hidores preformados o inducidos por la bacteria (Chand y
Walker, 1964; Niks y Lindhout, 2004). Segn Silva-Lobo et
al. (2005), antes de la presencia de sintomas visibles, el
crecimiento de la poblacion bacteriana se correlaciona con
el nivel de resistencia a campo. Esto se comprobd ya que
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los genotipos con mayor resistencia a la multiplicacion bac-
teriana en el tejido (Hawaii 7981, LB 97y Loica) presentaron
mayor resistencia en los experimentos 1y 2, asi como en
estudios previos realizados a campo (Berrueta, 2012).
Somodi et al. (1991) también encontraron una correlacion
altay significativa entre la severidad en el campo y el nime-
ro de células bacterianas por lesion (r = 0,96).

Alas 72 horas desde la inoculacion, la variedad H 9997
ylalinea LB 85 presentaron un aumento importante en la
poblacion bacteriana por superficie de hoja en relacion al
resto de los genotipos. Estas diferencias, a pesar de no ser
significativas, parecerian indicar que estos materiales per-
mitieron una mayor multiplicacion bacteriana dentro del teji-
do. Esto coincide con los resultados obtenidos en nimero
de manchas y severidad en las hojas, donde H9997 y
LB 85 presentaron los valores mas altos.

El monitoreo de la poblacion bacteriana no se adapta a
la evaluacion de un gran niimero de genotipos en condicio-
nes controladas debido a que es un procedimiento muy
dificultoso y no se aplica como herramienta para el tamiza-
do de materiales de mejoramiento. Sin embargo, es de
interés a la hora de buscar explicacion a los resultados
obtenidos en severidad en hoja, periodo de latencia o nd-
mero de manchas. En este trabajo se tomaron muestras
circulares con sacabocados tomando como centro el punto
de inoculacion por infiltracion. Dado que las hojas presentan
diferencias morfoldgicas y que resulta dificultoso inocular
una misma cantidad de suspension bacteriana en la hoja,
es esperable que la distribucion del inéculo en el tejido sea
diferente en cada hoja. Una estrategia que podria uniformi-
zar lamuestra seria tomar toda la hojay medir el area de la
misma para determinar la concentracion de células por
superficie de hoja.

Analizando las variables en conjunto en las dos condi-
ciones evaluadas, se destacaron la variedad Loica, Hawaii
7981, LB 97 y LB 76, como las mas resistentes en los
experimentos. La variedad Loica y las lineas LB 97y 76
presentaron altos niveles de resistencia parcial a mancha
bacteriana raza T2 en estudios a campo realizados en Uru-
guay coincidentemente con lo obtenido en este trabajo
(Berrueta, 2012). La variedad Loica fue originada en 1973
en Argentina a partir del cruzamiento entre las variedades
de tomate Romayy Platense (Gallardo y Calvar, 1992; Diez
etal., 1993; Lopez-Lambertini, 2003). Esta variedad se in-
trodujo al Uruguay en los afios 70y se cultiva comercial-
mente hasta la actualidad. Durante todo el periodo de cultivo
en el pais se ha realizado un proceso de seleccion por los
productores comerciales. Ademas, desde el afio 2001 se
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incorpord en el programa nacional de mejoramiento de to-
mate para industria en el INIA Uruguay. Presenta adapta-
cion a las condiciones de produccion del pais, rusticidad y
tolerancia a enfermedades, como al virus de la peste negra
deltomate TSWV (Gallardo y Calvar, 1992). Laslineas LB
76y LB 97 se originaron a partir de cruzamientos utilizando
a Loica como parental. Es posible que la resistencia parcial
observada en laslineas LB 97 y LB 76 provenga de Loica.

Hawaii 7981 mostrd un alto nivel de resistencia parcial a
mancha bacteriana raza T2, a diferencia de |o obtenido por
Scott et al. (1997) en experimentos realizados a campo y
en condiciones controladas. En estos trabajos esta varie-
dad no se encontrd dentro de las de mayor resistencia a la
raza T2 pero tampoco se diferencid estadisticamente de la
variedad Hawaii 7998, que presenta resistencia intermedia
(Scottetal., 1997). Sin embargo, en estudios realizados en
Uruguay por Berrueta (2012), se encontrd un alto nivel de
resistencia parcial de Hawaii 7981 a laraza T2 en experi-
mentos a campo, coincidiendo con lo obtenido en este tra-
bajo. Ademas, Hawaii 7981 resulta interesante para los pro-
gramas de mejoramiento ya que contiene el gen Xv3 que
confiere resistencia por hipersensibilidad a laraza T3 (Jo-
nes etal., 1995; Scott et al., 1996).

A partir de la determinacion de componentes de resis-
tencia en cAmara de crecimiento e invernadero se conclu-
ye que las lineas LB 76 y LB 97, y las variedades Loica y
Hawaii 7981 presentan resistencia parcial a mancha bacte-
riana. Estos materiales pueden ser interesantes paraincor-
porarse a programas de mejoramiento por resistencia a
Xanthomonas vesicatoria raza T2. De los componentes
determinados se destacd el namero de manchas, que per-
mitié diferenciar materiales por resistencia de manera facil,
confiable y permite trabajar con gran nimero de plantas en
condiciones controladas. En contraposicion el periodo de
latencia no fue eficiente en este estudio para distinguir geno-
tipos por resistencia a la enfermedad. El monitoreo de la
poblacién bacteriana es dificil de realizar y no se adapta a
ensayos de gran nimero de plantas.
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