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Introduccién

La marchitez bacteriana o Bacterial Wilt (BW) causada por Ralstonia solanacearum es
considerada como una de las enfermedades mas destructivas en plantas con una
distribucién mundial. R. solanacearum puede persistir en suelo, desechos de plantas,
rizésfera y puede asimismo alternar entre hospederos. Su principal forma de dispersién
es por semilla pero también puede propagarse a través de herramientas de laboreo y
del agua de riego, haciendo compleja la erradicacién de la bacteria (Hayward, 1991). A
la fecha no hay control eficiente de esta enfermedad a nivel de planta ni variedades
comerciales resistentes disponibles para la produccién (Alvarez et al., 2010).

La papa (Solanum tuberosum), es el cuarto cultivo mas importante y uno de los mas
significativos del grupo solanacea. En Uruguay se plantan alrededor de 5000 ha,
produciéndose 120000 toneladas por afio (DIEA, 2016). Para la papa, la marchitez
bacteriana es uno de los principales problemas productivos, siendo la segunda patologia
en importancia (Priou et al., 1999). El uso de cultivares resistentes es un método de
control de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Sin embargo, hay hasta el
momento pocas fuentes de resistencia disponibles en el germoplasma de papa. Solanum
commersonii (cmm), es una especie salvaje diploide nativa de Uruguay, Este de
Argentina y Sur de Brasil que contiene muchos caracteres deseables como tolerancia a
baja temperatura y resistencia a varios patégenos incluyendo R. solanacearum (Carputo
et al., 2009). El Programa de Horticultura de INIA a logrado generar cruzamientos entre
S. toberosum y S. commersonii con niveles de resistencia variables a R. solanacearum.
El receptor EFR de A. thaliana (At) perteneciente al sistema de reconocimiento PTI
reconoce el factor de elongacion Tu (Elongation Factor Tu, EF-Tu) descrito en la familia
Brassicaceae, (Kunze, 2004). Se ha evaluado la expresion heterdloga de EFR en Nicotiana
benthamiana y tomate (variedad Moneymaker), ambos miembros de la familia
Solanaceae, observando que confiere resistencia a un rango filogenéticamente diverso
de bacterias patdgenas incluyendo Pseudomonas syringae pv. tabaciy R. solanacearum
(Lacombe et al., 2010).

En este sentido, INIA en colaboracidon con The Sainsbury Laboratory, transformaron
plantas del cultivar comercial susceptible INIA Ipord y el clon de mejoramiento 09509.6
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(parcialmente resistente) con el receptor AtEFR. La evaluacion de los genotipos
generados evidencid expresion funcional del receptor EFR determinandose
adicionalmente el nimero de copias del gen en cada evento (Boschi et al., 2017).

En este trabajo se evalud el efecto de la expresion del gen EFR en una linea comercial de
papa (INIA Ipora) y un clon de mejoramiento (09509.6), al desarrollo de marchitez
bacteriana en condiciones controladas de bioseguridad. Los resultados aqui
presentados fueron publicados en Boschi et al 2017.

Metodologia

Se trabajo con tres lineas de INIA Ipora (3, 12 y 27) y tres lineas del clon 09509.6 (34, 37
y 41) transformadas con el receptor EFR y sus respectivos testigos sin transformar.

Para determinar la respuesta a R. solanacearum se realizaron ensayos de inoculacién
con dafio de raiz con la cepa de R. solanacearum UY031 (Siri, 2010) a una concentracion
de 107 ufc/ml. Cada parcela constd de 16 plantas en un disefio de bloques completos al
azar con cuatro repeticiones. Se estudié el indice de enfermedad (IE) en una escala de 0
a 4 (0= sin sintomas y 4= muerte de planta) cada 7 dias hasta el dia 28 después de la
inoculacién. Ademads, se realizé el estudio del area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (AUDPC). Para evaluar la transmisidon de R. solanacearum a los tubérculos,
11 plantas por evento fueron inoculadas y mantenidas en condiciones de tuberizacién
por 90 dias. Los tubérculos de plantas resistentes fueron cosechados y analizados en la
presencia de R. solanacearum.

La deteccion de infecciones de R. solanacearum en plantas resistentes (infecciones
latentes) fue evaluada mediante BIO-multiplex PCR utilizando primers especificos para
el filotipo 1IB secuevar 1 y conteo en placa en medio selectivo mSMSA de tallos y
estolones de los mini-tubérculos colectados.
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Figura 1. Curvas de progreso de enfermedad en Inia Ipora (A) y clon 09509.6 (B) luego de inoculacién en
suelo con R. sonlanacearum. En C, valores de AUDPC promedio de dos ensayos independientes y
significacia estadistica (p<0,05) por test de tukey. Adaptado de Boschi et al 2017.

Resultados
La evaluacion de la respuesta a R. solanacearum en condiciones de camara de

crecimiento mostraron que los eventos transformados de ambos genotipos son
significativamente mas resistentes respecto a los controles sin tranformar (Figura 1).
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INIA Ipora-AtEFR mostro una reduccidon de enfermedad del 68% mientras que en el caso
del clon 09509.6-AtEFR un 77%. Estos resultados sugieren que el gen EFR confiere
resistencia parcial a BW. Mas aln, genes de resistencia menores introgresados de cmm
estarian potenciando la respuesta observada medidada por EFR.

Infecciones latentes y asintomaticas de R. solanacearum son un problema mayor en el
control de BW y son un impedimento en el uso de los tubérculos como semilla-papa.
Para determinar la infeccién latente de plantas resistentes de los ensayos de
inoculacién, se evaluaron tallos a los 28 dias post inoculacién. La proporcién de plantas
positivas a nivel de presencia de R. solanacearum en tallo se muestra en la figura 2A.
Todos los eventos de transformacién mostraron una reduccion en el porcentaje de tallos
infectados en comparacidn con los controles sin transformar. INIA Ipord EFR presento
un promedio de 103 cfu.mL mientras que en el clon 09509.6 AtEFR 102 cfu.mL™.
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Figura 2. Las barras corresponden al porcentaje de sobrevida de plantas luego de la inoculacién (28 dias)
en A o0 90 dias en B. La proporcién de plantas positivas para R. solanacearum en tallo (A) o tubérculo (B)
se denotan en gris oscuro. Promedio de 2 experimentos independientes, n=4. Adaptado de Boschi et al
2017.

En ensayos de tuberizacidn, las plantas transformadas mostraron ser mas resistentes a
BW a los 90 dias luego de la inoculacion respecto los controles sin inocular. Mas aun, los
tubérculos cosechados mostraron menor proporcion de presencia de bacteria cuando
se comparan con los controles sin transformar (Figura 2B), siendo las cargas bacterianas
menores a 10 cfu.mL? en INIA Ipord 3 y 27, mientras que en el clon, los tubérculos
positivos mostraron en promedio 102 cfu.mL™. Estos resultados muestran que en las
condiciones evaluadas, la respuesta a BW se mantiene hasta la tuberizacién, siendo las
plantas transformadas mas resistentes que las sin transformar. Si bien se detectd
infeccion latente en tallo y tubérculo, hubo menor proporcion y carga bacteriana en los
eventos de transformacién.
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Conclusiones

Ambos genotipos de papa transformadas con el receptor EFR mostraron mayor
resistencia a la marchitez bacteriana y menor presencia de infecciones latentes en tallo
y tubérculo. Mas aun, las lineas del clon de mejoramiento 09509.6 EFR mostraron una
respuesta potenciada, indicando que la resistencia parcial derivada de mejoramiento
clasico puede ser combinada con estrategias de ingenieria genética para generar un
efecto Los eventos generados pueden contribuir hacia un control integrado de Ia
marchitez bacteriana en papa.
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