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Resumen

Los niveles de resistencia a la marchitez bacteriana (MB) de la papa causada por Ralstonia solanacearum (Rs) son
limitados. Solanum commersonii (cmm) es una especie silvestre destacada por su resistencia a MB. Los objetivos de este
trabajo fueron (i) caracterizar genotipos de cmm para resistencia a Rs (raza 3, biovar 2) utilizando un método de inoculacion
en suelo, (i) determinar en qué medida la resistencia de cmm es transmisible por via sexual en un trasfondo genético
susceptible, y (iii) determinar la relacion entre un grupo de cepas de Rs raza 3 biovar 2 y genotipos de cmm en la expresion
de laresistencia. Se utilizd una metodologia de inoculacion en suelo bajo condiciones de temperatura y luz controladas. Para
genotipos de cmm colectados en distintas regiones de Uruguay, se encontrd variabilidad en la resistencia a MB, desde
respuesta asintomatica en algunos genotipos hasta sintomas en nivel similar al control susceptible. Mediante el cruzamiento
de dos genotipos de cmm con respuestas contrastantes a MB se obtuvo una progenie de 121 genotipos. La distribucion de
los niveles de resistencia en la progenie indicaria un control poligénico, aunque esta conclusion es preliminar, ya que se
encontrd que uno de los parentales era triploide. Un ensayo factorial utilizando cinco cepas de Rs aisladas en Uruguay y cinco
genotipos de cmm, reveld diferencias en la virulencia entre cepas. No se observd interaccion entre genotipo y cepa, por lo que
enlas condiciones de este trabajo la resistencia no fue dependiente del aislamiento del patégeno.
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enfermedades

Summary

Resistance to Bacterial Wilt in Solanum commersonii Dun.

The levels of resistance to bacterial wilt (BW) of potato caused by Ralstonia solanacearum (Rs) are limited. Solanum
commersonii (cmm) is a wild tuber-bearing potato highlighted for its resistance to BW. This research aimed to (i) characterize
cmm genotypes for resistance to Rs (race 3, biovar 2) using a soil inoculation method, (i) determine to what extent resistance
incmm is transmissible through sexual reproduction to a susceptible genetic background, and (iii) determine the relationships
between a set of Rs strains (race 3, biovar 2) and cmm genotypes in the expression of resistance. The screening was
performed under controlled conditions of temperature and light. Accessions collected from different regions of Uruguay showed
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diversity for resistance to BW: some genotypes were asymptomatic in the response, while for others the symptoms were
similar to the susceptible control. Two cmm genotypes with contrasting responses to BW were crossed, and an offspring of 121
genotypes was obtained. The distribution of BW resistance levels in the progeny suggested a polygenetic control for BW
resistance; though this conclusion is preliminary regarding that one of the cmm parents was triploid. A factorial experiment using
five R. solanacearum strains isolated in Uruguay and five cmm clones showed differences in the virulence between strains.
There was no interaction between plant genotype and bacterial isolate, and therefore, under the conditions of this research, BW
resistance in cmm was not dependent on the isolate of the pathogen.

Key words: inoculation, bacterial wilt, Ralstonia solanacearum, Solanum tuberosum, disease resistance

Introduccion

La resistencia genética es un factor clave a la hora de
integrar una estrategia de control para la Marchitez Bacte-
riana de la papa (MB) causada por la bacteria Ralstonia
solanacearum (Rs). La generacion y utilizacion de germo-
plasma de papa con niveles estables de resistencia al mar-
chitamiento, sin embargo, ha sido muy limitada (Priou et al.,
2005; Lopes, 2009).

Solanum commersonii Dun. (cmm) (Hawkes, 1994)
es una especie diploide destacada por su resistencia a MB
(Laferriere etal., 1999; Kim-Lee et al., 2004; Galvan etal.,
2006; Carputo etal., 2009; Siri et al., 2009). El uso de cmm
en el mejoramiento genético de la papa ha sido escaso,
entre otros factores, por barreras a la hibridacion post-cigo-
ticas con Solanum tuberosum que involucran el balance
del endosperma (Johnston et al., 1980). No obstante, se
han reportado experiencias exitosas de introgresion utili-
zando diferentes mecanismos para evadir las barreras de
incompatibilidad (Laferriere etal., 1999; Carputo etal., 1997,
Gonzalez etal., 2010) que posibilitan la utilizacion de cmm
en el mejoramiento de papa.

Laferriere etal. (1999) y Carputo et al. (2009) encontra-
ron resistencia en cmm para Rs raza 3 biovar 2 (R3bv2).
En cada uno de estos casos se utilizé un genotipo de cmm
y una Unica cepa de Rs. Kim-Lee et al. (2004) evaluaron
cuatro genotipos diferentes de la misma accesion de cmm
(P1320266) para diferentes cepas de laraza 1y 3. Por
primera vez, concluyeron la variabilidad para la resistencia
a Rs dentro de cmm, y la necesidad de contar con germo-
plasma caracterizado para el mejoramiento genético. Los
primeros trabajos comprehensivos de caracterizacion de
germoplasma de cmm por resistencia a la R3bv2 fueron
reportados por Galvan et al. (2006) y Siri et al. (2009), con
un método de inoculacién basado en heridas en la parte
aérea de la planta que no representa el proceso natural de
infeccion. En efecto, con esa inoculacion algunos mecanis-
mos activos de defensa de la planta podrian ser evadidos,

dado que la bacteria es un patdgeno de suelo que ingresaa
la planta por heridas en las raices. La utilizacion de un mé-
todo de inoculacién de Rs bajo condiciones controladas
representativo del proceso natural de infeccion en raices
seria de gran utilidad para caracterizar germoplasma de
cmm en |os programas de pre-mejoramiento por resisten-
cia a MB.

La utilizacion efectiva de la resistencia a MB se ve limita-
da por el escaso conocimiento de su base genética. Ese
conocimiento seria Util para definir estrategias de cruza-
mientos eficientes en la incorporacion de la resistencia en
germoplasma susceptible. Solanum phureja es probable-
mente la fuente de resistencia mas estudiada. Trabajos rea-
lizados con poblaciones segregantes inoculadas con una
cepade laraza 1, sugirieron la accion de tres genes domi-
nantes e independientes con un posible efecto de otros ge-
nes modificadores (Rowe y Sequeira, 1970). Posteriormen-
te, se encontrd resistencia de tipo cepa especifica paralaraza
lyparalaraza3enS. phureja, y pérdida de efectividad de la
resistencia asociada a temperaturas altas (French y de Lindo,
1982; Tung etal., 1990a). Estos trabajos sefialaron la fuerte
variabilidad en el fenotipo resistente como una dificultad en
el analisis de los datos, en especial por la temperaturay la
luz.

Posteriormente, algunos trabajos incorporaron resisten-
cia aportada por el clon «Cruza 148», de origen mexicano 'y
pedigri desconocido, y por «<AVRDC-1287.19», de origen
taiwanés y producto del cruzamiento entre S. chacoense y
S. raphanifolium (Schmiediche, 1988). Se determing re-
sistencia parcial para una cepa de laraza 1, muy estrecha-
mente relacionada a la adaptacion ambiental a temperatu-
ras elevadas, lo que determinaria una resistencia de heren-
cia compleja y poligénica (Tung et al., 1990b). En estudios
posteriores, los mismos autores detectaron significativa in-
teraccion planta-patdgeno-ambiente. Los cambios de agresi-
vidad de las cepas utilizadas asociados a cambios de tem-
peratura, fueron la principal fuente de inestabilidad en estos
experimentos (Tung etal., 1990a).
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La R3bv2 de R. solanacearum cuenta con muy poca
variahilidad genética (Fegan y Prior, 2005), resultado confir-
mado por Siri et al. (2011) para cepas de Uruguay. No
obstante, las cepas de Uruguay se distinguieron en su viru-
lencia sobre tomate, papa y tres genotipos de cmm (Siri et
al., 2011). Determinar diferencias en la virulencia entre ce-
pas, 0 la expresion de resistencia cepa-especifica, orienta-
ria la eleccion de la cepa adecuada para la evaluacion de
genotipos de cmm para resistencia a MB. El andlisis de la
interaccion cepa x hospedero, ademas, generaria indicios
sobre la base genética de la resistencia.

Los objetivos de este trabajo fueron (i) caracterizar dife-
rentes genotipos de cmm para resistencia a la R3bv2 del
patégeno utilizando un método de inoculacion en suelo bajo
condiciones ambientales controladas, (i) determinar en qué
medida la resistencia de cmm es transmisible por via sexual
en un trasfondo genético susceptible, y (iii) determinar la
relacion entre cinco cepas de Rs R3bv2 y cinco genotipos
de cmm en la expresion de la resistencia a MB.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se realizaron tres ensayos independientes: (i) evalua-
cion de una coleccion de genotipos de cmm, (ii) evaluacion
de una progenie F1 de cmm Yy (iii) evaluacién de lainterac-
cion entre genotipos de cmmy cepas de Rs.

Para la caracterizacion de la resistencia a MB, se eva-
luaron 32 clones provenientes de distintas regiones de Uru-
guay. Se incluyeron ademas dos clones de S. phureja (phu)
(192 y 195) del proyecto de mejoramiento genético de papa
del INIA Uruguay (no evaluados previamente) y el cultivar
de S. tuberosum (thr) ‘Chieftain’ (Estados Unidos) como
testigo susceptible. Luego de la primera caracterizacion de
laresistencia, los clones de cmm 05.02.6 y 04.204.3 fueron
seleccionados como parentales de la progenie dada la re-
sistencia y susceptibilidad que mostraron respectivamente
dentro de un mismo patrén de caracteristicas morfologicas.
Los clones de cmm F97, F102, F118, 05.02.6 y 04.204.3 y
el cultivar ‘Chieftain’ fueron seleccionados por sus diferen-
tes niveles de resistencia en la caracterizacion de la proge-
nie para realizar el ensayo de interaccion entre genotipo y
cepa. Todo el material para la evaluacion se obtuvo del
banco de germoplasma activo in vitro del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA).
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Cruzamiento

Los genotipos de cmm 05.02.6 y 04.203.4 selecciona-
dos para realizar el cruzamiento fueron cultivados en inver-
nadero con condiciones de temperatura (25 °C) y fotoperio-
do (14 horas de luz) controladas. El polen del genotipo
04.204.3 utilizado como progenitor masculino fue colectado
para polinizar flores emasculadas de las plantas utilizadas
como hembra (genotipo 05.02.6). Alos 50 dias de la polini-
zacion se cosecharon las bayas. Las semillas extraidas se
trataron mediante inmersion en una solucion de 1500 ppm
de &cido giberélico durante 24 horas con el fin de levantar la
dormicién. Luego se sembraron in vitro en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) con el fin de introducir y con-
servar la progenie para evaluaciones y utilizacion en el
mejoramiento. Se obtuvieron 145 individuos de la progenie
(nominados con laletra F).

Evaluacion de la resistencia al marchitamiento
bacteriano

La cepa utilizada en la caracterizacion de accesiones de
cmm fue UY036. Por la disponibilidad en el momento del
experimento, la cepa utilizada para la caracterizacion de la
progenie de los genotipos cmm 05.02.6 y 04.203.4 fue
UY043. En el experimento de interaccion entre genotipos
hospederosy cepas se utilizaron las cepas UY031, UY035,
UY036, UY041y UY043. Todas las cepas fueron colecta-
das en cultivos de papa comerciales infectados en Uruguay
y pertenecen ala R3bv2A del patégeno (Filotipo Il, Secuevar 1-
2) (Sirietal., 2011). Las cepas se conservana 70°C en la
Facultad de Quimica, Universidad de la Republica.

Se utilizé una metodologia de inoculacién en suelo que
permite diferenciar grados de resistencia a MB en plantulas
provenientes de multiplicacion in vitro, basada en
Montanelli et al. (1995). El indculo se prepard como una
suspension de bacterias en suero fisioldgico (Thurston y
Lozano, 1968), a una concentracion de 1 x 108 ufc-mL™. Se
partié de colonias incubadas en placas de Petri durante 48
horas a 28 °C en medio de crecimiento Kelman contenien-
do clorato de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) (Kelman, 1954).
La concentracion del indculo se estimé mediante absorban-
ciade 0,1 en espectrofotdmetro (OD 550 nm), y se corro-
bor6 mediante la siembra de dilucionesa 1 x 105y 1 x 10°
enmedio TTC, con las cuales se obtuvieron recuentos de
100 a 300 ufc para la dilucion de 1 x 10%, y 0 a 100 ufc para
la dilucion de 1 x 106,
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Para las evaluaciones de resistencia se utilizaron plan-
tulas con cinco a ocho hojas expandidas, derivadas de la
micropropagacion in vitro a los efectos de asegurar la uni-
formidad y la obtencion de réplicas (clones) de cada geno-
tipo. Para ello, esquejes mono-nodales fueron cultivados en
medio MS por tres semanas, seguido de dos semanas de
aclimatacion en invernadero en el recipiente a usarse en la
inoculacion. El recipiente consistio de celdas de 17 cm®
individuales para cada plantula, con 4 g de sustrato horticola
comercial libre de patdgenos. En el ensayo de caracteriza-
cion de una coleccion de cmm se utilizaron 12 repeticiones
(pl&ntulas) por cada genotipo, mientras que en 10s otros dos
ensayos se utilizaron 26 repeticiones por genotipo, a ex-
cepcion de algunos individuos de la progenie que presenta-
ron menor tasa de multiplicacion in vitro. En todos los expe-
rimentos se inocularon plantulas con suero fisioldgico sin
bacterias como control negativo.

Paralainoculacion, se hizo un orificio en el sustrato con
una punta plastica de micropipeta con el fin de generar heri-
das a nivel radicular. El orificio de alrededor de 1 cm de
profundidad, se realiz6 a 0,5 cm de la plantula. Seguida-
mente, en cada orificio se aplicé 1 ml de la suspension
bacteriana utilizando una pipeta. Después de la inoculacion,
las plantas se mantuvieron en una camara con luz artificial
(12 horas de luz, 78 imol-m2-st) y 28 °C a nivel radicular.
Lalocalizacion de las plantas/clones de cada genotipo no
fue aleatorizada dentro de la cAmara bajo el supuesto de
condiciones de homogeneidad ambiental. Se realizaron rie-
gos diarios para mantener himedo el sustrato, sin provo-
car excesos de agua. La evaluacion de sintomas se hizoa
los 28 dias posteriores a la inoculacion (dpi). Acada una de
las plantas de cada genotipo se le asign6 un valor de «0»
correspondiente a ausencia de sintomas, 0 «1» ala pre-
sencia de marchitez.

Andlisis de los datos

Para determinar el grado de resistencia de cada genoti-
po se calculé la proporcion de plantas marchitas sobre el
total de plantas inoculadas. Luego se asign6 una categoria
de reaccion a la enfermedad, segln el siguiente criterio
arbitrario: R=resistente (0,00-0,25), MR=medianamente
resistente (0,26-0,50), MS=medianamente susceptible
(0,51-0,75) y S=susceptible (0,76-1,00).

Los valores de resistencia de los genotipos de la proge-
nie se compararon mediante un Modelo Lineal Generaliza-
do, asumiendo distribucién binomial de la variable P (pro-
porcion de plantas enfermas de cada genotipo) (McCullagh
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y Nelder, 1989). Solamente los tratamientos (genotipos) que
tenfan entre 20y 26 plantas inoculadas se ingresaron en el
andlisis, totalizando 124 genotipos (121 genotipos de la pro-
genie, los dos parentales y el testigo susceptible
"Chieftain’). Trece genotipos asintomaticos para todas sus
repeticiones (completamente resistentes) fueron analizados
por fuera de este método, ya que la estimacion de la varian-
zapara lavariable P fue igual a 0. Para las comparaciones
se calcul¢ el intervalo de confianza (95% de confianza)
partiendo de la proporcion estimada de plantas enfermas.
Adicionalmente, para visualizar las diferencias entre geno-
tipos de la progenie se realizé un anélisis de conglomera-
dos. Lamatriz de distancia fue elaborada utilizando las dife-
rencias entre las proporciones estimadas de plantas enfer-
mas de cada genotipo. Se us6 el método de agrupamiento
de Ward y se utilizd como criterio de corte para determinar
el nimero de grupos el indice pseudo F y pseudo t2.

Lainteraccion entre genotipos hospederos y cepas de
Rs se evalué mediante un disefio experimental completa-
mente al azar con arreglo factorial de los tratamientos (6 x
5), inoculando 26 plantas para cada una de las 30 combina-
ciones entre genotipos y cepas. Cada tratamiento fue inocu-
lado y analizado de la misma forma que en el experimento
de evaluacion de la resistencia en la progenie. Se analiza-
ron los efectos de las fuentes de variacion (genotipo, cepa,
genotipo x cepa) utilizando un Modelo Lineal Generalizado
y asumiendo distribucion binomial de la variable P (propor-
cion de plantas enfermas de cada genotipo). La significan-
cia de los efectos se prob6 mediante una prueba F que se
origina del cociente de dos Chi-cuadrados que surgen de la
devianza del modelo y la devianza residual.

Resultados

Evaluacion de genotipos de S. commersonii colectados
en Uruguay

La evaluacion de los niveles de resistencia a MB en 32
genotipos cmm utilizando la cepa UY036 de Rs mostré
amplia variabilidad (Cuadro 1). De los genotipos evaluados,
25% fueron R (P entre 0,00-0,25), 19% MR (P entre 0,26-
0,50), 50% MS (P entre 0,51-0,75) y 6% S (P entre 0,75-
1,00). El testigo susceptible cv. ‘Chieftain’ mostrd una pro-
porcion de plantas enfermas de 0,83. Los genotipos de S.
phureja 192 y 195 tuvieron un comportamiento intermedio y
susceptible respectivamente. Los genotipos de cmm 05.02.6
(R)y 04.203.4 (MS) fueron seleccionados por sus niveles
de resistencia contrastantes para realizar un cruzamiento.
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Cuadro 1. Proporcion de plantas con marchitamiento a los 28 dias posteriores a la inoculacion con la cepa UY036 de la
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R3bv2 de Ralstonia solaneacerum en 32 accesiones de Solanum commersonii colectadas en Uruguay. Se incluyen dos
genotipos de S. phureja (192 y 195). Un genotipo de S. tuberosum ssp. tuberosum cv. ‘Chieftain” se incluy como control

susceptible.

Individuo Origen p28dpi! RE? Individuo Origen p 28 dpi ! RE?
04.09.7 Rio Negro 0 R 6012 Canelones 0,58 MS
05.02.6 Canelones 0 R 04.203.4 INIA 3 0,63 MS
04204.3 INIA 3 0,11 R 10093 Salto 0,67 MS
09.02.3 Paysandu 0,11 R 10167 Paysandu 0,67 MS
20176 Desconocido 0,17 R 50524 Canelones 0,67 MS
09.02.11 Paysandu 0,25 R 505212 Canelones 0,67 MS
505218 Canelones 0,25 R 5016 Canelones 0,75 MS
01.02.TA Soriano 0,25 R 50526 Canelones 0,75 MS
10.01.18 Paysandu 0,33 MR 10177 Salto 0,75 MS
10085 Artigas 0,33 MR 10176 Salto 0,75 MS
50525 Canelones 0,42 MR 9028 Paysandu 0,75 MS
9027 Paysandu 0,42 MR 0701A10 Maldonado 0,75 MS
3037 Canelones 0,42 MR 4023 Colonia 0,75 MS
505216 Canelones 0,5 MR Chieftain USA 0,83 S
192 INIA 3 0,5 MR 10073 Artigas 0,83 S
50527 Canelones 0,58 MS 10086 Artigas 0,83 S
11013 Canelones 0,58 MS 195 INIA3 0,85 S
9024 Paysandu 0,58 MS

*Proporcién de plantas enfermas a los 28 dias posteriores a la inoculacion.
’Respuesta a la enfermedad: R=resistente (0-0,25), MR=medianamente resistente (0,26-0,50), MS=medianamente susceptibe (0,51-0,75) y

S=susceptible (0,76-1).

3Clones provenientes del programa de mejoramiento genético de INIA, Uruguay.

Obtencion de una progenie cmm segregante para
resistencia a MB

El genotipo 05.02.6 fue usado como hembra dado su
bajo porcentaje de polen fértil (11%) estimado mediante una
técnica de tincion. Ademas, se obtuvo bajo nimero de se-
millas por baya (5,64) en comparacion con otros cruza-
mientos entre genotipos de esta especie. Esto indica baja
fertilidad como hembra del genotipo 05.02.6 0 alguna condi-
cion de incompatibilidad entre ambos parentales utilizados.

Debido a la baja eficiencia del cruzamiento, se estudio la
ploidia de los progenitores por citometria de flujo. Se comparé el
contenido C de ADN gendémico con un diploide conocido de

cmm (genotipo 04.02.3). Se confirmd que el genotipo 05.02.6
tiene un 50% mas de genoma que el testigo diploide, y el geno-
tipo 04.203.4 la misma cantidad que el testigo diploide. Por lo
tanto, en base a citometria de flujo, se postuld que el progenitor
femenino 05.02.6 seria triploide y el progenitor masculino
04.203.4 serfa diploide (F. Santifiaque, com. pers.).

Distribucion de niveles de resistencia en la progenie

Laresistencia a MB (proporcién de plantas con marchi-
tamiento) presenté un comportamiento continuo en la pro-
genie F1(05.02.6 x 04.203.4) con un valor P promedio de
0,19y unrango desde P=0,00 (plantas asintomaticas) has-
ta P=0,77 (alta susceptibilidad). La comparacion de los in-
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tervalos de confianza asignados a las medias estimadas de
cada genotipo (excluidos 13 genotipos asintomaticos que
por tanto presentaron varianza cero) mostré que Unica-
mente los genotipos mas resistentes y los mas suscepti-
bles difirieron significativamente (Figura 1).

No se encontraron diferencias significativas entre la ma-
yor parte de los genotipos de la progenie F1, los progenito-
resy el testigo susceptible ‘Chieftain’. En consecuencia, en
este experimento en el cual se utiliz6 la cepa UY043, no se
confirmé el contraste originalmente observado entre los
padres de la progenie cuando fueron inoculados con la cepa
UY036. El 76% de los genotipos (92 de 121) presentaron
una proporcion de plantas enfermas estimada menor a 0,25.
Solo 9% de la progenie (11 genotipos de 121) presenté una
proporcion de plantas enfermas mayor a 0,50. El testigo
susceptible ‘Chieftain’ presentd bajo nimero de plantas en-
fermas (P=0,35) con respecto al ensayo anterior (P=0,83),
cuando se habia utilizado la cepa UY036.

Con el objetivo de obtener agrupamientos de los genoti-
pos de acuerdo a la similitud de niveles de resistencia, se
realizé un analisis de conglomerado utilizando como medi-
da de distancia las diferencias entre las proporciones esti-
madas de plantas enfermas de cada genotipo que particip6
en el andlisis (Figura 2). El andlisis de conglomerados co-
incidi6 con el modelo lineal generalizado en la formacion de
tres grupos de genotipos (Cuadro 2). El «grupo 1» son los
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11 individuos con mayor nivel de susceptibilidad. El testigo
susceptible ‘Chieftain’ integro el «grupo 2» que incluye 30 de
los 111 genotipos analizados. Por ultimo, los dos genotipos
parentales de la familia integraron el «grupo 3» junto alos 70
genotipos F con mayor nivel de resistencia dentro de los
incluidos en el andlisis.

Los genotipos de cmm elegidos para este experimento
representaron niveles de resistencia diferentes dentro de la
inoculacion de la progenie con la cepa UY043: 05.02.6
(P=0,154), 04.203.4 (P=0,040), F97 (P=0,769), F102
(P=0,080)y F118 (P=0,000). Los efectos del genotipoy la
cepa fueron significativos, mientras que la interaccion geno-
tipo x cepa no fue significativa (Cuadro 3). Por tanto, la res-
puesta de resistencia o susceptibilidad no estuvo afectada
por la cepa utilizada. El cultivar ‘Chieftain’ fue el mas sus-
ceptible para todas las cepas (Cuadro 4). El genotipo F102
y los genotipos parentales 05.02.6 y 04.203.4 tuvieron una
respuesta intermedia, no discriminados entre sf por ningu-
na de las cepas. La cepa UY043 fue la Ginica que en prome-
dio obtuvo menos muertes (menor virulencia) de planta
para todos los genotipos (Cuadro 4). Esta cepa, que se
utilizé para caracterizar la progenie entre los genotipos
05.02.6 y 04.203.4, es la Unica que no pudo discriminar
entre los genotipos mas resistentes y aquellos con resisten-
ciaintermedia (por ejemplo, los genotipos F118y F102).
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Figura 1. Proporcion de plantas marchitas (P) e intervalo de confianza para cada genotipo de
la progenie F1 de Solanum commersonii (05.02.6 x 04.203.4) a los 28 dias posteriores a la
inoculacion con Ralstonia solanacearum, R3bv2, cepa UY043. Las flechas marcan la posicion
de los padres de la familiay el testigo susceptible S. tuberosum ssp. tuberosum cv. ‘Chieftain”.
El eje horizontal presenta solamente algunos nimeros de identificacion.
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Figura 2. Andlisis de conglomerados por método de Ward,
utilizando como medida de distancia las diferencias entre
las proporciones de plantas enfermas estimadas de cada
uno de los genotipos de Solanum commersonii que partici-
paron del analisis estadistico. Se indican los grupos forma-
dos por genotipos susceptibles (S), medianamente sus-
ceptibles (MS), medianamente resistentes y resistentes
(MR/R). Los dos parentales de la progenie (05.02.6 y
04.203.4) y el testigo susceptible cv. ‘Chieftain’ (S. tubero-
sum ssp. tuberosum) se destacan en negrita. Los genoti-
pos F97y F102 seleccionados para el ensayo de interac-
cion con cepas de Ralstonia solanacearum se indican con
un asterisco.

Discusion

Elmétodo de inoculacion en suelo que se utilizd en este
trabajo permitié explorar una coleccion de genotipos de
cmm como fuente de resistencia a la MB de la papa. Con
este método, el cv. ‘Chieftain’ incluido como control sus-
ceptible, efectivamente presento altos niveles de suscepti-
bilidad a MB. La evaluacion de la respuesta de clones de
cmm revel6 diversidad, desde individuos con resistencia
extrema (asintomaticos) hasta individuos con niveles de
susceptibilidad similares al cv. ‘Chieftain’. Los niveles de
resistencia fueron mayores que los obtenidos por Monta-
nelli etal. (1995) para la misma especie aplicando un mé-

Cuadro 2. Caracterizacion de cada grupo conformado en el andlisis de conglomerados a partir de la
inoculacion con Ralstonia solanacearum de una familia F1 de S. commersonii proveniente del

cruzamiento entre los parentales 05.02.6 y 04203.4.

Proporcion de plantas enfermas

Grupos NUmero de genotipos - - :
Minima Maxima Promedio
11 0,54 0,77 0,63
2 30 0,23 0,48 0,30
3 70 0,04 0,20 0,11

Cuadro 3. Efecto de las diferentes fuentes de variacion para el experimento de interaccion genotipo por cepa.

Fuente de variacion Grados de libertad Valor F ! Pr>F?
Genotipo 5 27,08 <0,0001
Cepa 4 9,09 <0,0001
Genotipo*cepa 20 1,03 0,4586

1 Valor F obtenido del cociente de dos chi-cuadrados que surgen de las devianzas.

2 Probabilidad de error de tipo 1 para el valor de F hallado.
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Cuadro 4. Proporcion de plantas enfermas a los 28 dias posteriores a la inoculacion con Ralstonia solanacearum para
los diferentes genotipos elegidos de Solanum commersonii, el testigo susceptible ‘Chieftain’ de S. tuberosumy las

diferentes cepas utilizadas de la R3bv2.

Cepa Efecto medio del
Genotipo Uy031 UYo35 UY036 uyo41 uyo43 genotipo*
‘Chieftain’ 0,96 0,92 0,85 0,92 0,56 0,88 a
F97 0,88 0,80 0,54 0,58 0,58 0,70 b
F102 0,46 0,31 0,46 0,38 0,08 0,31c
04203.4 0,42 0,42 0,31 0,38 0,12 0,31¢c
05.02.6 0,50 0,38 0,35 0,35 0,04 0,27 cd
F118 0,21 0,08 0,13 0,04 0,08 0,09 d
Efecto medio 0,64 a 0,50 a 0,43 a 0,42a 0,17b
de la cepa*

* Las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente (c:=0,05).

todo de inoculacion similar. En ese trabajo, el cultivar ‘Cruza
148’y S. phureja ‘BR-63.65’ (cv. "Molinera’), conocidos
por su buena resistencia a campo, fueron los de mejor
comportamiento y aun asi presentaron plantas con sinto-
mas.

Nuestros resultados confirman los altos niveles de re-
sistencia encontrados para la especie por Laferriere et al.
(1999), Kim-Lee etal. (2004), Galvan et al. (2006), Carputo
etal. (2009) y Siri etal. (2009). Se desconoce si los mate-
riales mas resistentes podrian tener infeccion latente de la
bacteria en tubérculos asintomaticos, aspecto que deberia
ser objeto de futuros trabajos. Por otro lado, la variabilidad
encontrada confirma la necesidad de realizar tamizados
dentro de la especie antes de su utilizacion en el mejora-
miento.

La presencia de citotipos triploides de cmm fue descripta
por Correll (1962) y por Tam y Hawkes (1986). La utiliza-
cion de un triploide como parental (05.06.2) dificulta el ané-
lisis de la distribucion de niveles de resistencia en la proge-
nie, ya que la produccion de gametos es diferente a la espe-
rable para un diploide (Ramsey y Schemske, 1998). Asu
vez, no conocemos cudles de estos gametos aportaran el
complemento materno necesario para generar un endos-
perma viable al combinarse con gametos provenientes del
padre (Johnston etal., 1980). La produccion de gametos 2n
por parte del progenitor masculino es otra complejidad adi-
cional. Todas estas condicionantes limitan el analisis de la
distribucion de niveles de resistencia en la progenie, ya que
no es predecible cuantas copias de alelos provenientes del
padre o de la madre recibid cada individuo.

Por otro lado, la cepa que se utilizé para analizar los
niveles de resistencia de la progenie F1 fue muy poco agre-
siva, lo que se evidencia en la baja proporcion de plantas
enfermas del testigo susceptible “Chieftain” (0,35). La baja
agresividad de la cepa UY043, confirmada en el experi-
mento de interaccion entre genotipo y cepa (Cuadro 4), tuvo
como consecuencia un bajo poder de discriminacion entre
individuos con niveles de resistencia altos e intermedios.
Tanto por los intervalos de confianza a partir del modelo
lineal generalizado, que solo pudo diferenciar los extremos
mas resistentes y mas susceptibles de la distribucion, asi
como por el analisis de conglomerados que agrup6 a 70 de
122 genotipos como resistentes, se tuvo un bajo poder de
discriminacion. La utilizacion de una cepa méas virulenta
podria determinar diferencias significativas entre genotipos
de estratos de resistencia mas estrechos.

El' hecho de que, bajo las condiciones de este trabajo,
surgieran individuos completamente susceptibles del cru-
zamiento entre dos individuos con resistencia parcial podria
tener alguna(s) de las siguientes explicaciones: (i) que esos
individuos hayan recibido menos 0 mas copias de algin(os)
locus/loci, dada la segregacion desbalanceada del triploide
y/o la produccion de gametos masculinos 2n; (ii) que hayan
locus/loci recesivos de padres en heterocigocis (tratando-
se de efectos aditivos, dominancia o sobredominancia); y
(iii) que existan efectos genéticos complejos producto de
interacciones especificas entre el cruzamiento de los geno-
tipos seleccionados. Estos tres puntos también explicarian
la aparicion de individuos mas resistentes que los dos pa-
dres (no comprobado estadisticamente en este trabajo), y
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en consecuencia la tendencia a la segregacion transgresi-
va observada.

Una distribucion continua de las frecuencias de fenotipos
de resistencia, como la que se obtuvo, es por lo general
explicada por varios genes. Un control poligénico para la
resistencia a MB en diferentes Solanum silvestres diploi-
des fue encontrado por Tung et al. (1990b) utilizando cepas
delaraza 1y 3. El control poligénico se explicaria por la
inexistencia de co-evolucion entre el patogeno y el hués-
ped, y la consecuente ausencia de presion de seleccion
para genes con efectos especificos de resistencia (Tung et
al., 1990a). Esta podria ser también la situacion para cmm
y Rs. En otras especies como tomate, el control poligénico
de la resistencia a MB también es la forma de herencia
méas comUn (Yang y Francis, 2007). Para estos casos y
desde el punto de vista del mejoramiento genético, la acu-
mulacion de genes con efecto positivo en un mismo indivi-
duo es una estrategia clave. Este proceso de acumulacion
0 piramidacion puede ser usado para acumular genes de
resistencia de una misma fuente (por ejemplo, cmm), y
para combinar resistencias de distintas especies. La com-
hinacion de diversas fuentes de resistencia contribuiriaa la
efectividad y estabilidad a la caracteristica, por ejemplo ante
cambios en el ambiente.

En este trabajo no se detectd resistencia de tipo cepa-
especifica entre las cepas utilizadas de la R3bv2 y los geno-
tipos de cmm. El anélisis de los niveles de resistencia pro-
medio por cepa detecto diferencias significativas en la viru-
lencia. Un grupo conformado por las cuatro cepas méas
agresivas se distinguié de la cepa UY043 menos agresiva,
en coincidencia con Siri et al. (2011). La existencia de dife-
rentes niveles de virulencia en la R3bv2 habia sido previa-
mente reportada (Frenchy de Lindo, 1982; Watanabe etal.,
1992). La conformacion de Ginicamente dos grupos podria
deberse al limitado nimero de cepas analizadas en este
trabajo, asi como a la escasa diversidad genética encontra-
daengeneralenlaR3bv2 de Rs (Fegany Prior, 2005) y en
particular en las cepas uruguayas (Siri etal., 2011).

Diferencias genéticas entre las cepas de Rs evaluadas
explicarian las diferencias en su habilidad patogénicay su
virulencia, pero estas diferencias no determinaron interac-
ciones con los genotipos de cmm. Con la salvedad del
limitado ndmero de genotipos hospederos evaluados, que
impide la generalizacion para la especie, los resultados in-
dican que el tipo de resistencia a MB en cmm no seria
cepa-especifica. Este resultado difiere de la interaccion en-
tre cepas de R3bv2 y genotipos de S. phureja encontrada
por Frenchy de Lindo (1982). Las cepas utilizadas en ese
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caso, provenientes de origenes geograficos distantes, pro-
bablemente tuvieran mayor variabilidad que las que partici-
paron en nuestro ensayo. A su vez, la resistencia cepa-
especifica encontrada en S. phureja se corresponde con la
oportunidad de co-evolucion en el largo plazo entre el patd-
genoy el hospedero, lo que también puede explicar la poca
cantidad de genes postulados para esa resistencia (Rowe y
Sequeira, 1970).

El primer ensayo con la cepa UY036 diferenci6 el nivel
de resistencia de los parentales de la progenie, resultado
que no fue confirmado por los experimentos siguientes. Al
descartar cambios en el orden de la resistencia debidos a
efectos de interaccion entre cepay hospedero, las diferen-
cias en los resultados se explicarian por variaciones a nivel
ambiental que modifiquen las respuestas de los genotipos
con determinadas cepas. Varios trabajos han marcado esta
dificultad a la hora de realizar tamizados bajo condiciones
controladas (Rowe y Sequeira, 1970; Tung et al., 1990a,
1990b.) Apesar de trabajar bajo condiciones experimenta-
les controladas, pequefios cambios de temperatura podrian
provocar cambios en la agresividad de las cepas o en el
nivel de expresion de resistencia. Este efecto pudo cobrar
importancia por la falta de aleatorizacion de los genotipos en
el experimento. Por tanto, la repeticion de los experimentos
y la realizacion de disefios de blogues, aun cuando las
variaciones en la uniformidad del ambiente sean minimas,
deberian incorporarse en la metodologia. La utilizacion de
cepas virulentas que logren discriminar mejor los diferentes
grados de resistencia, y la utilizacion de la proporcion de
plantas con sintomas del control susceptible cv. ‘Chief-
tain’ para evaluar la virulencia de la cepa y/o el ajuste de
otras condiciones del experimento, son otros elementos
aincorporar en la metodologia del mejoramiento por re-
sistencia a MB.
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