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RESUMEN

El complejo de especies de Ralstonia solanacearum (RSSC) un patogeno devastador
responsable de la enfermedad conocida como marchitez bacteriana representa una amenaza
significativa para la produccion de papas a nivel mundial, incluyendo las variedades de papa
nativas chilenas, como también otros cultivos fundamentales para la seguridad alimentaria. La
presente tesis investiga la diversidad genética de RSSC, enfocandose en aislados de Chile y su
relacion filogenética con cepas de otros paises. A través del analisis MLVA (Multi-Locus
Variable Number Tandem Repeat Analysis), se estudiaron 22 aislados nacionales junto a otras
21 cepas internacionales para explorar la diversidad poblacional y establecer relaciones
filogenéticas. Los resultados revelaron una diversidad genética dentro de las cepas chilenas y,
ademads, entre éstas y otras cepas de distintas regiones del mundo, indicando una dispersion
global extensa y una adaptabilidad notable del patdégeno a diversos ambientes agricolas, tanto
nacional como internacionalmente. El andlisis MLVA identifico siete agrupaciones
principales en las cepas nacionales, demostrando variabilidad y la adaptabilidad a diferentes
cultivos y se establecieron las conexiones evolutivas de las cepas locales que fueron
independientes de su region de origen, en casos, pero aun asociado a un cultivo en particular
(papa o tomate). Junto con lo anterior, el analisis MLVA incluyendo cepas internacionales
mostré6 que se formaron 21 agrupaciones, y que, a pesar de las distancias geograficas
Ralstonia solanacearum es una bacteria que afecta indistintamente en las zonas templadas del

mundo.

Se realizaron ensayos de cultivo de papas nativas adquiridas en comercio nacional para tener
una metodologia para la obtencion de material vegetal, estableciendo protocolos de
desinfeccion para el establecimiento de cultivos in vitro y en sustrato directo, cuyos resultados
fueron mejores para el caso de las condiciones in vitro. Adicionalmente, la investigacion
evalud la susceptibilidad de diferentes variedades nativas de papas a la infeccion por
Ralstonia solanacearum mediante ensayos de tubérculos en sustrato directo y en rodajas
infectadas. Los resultados de estos ensayos mostraron una respuesta variable a la infeccion
por Ralstonia solanacearum, destacando la importancia de desarrollar estrategias de control
especificas que consideren la diversidad genética tanto del patégeno como de las distintas
papas nativas y comerciales estudiadas. Este estudio proporciond analisis preliminares
cruciales para el manejo de la marchitez bacteriana en Chile, subrayando la necesidad de
estrategias de manejo integrado y la importancia de la vigilancia continua para proteger la

agricultura local y el comercio global frente a este fitopatogeno.



ABSTRACT

Ralstonia solanacearum species complex (RSSC), a devastating pathogen responsible for the
disease known as bacterial wilt, represents a significant threat to potato production
worldwide, including Chilean native potato varieties, as well as other crops critical for food
security. This thesis investigates the genetic diversity of RSSC, focusing on isolates from
Chile and its phylogenetic relationship with other global strains. Through MLVA (Multi-
Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis) analysis, 22 national isolates were studied
along with another 21 international strains to explore the population structure and establish
phylogenetic connections. The results reveal genetic diversity within the Chilean strains and,
furthermore, between these and other strains from different regions of the world, indicating
extensive global dispersion and notable adaptability of the pathogen to diverse agricultural
environments, both nationally and internationally. The MLV A analysis identified seven major
groups in national strains, demonstrating variability and adaptability to different crops and
established evolutionary connections of local strains that were independent of their region of
origin, in cases, but still associated with a particular crop (potato or tomato). While the
MLVA analysis adding international strains showed twenty-one different groups showing
that, despite geographical distances, RSSC is a bacterium that affects indiscriminately in

temperate areas of the world.

Additionally, tests were carried out on native potatoes acquired in national commerce to have
a robust methodology for obtaining plant material, establishing disinfection protocols for the
establishment of cultures in in vitro format and in direct substrate, whose results were robust
in the case of in vitro conditions. Additionally, the research evaluated the susceptibility of
different native varieties of potatoes to RSSC infection through tuber tests in direct substrate
and in infected slices. The results of these trials showed a variable response to RSSC,
highlighting the importance of developing specific control strategies that consider the genetic
diversity of both the pathogen and the different native and commercial potatoes studied. This
study provides crucial preliminary analyzes for the management of bacterial wilt in Chile,
underscoring the necessity for integrated management strategies and the importance of
continued surveillance to protect local agriculture and global trade against this important

phytopathogen.



I.  INTRODUCCION

Con el actual crecimiento poblacional y las amenazas del cambio climatico, preservar la salud
de los cultivos vegetales adquiere mayor relevancia en los ambitos de agricultura y seguridad
alimentaria. Esto se suma a la preocupacion creciente sobre las especies nativas y la
conservacion de la biodiversidad de los ecosistemas. Segtn la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), la poblacion podria alcanzar los 9,6 mil
millones para 2050, provocando un aumento considerable en la demanda de alimentos. Se
estima que la produccién global debe crecer aproximadamente un 70% para satisfacer estas
nuevas demandas, y que el rendimiento de los cultivos necesita incrementar entre un 80% y
110% para sostener este crecimiento poblacional. La pérdida de cultivos debido a
enfermedades y patdgenos transmitidos por el suelo ha cobrado relevancia debido al impacto
devastador que pueden significar pudiendo ser altamente destructivas y catastroficas a gran
escala. Cada afio, se estima que las enfermedades en las plantas causan pérdidas directas e
indirectas en todo el mundo de alrededor de 40 mil millones de dolares, y al menos entre el
20% y el 40% de los cultivos se pierden por infecciones patdgenas (Syed Ab Rahman et al.,
2018). Los principales patogenos que afectan a las plantas incluyen plantas parésitas,
oomicetos, nematodos, virus, hongos y bacterias. Se han reportado al menos 200 bacterias
patdgenas que afectan a las plantas, entre las que destacan los géneros Ralstonia,
Pseudomonas, Agrobacterium, Xanthomonas, Erwinia, Xylella, Pectobacterium y Dickeya
(Buttimer et al., 2017). Es fundamental entonces, reducir el impacto de las enfermedades en
los cultivos y entender que, para que se desarrolle una enfermedad, deben estar presentes una
planta hospedera susceptible, un patdégeno virulento y un ambiente adecuado para su
crecimiento; estos son los tres componentes del modelo del “tridngulo de la enfermedad,”
clave en la fitopatologia (Francl, 2001). Un ejemplo de esto es Ralstonia solanacearum, una
bacteria Gram negativa que habita el suelo y afecta los sistemas vasculares de las plantas.
Cuando se encuentra con una planta hospedera susceptible y un ambiente propicio, la bacteria
libera sustancias que le permiten adherirse a su hospedero y prosperar en distintas etapas de la
patogénesis, produciendo marchitez y muerte en los cultivos (Carter et al., 2023). El complejo
de especies de Ralstonia solanacearum (RSSC), llamado asi porque involucra més de una
especie del género Ralstonia, es un grupo de especies heterogéneo y ha sufrido cambios en su
sistema de clasificacion hasta la determinacion hace pocos afios de tres especies principales
Ralstonia solanacearum, Ralstonia pseudosolanacearum y Ralstonia syzygii (Sharma et al.,

2022). RSSC tiene la capacidad de ser hospedero en diversas especies de plantas, como el



tomate (Solanum lycopersicum), la papa (Solanum tubersum), el mani (Arachis hypogaea), el
tabaco (Nicotiana tabacum) y bananas (Musa paradisiaca), entre otras (Hayward, 1991;
Huang et al., 2013). Es una enfermedad devastadora para cultivos agrondmicos esenciales en
la alimentacion humana, como papa, tomate, platano, aji, pimentén y berenjena, y afecta
también algunas especies forestales como eucalipto, tabaco y rosas ornamentales. La base de
datos global de la Secretaria de la Organizacion Europea y Mediterrdnea de Proteccion
Fitosanitaria (EPPO), cuyo objetivo es proporcionar toda la informacion especifica sobre

plagas que ha sido producida o recopilada por la EPPO (https://gd.eppo.int/), reporta a

Ralstonia solanacearum (codificada como RALSSO) afectando al menos 175 cultivos
hospederos. Nuevos cultivos susceptibles incluyen arandanos, calabazas y moras.
Dependiendo del huésped afectado, la enfermedad tiene distintos nombres: en platano,
"enfermedad del moko"; en geranio, "marchitez del sur"; en tabaco, "enfermedad de
Granville"; y en papa, "podredumbre parda" o "marchitez bacteriana." (Cao, 1982; E. F.
Smith, 1896; EPPO, 2024). Las actuales y futuras presiones sobre los cultivos debido al
cambio climatico pueden significar que zonas cosechables dejen de serlo por aumentos de la
temperatura global, afectaciones en los suministros de agua, acrecentamiento de niveles de
carbono atmosférico y también por aumento de plagas y enfermedades (mayor propagacion de
afidos, insectos y fitopatdgenos) en areas previamente muy frias para su sobrevivencia,
ocasionando disminuciones de tasas de crecimiento y bajas producciones. Chile, siendo un
pais donde la agricultura es primordial, el estudio de la patogenicidad y diversidad genética de
RSSC, asi como su interaccion con las papas comerciales y nativas y otros cultivos de interés
agronémico como el de tomate, es clave para promover y desarrollar practicas agricolas
sostenibles. La papa, siendo parte esencial de la red alimentaria, economia local y patrimonio
agricola del sur de Chile —un posible lugar de origen de este cultivo— enfrenta una amenaza
significativa por la incidencia de la enfermedad producida por Ralstonia solanacearum (Pérez
D, 2004; Osdaghi, 2020). Dentro de este contexto, la papa es un alimento importante para la
seguridad alimentaria, siendo consumido mundialmente y en Chile por sus grandes virtudes
en las areas de produccion, rendimiento y calidad nutricional, como también es un cultivo
arraigado y asociado a la agricultura rural en el sur de Chile, donde la agricultura, en
particular de agricultoras campesinas es esencial en el mantenimiento de los cultivos de papa
nativa (Bahamonde, 2017). Este patégeno no s6lo pone en riesgo la diversidad de variedades
nativas y su biodiversidad, sino que también, desafia la eficiencia en la utilizacion de
recursos, en particular, en los sistemas de cultivo y procesos agrondémicos importantes como

la familia de las solanaceas.
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I1. ANTECEDENTES

II.IL  Marchitez bacteriana y RSSC

El agente causante de la enfermedad marchitez bacteriana, el complejo de especies de
Ralstonia solanacearum (RSSC) es capaz de afectar diversas especies agricolas. Ralstonia
solanacearum es una bacteria movil Gram negativa con forma de bacilo con longitud entre
0.5-1.5 pum, de caracter aerobio que no produce esporas. En medios de cultivo generales los
aislados virulentos desarrollan colonias de color perla blanco-crema planas, irregulares y
fluidas a menudo con espirales en el centro, las formas avirulentas forman colonias pequenas,
redondas, color blanco-crema. En el medio de cultivo de Kelman con TZC (con Cloruro de
Tetrazolio), los espirales son de color rojo sangre, las formas avirulentas forman colonias
pequeinias, redondas de color rojo oscuro. Al igual que en el medio de cultivo Phi (®) donde el
medio se torna mas oscuro en presencia de Ralstonia solanacearum (Kelman, 1954;
Champoiseau et al., 2009). Esta bacteria es mesofila, sus sintomas mas severos se encuentran
entre los 27-35°C, con condiciones de pH entre 5,5 y 8 (6,5 6ptimo) y es capaz de crecer en

medios salinos con 1% de NaCl (Osdaghi, 2020).

El complejo de especies de Ralstonia solanacearum tiene una amplia distribuciéon mundial y
esta distribuida en zonas tropicales, subtropicales y calida-templadas del mundo con una gran
diversidad genética y fenotipica existente, lo que la ubica dentro de los principales de
patdgenos de plantas y ademads, es considerado un patdgeno cuarentenario, regulado por
ejemplo, bajo la Ley de Proyeccion contra el Bioterrorismo Agricola para el Departamento de
Agricultura de EEUU (USDA) (Champoiseau et al., 2009). Una de las primeras descripciones
de esta enfermedad en papas, tomates y berenjenas fue hecha por E. F. Smith en el afio 1896
(E. F. Smith, 1896), sin embargo, su origen y posterior dispersion ain sigue indeterminada
por la complejidad de su expansion y distribucion entre sus diversos hospederos. Los
primeros reportes remontan a fines de siglo XIX en zonas de Asia, Estados Unidos, Australia
y América del Norte, pero ya contando con una presencia establecida. Brasil y Pert son
considerados uno de los centros ancestrales del origen del patogeno, de mas especificamente,
el filotipo II. Uno de los primeros reportes en América Latina fue en Rio Grande do Sul,
Brasil en el afno 1922 por Von Parseval (Santiago et al., 2020). Las amazonas han sido
sugeridas como centro del origen del filotipo II (Santiago et al., 2017, 2020; Wicker et al.,
2012).
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Marchitez Bacteriana

Hospedero

1 ¥
! Raices

Figura 1: Ciclo de infeccion de Ralstonia solanacearum. (A) Ingreso de bacteria por las raices de un hospedero
susceptible (B) Propagacion de la bacteria en xilema (C) Marchitez del hospedero (D) Mecanismos de propagacion
de la bacteria.

Reconocida por ser un patdogeno bacteriano altamente destructivo, esta bacteria ingresa desde
el suelo a las raices por heridas de la planta, Figura 1 (A), invade los vasos de la xilema y se
propaga rapidamente a las partes aéreas de las plantas a través de su sistema vascular Figura 1
(B). Sus sintomas incluyen: hojas débiles y tempranamente flacidas, con clorosis, retraso en el
crecimiento de la planta, marchitamiento en hojas y tallos (cambio de color del xilema a
rojizo pardo oscuro), epinastia foliar (curvatura hacia abajo) y la presencia de un exudado
bacteriano en tallos y tubérculos, sintomas que terminan siendo altamente letal para su
hospedero, Figura 1 (C) (Genin, 2010; Mansfield et al., 2012; EPPO, 2024). Con la muerte de
la planta, la bacteria retorna al suelo donde es capaz de sobrevivir hasta el proximo hospedero

y completar un nuevo ciclo de patogenicidad, Figura 1 (D) (T. M. Lowe-Power et al., 2018).

En el afio 1995 esta bacteria se establecié dentro del género Ralstonia (Yabuuchi et al., 1995),
también fue previamente designada dentro del género Pseudomonas, Xanthomonas,
Phytomonas y Burkholderia (1. Buddenhagen & Kelman, 1964; Yabuuchi et al., 1992) y en su
primera descripcion como Bacillus solanacearum (E. F. Smith, 1896). Historicamente las
cepas de este fitopatdgeno se agruparon en 5 razas segin su rango de hospederos susceptibles

(I. Buddenhagen & Kelman, 1964; I. W. Buddenhagen, 1962) y en 6 biovares en base a sus
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propiedades quimicas (Hayward, 1964, 1994). El sistema de biovar propuesto por Hayward
(1964) clasifica las cepas segun su capacidad de producir 4cido a partir de la oxidacion de tres
disacaridos (celobiosa, lactosa y maltosa) y tres alcoholes hexosa (dulcitol, manitol y
sorbitol). La diversidad de este complejo de especies ha aumentado con los afios y este
sistema basado en rango de hospederos ha demostrado ser ambiguo y poco fiable para
predecir el potencial patogénico de R. solanacearum (Denny, 2006). No existe una
correlacion general entre biovares y razas, excepto si se considera la raza 3 que corresponde
con el biovar 2 y las de raza 5 que son generalmente biovar 5. La raza 3 de Ralstonia
solanacearum se distribuye en todo el mundo, y crece en zonas calidas tropicales, con un
crecimiento 6ptimo entre temperaturas 25°C a 30°C (Hayward, 1991). No obstante, la raza 3
también tiene la capacidad de producir la enfermedad de marchitez bacteriana en climas frios
a diferencia de otras cepas y razas de Ralstonia solanacearum (Swanson et al., 2005). Este
sistema no es predictivo sobre la biologia y potencial patogénico de las cepas pues los
hospederos pueden ser muy variados, sin embargo, este método se ha adoptado por ser facil y

reproducible por lo que se sigue utilizando en algunos laboratorios (Denny, 2006).

La actual clasificacion para Ralstonia se basa en secuencias genéticas, y como se muestra en
la tabla 1, es una bacteria del filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden
Burkholderiales y familia Burkholderiaceae estado taxondmico actual propuesto por Sharma
et al., 2022. El género Ralstonia es considerado un complejo de especies (RSSC, por su sigla
en inglés “Ralstonia solanacearum species complex”), es decir, un grupo bacteriano que esta
estrechamente interrelacionado, agrupando a cepas con alto grado de diversidad genética y
fenotipica. Los filotipos reflejan verdaderos linajes evolutivos que probablemente surgieron a
partir del aislamiento geografico de los progenitores y su posterior adaptacion. Esta
distribucion ha sido confirmada a través de distintos enfoques metodoldgicos que muestran la
solidez y relevancia bioldgica de este sistema de clasificacion (Denny, 2006). El complejo de
especies se divide en cuatro grupos monofiléticos, los filotipos designados del I al IV en base
al andlisis de la secuencia del espaciador interno transcrito (ITS) localizado entre los genes
16S-23S del ARNr, que usualmente se asocian al origen geografico de las cepas. El filotipo I
agrupa cepas aisladas de Asia y Australia, el filotipo II, que también se divide en ITIA y IIB,
contiene cepas originarias de Ameérica, mientras que los miembros del filotipo III son de
origen africano, y los aislamientos del filotipo IV son originarios de Indonesia, Japén y
Australia. Actualmente el flujo de genes entre los filotipos indica que la especiacion no ha

sido alcanzada (Lefeuvre etal., 2013). A su vez, cada filotipo estd conformado por
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“secuevares” (sequevar -en inglés-) definidos como un grupo de cepas que presentan una

secuencia altamente conservada dentro de una region determinada del genoma, los secuevares

generalmente se definen en base a secuencias particulares del gen de la endoglucanasa (eg/)

fundamental para la habilidad de RSSC para degradar la pared celular de los huéspedes. Cada

secuevar también puede tener distintas lineas clonales identificadas mediante marcadores

moleculares, a la fecha se han identificado al menos 60 secuevares (T. Lowe-Power et al.,

2020). La clasificacion actualizada identifica dentro de RSSC a Ralstonia solanacearum,

Ralstonia pseudosolanacearum y Ralstonia syzygii. En la tabla 2, se resumen los distintos

filotipos, secuevares, biovares y razas descritos hasta ahora y, ademas, el ecotipo que presenta

la enfermedad causada por esta bacteria junto con sus especies representativas, descritas por

Garcia et al., 2019.

Tabla 1: Estado taxonémico actual de Ralstonia propuesto por (Sharma et al., 2022)

Rango Nombre
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Burkholderiaceae
Género Ralstonia
Especies R. solanacearum, R. pseudosolanacearum, R. syzygii

Tabla 2: Filotipos de Ralstonia solanacearum descrito por (Garcia et al., 2019)

Filotipo | Sequevar Biovar Ecotipo Raza Especie
[ 12, 14, 16, Marchitez bacter’iana 1,4,5 | Ralstonia
3,4,5 en plantas solanéceas,
18 jengibre y mora pseudosolanacearum
17 27 37 47 57
6,7, CIP10, Marchitez bacteriana .
A CIP223, 2-T, 1,2 en plantas solanaceas, 12,3 RaZlStoma
NCPPB398 Musa spp (plétano) solanacearum
7
Enfermedad del moco
1,2,3,4,5, en platano, marchitez
6. 7. CIP10 bacteriana en papa,
1IB - ey tomate y geranio,no | 1, 2,4 | Ralstonia
CIp223, 2-T1,1,2 patogénico en solanacearum
NCPPB398 banana, pero si en
7 anthurium, heliconia
y calabaza
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111 19, 20, 21,
22,23

Marchitez bacteriana 1 Ralstonia

2-T, 1 .
en plantas solanaceas pseudosolanacearum

Marchitez bacteriana
en plantas solanaceas,
v 8,9,10, 11 2-T, 1,2 Musa spp. (platano), 1

enfermedad de
Sumatra en clavo de
olor.

Ralstonia syzygii

El primer genoma secuenciado de Ralstonia solanacearum (cepa GMI1000) determind un
genoma de 5.8 Mb organizado en 2 replicones, un cromosoma de 3,7 Mb y un mega plasmido
de 2,1 Mb, el contenido G+C de ambos es de 67% con regiones con alta probabilidad de
haber sido adquiridos via transferencia horizontal de genes (Salanoubat et al., 2002). La
expresion de genes de virulencia de este patdgeno es controlada por una red sofisticada y de
varios factores que responden a condiciones ambientales, la deteccion de las células huésped
y la densidad bacteriana (Peyraud et al., 2016; Prakasha et al., 2017). Su cromosoma contiene
genes de funciones basicas, mientras que el mega plasmido codifica los principales genes de
patogenicidad y genes que pueden estar relacionados con la capacidad de sobrevivencia de la

bacteria (Salanoubat et al., 2002; Guidot et al., 2009).

El complejo de especies de Ralstonia solanacearum se reproduce rapidamente originando
grandes cantidades de exopolisacaridos (EPS), excretados extracelularmente cuya
acumulacion produce la obstruccion de los sistemas vasculares de las plantas impactando en
el transporte de agua desde las raices a las partes aéreas de las plantas produciendo una
marchitez con resultado letal para el huésped (Ingel et al., 2021). Adicionalmente, el sistema
de secrecion tipo II (T2SS) es también esencial para el transporte extracelular de alrededor de
30 enzimas degradadoras de pared celular incluyendo enzimas pectoliticas y celuloliticas que
contribuyen en la infeccion de plantas hospederas. Otros factores de virulencia incluyen
elementos de movilidad y apéndices (pili o flagelo), mecanismos para desintoxicacion de
especies reactivas al oxigeno (ROS) y otros componentes estresantes y la produccion de
fitohormonas (Genin & Denny, 2012). Muchas bacterias Gram negativas, tienen ademas
sistemas de secrecion tipo III (T3SS), apéndices tipo jeringuilla relacionados con
componentes moviles como el flagelo, que son capaces de inyectar proteinas al citosol de las
células huésped para promover la infeccion (Biittner & He, 2009). Estos efectores estan
asociados a elementos genéticos moviles, frecuentemente adquiridos por transferencia

horizontal de genes (Gophna et al., 2003).
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Comprender la virulencia de Ralstonia solanacearum (RSSC) en zonas de clima templado y
desarrollar estrategias efectivas para controlar su propagacion son esenciales para el futuro.
Debido a la notable adaptabilidad del complejo de especies, especialmente en el contexto del
calentamiento global. La marchitez bacteriana, que es exacerbada por el incremento de las
temperaturas, podria permitir que este patdgeno se expanda a nuevas areas templadas del
mundo. Esto representa una amenaza potencial no sélo para las especies hospederas
conocidas, sino también para aquellas que no han sido reportadas como hospederas hasta
ahora (Lopes & Rossato, 2018; Schachterle & Huang, 2021). Ademas, la invasion de RSSC,
podria alterar las comunidades bacterianas de la rizosfera que conduciria a una reduccién en
diversidad y abundancia de bacterias no-patdgenas, este cambio podria afectar la probabilidad
de futuras invasiones en los siguientes cultivos pues las comunidades microbianas menos
diversas son mas susceptibles a invasiones de patogenos (Wei et al., 2018). El cultivo de
especies resistentes se ha presentado como una de las mejores estrategias para control la
marchitez bacteriana, sin embargo, la alta variabilidad genética del patégeno obstaculiza el
desarrollo efectivo de cultivos resistentes; por ejemplo, tomates resistentes a RSSC en una

region pueden ser susceptibles al fitopatogeno cuando se trasladan a otra area.

Estudios filogenéticos y filogeograficos utilizando herramientas basadas en gendmica
permiten dilucidar las estructuras poblacionales, la ascendencia evolutiva y las posibles rutas
de transmision de los agentes causales de enfermedades. Marcadores moleculares se han
utilizado eficazmente para investigar la variabilidad y la estructura genética de las
poblaciones de Ralstonia solanacearum a escala locales y regionales (Santiago et al., 2020).
Una de las herramientas moleculares utilizadas para el monitoreo de RSSC incluye el multi-
locus variable number tandem repeat analysis (MLVA), que permite una mejor y fina
discriminacion entre cepas, analizando VNTR (repeticion en tdindem de nimero variable) de
loci multiple aprovechando el polimorfismo de las secuencias genéticas repetidas en tdndem
dentro de los genomas. Diferentes esquemas de MLVA han sido publicados. (Guinard et al.,

2017; N’Guessan et al., 2013; Parkinson et al., 2013).

IL.II La papa, un cultivo de importancia en Chile y a nivel mundial

Sin duda, una de las familias de cultivos mas importantes a nivel mundial son la familia de las
solanéceas, que incluyen cultivos tan significativos como el tomate, papa y berenjenas.
Dentro de esta familia, la papa son uno de los cultivos fundamentales en areas de produccion
y el tercer cultivo mas importante en la alimentacion mundial. La papa, perteneciente al

género Solanum subgénero Potatoe seccion Petota, retine 19 series que incluyen especies
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formadoras de tubérculos (serie tuberosa), la especie Solanum tuberosum spp. tuberosum'y S.
tuberosum spp. Andigena, también llamado Solanum tuberosum, grapo Chilotanum y grupo
Andigenum, son los principales representantes de este cultivo y representan los mayores

aportes a la dieta actual (Fernandez et al., 2022).

Respecto de su distribucion geografica de la papa se reconocen dos centros de dicha
diversidad, la region central de México y otro, que abarca la zona andina (Peru, Chile, Bolivia
y Argentina), las especies silvestres se extienden por América, con una zona de distribucion
alta que contempla distintos contextos biogeograficos, sin embargo, la mayoria se encuentran
restringidas a una zona ecologica determinada (Hawkes, 1991; Liao, 2005). Por miles de
afios, los nichos ecoldgicos presentes en la zona de la Cordillera de Los Andes han sido el
habitat natural y el centro de la diversidad genética de especies silvestres de papas y un gran
numero de variedades nativas. Largos procesos de evolucion permitieron la expresion de
diferencias morfologicas entre los cultivos y la acumulacion de componentes genéticos que
son recursos valiosos para su mejoramiento continuo, tales como la capacidad de perdurar en
condiciones bidticas adversas (aparicion de enfermedades y/o plagas) y condiciones abidticas
hostiles y expresan distintas morfologias entre tubérculos, sin embargo su material genético se
encuentra amenazado por la domesticacion de especies junto con la urbanizacion, cambios y
pérdidas en uso de suelo y la destruccion de areas naturales ricas de biodiversidad (Hijmans &

Spooner, 2001; Ellis et al., 2020).

Chile es considerado como un subcentro del origen del cultivo de papas, con especies nativas
y endémicas distribuidas en territorio continental e insular, en perspectiva, casi todos los
cultivos europeos de papa actuales presentan antecedentes genéticos chilenos (Berg &
Groendijk-Wilders, 2014; Spooner et al., 2005). Solanum tuberosum en su ultima instancia
tendria su origen en variedades locales andinas y chilenas desarrolladas por culturas andinas
en épocas prehispanicas. La coleccion, movimiento e intercambio de especies silvestres de
papas ha ocurrido durante milenios, sin embargo, confinado al continente de América hasta la
conquista espafiola cuando ocurrieron las primeras expansiones al continente europeo donde
sufrid futuras selecciones. Por ejemplo, Charles Darwin en uno de sus viajes alrededor del afio
1830 recolectd papas desde Chiloé que nombrod Solanum. maglia, conocida en la actualidad
como Solanum tuberosum subespecie tuberosum (Ristaino & Pfister, 2016). Otro interesante
lugar de especies nativas de papas es la Isla Robinson Crusoe del Archipiélago de Juan
Fernandez, donde se encuentra la especie Solanum tuberosum var fernandezianum, clasificada

en peligro de extincion (Solano et al., 2011).
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Desde el punto de vista botanico, las papas nativas del sur de Chile corresponden a Solanum
tuberosum grupo Chilotanum (S. tuberosum subespecie tuberosum) que se caracterizan por
formar tubérculos con dias largos a diferencia del grupo del altiplano andino S. tuberosum
grupo Andigenum. Estas especies nativas han sido mantenidas en el tiempo por agricultoras
locales principalmente del archipiélago de Chiloé. Se han descrito oficialmente 211
variedades de papa nativa (Contreras & Castro Urrutia, 2008), pero investigaciones
considerando secuencias genéticas moleculares podria elevar este nimero a mas de 300
variedades (Mufoz et al., 2016). Existe una gran diversidad de variedades en los cultivos
tradicionales, mantenidos por generaciones de agricultoras chilenas en los campos, de
diversas formas, colores y sabores que forman el grupo de variedades tradicionales nativas, de
cultivo menos frecuente respecto a las variedades con mayor rendimiento en produccion
masiva, y que no figuran en las estadisticas oficiales de produccidon nacional, pero constituyen
un patrimonio genético, alimentario y cultural de alto valor. Las papas nativas chilenas se
caracterizan por sus niveles de proteinas, de fibras y minerales, como también en el contenido
de antocianinas y polifenoles. En estudios de anélisis medicinal en células endoteliales, los
genotipos de papas nativas chilenas poseen mayor efecto antioxidante y antiinflamatorio que
los controles demostrando que las papas nativas presentan un gran aporte en salud alimentaria
(Behn & Mufioz, 2023). Estas variedades nativas de papa se caracterizan por una rica
diversidad en forma de tubérculos, tamafios y colores, como también otras caracteristicas
fenotipicas de interés y también algunas especies nativas podrian presentar casos mayor
resistencia a virus, bacterias y condiciones heladas, pero también hipersensibilidad en otras
ocasiones. Conociendo que el cambio de temperatura, junto con la pérdida de habitat, es la
mayor amenaza para las especies de papa silvestre. En estudios con datos climaticos actuales
y futuros proyectados para el afio ~2055, y un modelo de distribucion de especies para
predecir el impacto del cambio climatico en los parientes silvestres del mani (Arachis), la
papa (Solanum) y la leguminosa caupi (Vigna) muestran que para el afio 2050 hasta 13
especies de papa silvestre podrian extinguirse y podria llegar a perderse hasta el 52% del area
de su distribucién (Jarvis et al., 2008). Las variedades nativas que se encuentran con mayor
frecuencia en los mercados nacionales son: Viscocha, Clavela Lisa (cascara color rosado),
Guadacho (cascara color azulado, blanco y negro), Lengua de Vaca (cascara beige y pulpa

amarilla), Cabra (cédscara rosada) y Bruja (pulpa morada) (Mufioz et al., 2021).

En Chile, la papa, ocupa el segundo lugar como el alimento més consumido, y el quinto lugar

en superficie entre los cultivos anuales, con alrededor de 29.000 hectareas plantadas y cerca
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de 30.000 productores, con rendimientos promedio por hectarea de alrededor de 28 toneladas.
La superficie de produccion de papa en Chile se concentra en la Region de La Araucania y la
Region de Los Lagos, en la temporada 2023 representaron el 31% y 25% de la produccion
nacional, respectivamente, como se presenta en la Figura 3. La Region de La Araucania tuvo
una producciéon de alrededor de 264.000 toneladas de papas, mientras que la Region de Los
Lagos alrededor de 253.000 mil toneladas, como se muestra en la Figura 4. Respecto del uso
de semilla certificada en la temporada 2022/2023 la produccion correspondié a un area de
1225 hectareas, donde las variedades ‘“Asterix”, “Rodeo” y “Rosi” tienen mayor
participacion, dentro de esta produccion se destaca la Region de Los Lagos que concentra el
89% del total de superficie nacional registrada para la produccion de semilla certificada.

(ODEPA & Muiioz Villagran, 2024; Vallejo G. & Martinez T., 2023).

Superficie productiva de cultivo de papa por region afo 2022-2023
Regidén de

Resto del pais Coquimbo Regidn

7% Valparaiso )
2% \ \ 1% Metropolitana
5%

Regién de
~_ O'Higgins
3%
| ~__Regién del Maule

6%
A\ Region de Nuble

4%

Regién de

Regidn de Los Rios

7% \ Resién del Bio Bt
Regién del Bio Bio

9%

Figura 2: Superficie productiva de papa por regioén chilena en afio agricola 2022-2023. Las regiones mas
significativas en la produccion de papas es la Region de La Araucania y la Region de Los Lagos.
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Produccidén de papas (ton) Ao agricola 2022-2023
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Figura 3: Produccion de papas en toneladas por region chilena, afio agricola 2022-2023.

La papa normalmente es propagada vegetativamente, y el método de crecimiento minimo in
vitro es utilizado como alternativa de las técnicas de cultivo tradicional para la mantencion de
plantulas en mejores condiciones sanitarias. Se obtiene material confinado en un
microambiente donde el control de plagas y enfermedades pueda realizarse mas facilmente
(De Césares & Gonzalez, 2001). Los tubérculos de papa contienen grandes cantidades de
almidon, azlcares, vitaminas, minerales y proteinas de alta calidad, lo que lo hace apetecible a
microorganismos invasoras, cualquier herida o dafio en los tubérculos facilita la entrada de
patogenos que pueden generar infecciones (Orena & Santos Rojas, 2012). Debido a esta gran
presencia de carga bacteriana en los tubérculos de papa por su entorno de crecimiento en el
suelo, es necesario también establecer mecanismos de esterilizacion de brotes y tubérculos
para realizar cultivos en sustrato directo y a través de mantencion in vitro que permita mas
material vegetal en menor tiempo para cultivo y estudios fitopatologicos en laboratorio. Para
la obtencion de material vegetal de rapido crecimiento antes de trasplantes masivos hacia
invernaderos el medio Murashige & Skoog (MS) puede ser utilizado y puede ser mejorado,
adicionando sorbitol y manitol en el medio que ayuda a reducir la tasa de crecimiento de
Solanum tuberosum grupo Chilotanum en caso de querer mayor tiempo de mantencioén

(Mufoz et al., 2019).

Por otro lado, la preocupacion sobre la pérdida de diversidad genética asociada al cultivo de
papa ha sido respaldada por la creacion de diversos bancos genéticos para su conservacion, el

mas grande ubicado en Pert, el Centro Internacional de la Papa (CIP - https://cipotato.org/)
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que mantiene 3.800 papas tradicionales andinas cultivadas como también muestras de
especies silvestres de paises de América Latina. Segun la CIP hay 151 especies conocidas de
papas silvestres, cuya expresion fenotipica se caracteriza por tubérculos pequefios, con una
gran variedad de formas y colores, que podrian presentar fuentes de rasgos fenotipicos
interesantes para la generacion de variedades con mejores caracteristicas nutricionales y con
resistencia a enfermedades, ya que las papas cultivadas comercialmente han perdido
continuamente su variacion genética debido a su domesticacion. Ademads, existen
asociaciones como la asociacién de colaboradores entre bancos de germoplasma de papa
(Association of Potato Inter-genebank Collaborators - APIC) que construy6 una base de datos
de 11.819 accesiones de papas silvestres conservadas en siete bancos de germoplasma de
papas de Europa, Estados Unidos, Pert y Argentina (Huamaén et al., 2000). En Chile, también
existe esfuerzos en este ambito, como el Banco de Germoplasma Chileno de Papas de la
Universidad Austral de Chile (UACh) creado en el afio 1958, una coleccion netamente
nacional ubicada en Valdivia con alrededor de 270 clones cultivados que junto con semillas
sexuales alcanzan mas de 500 accesiones colectadas por todo el territorio nacional y que
también forma parte de la Red Nacional de Bancos de Germoplasma junto con el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), Servicio Agricola y Ganadero (SAG), Corporacion
Nacional Forestal (CONAF), Instituto Forestal de Chile (INFOR), entre otras organizaciones
y universidades (UACh, 2017).

II.III Ralstonia solanacearum en Chile

Brasil y Perti son considerados uno de los centros ancestrales del origen del patégeno de
RSSC, de mas especificamente, el filotipo II. Uno de los primeros reportes en América Latina
fue en Rio Grande do Sul, Brasil en el afio 1922. La zona del Amazonas ha sido sugerido
como centro putativo del origen del filotipo II (Santiago et al., 2017, 2020; Wicker et al.,
2012). La raza reportada como 3 y biovar 2 de Ralstonia solanacearum, clasificacion actual
como: filotipo IIB sequevar 1, es la reportada por lograr afectar los cultivos de papa y otras
especies, descubierta en la region andina de Sudamérica cuya dispersion al norte del
continente europeo, aumento la incidencia y severidad de la enfermedad, causando grandes

dafios (Chavez et al., 2012; Fegan & Prior, 2005).

En Chile, RSSC fue reportada por primera vez afectando tubérculos de papas en la localidad
de Lonquén en el afio 1982. Reportes de infecciones fueron reportadas posteriormente en las

regiones de Valparaiso, del Maule y la Region del Bio-Bio. Ademas, RSSC afectando otras

21



especies como el aji (Capsicum annuum L. var. longum Sendt.), el pimentdon (Capsicum
annuum L. var. grossum Sendt.) y el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) fueron
incorporadas en el Compendio de Fitopatogenos de Cultivos Agricolas de Chile del SAG
(Acuiia, 2008). Adicionalmente, en el afio 2009 fue detectada en papas en la region de La
Araucania y en el afio 2013 ocurrieron las primeras apariciones en la regiéon de Los Rios. En
el afio 2014 se confirmaron las detecciones en la Region de Los Rios, con apariciones
infecciosas también los afios 2017 y 2018. Ademas, por primera vez, el afio 2020 se ha
reportado RSSC (filotipo IIB sequevar 1) afectando tomates en diferentes regiones de Chile,
con aislados analizados del Valle de Azapa de la Region de Arica (clima desértico) y de
localidades centrales, Quillota y Olmué¢ de la Region de Valparaiso y de Pichidegua de la
Region de O’Higgins (clima templado) (Ciampi-Panno, 1984; Galdames & Gutiérrez, 2020;
Vasconez et al., 2020; INIA, 2023).

El Servicio Agricola Ganadero (SAG) de Chile mantiene un Area Libre de Plagas
Cuarentenarias de la Papa inmerso en un Programa Nacional de Sanidad de dicho cultivo, con
el fin de proteger el patrimonio fitosanitario de la zona productora de semillas de papa
ubicada en el sur del pais y establece la prohibicion de ingreso de papas desde fuera del area
libre. Esta es la unica zona designada por ley para la produccion y exportacion de semilla de
papa en Chile (Resolucion N°3.276 de 2016 declara Area Libre de Plagas Cuarentenarias de la
papa, al area comprendida por la Provincia de Arauco, Region del Biobio y las Regiones de
La Araucania al Sur, SAG). Ademas, incluye la prohibicion de sembrar cultivos hospederos
(papa, tomate, aji, pimenton y berenjena) de las plagas cuarentenarias de Ralstonia
solanacearum (raza 3, biovar2) por 4 afios de cultivo, luego de cumplido el plazo se levanta la
prohibicion siempre que se confirme la ausencia del patdgeno por analisis de laboratorio de
acuerdo con los protocolos del Servicio Agricola Ganadero (SAG — Ministerio de
Agricultura). Algunos de los consejos que el SAG entrega a los productores de tubérculos
son: realizar la trazabilidad y registro de las producciones, con respaldo documental que
acredite el origen de las semillas en el caso de los productores, la autorizacion de movimiento
o comprobante de fraccionamiento si es un transportista o comerciante donde se acredite el
origen de la carga o producto. Segun el Listado de predios bajo cuarentena del afio 2021, en el
Area Libre de Plagas Cuarentenarias de la Papa, el SAG identificé 51 predios afectados por
Ralstonia solanacearum que corresponde a una superficie de 586,6 hectareas afectadas
(“Listado de predios bajo cuarentena, en el Area Libre de Plagas Cuarentenarias de la Papa

(ALPCP) SAG 20217, 2021).
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ILIV Hipotesis y objetivos

ILIV.I Hipotesis

Cepas de Ralstonia solanacearum aisladas en Chile presentan diversidad genética, se asocian
con cepas de otras partes del mundo, y varian en su virulencia, cuando afectan diferentes

variedades de papas nativas chilenas.

ILIV.II Objetivo general

Determinar relaciones filogenéticas de cepas de Ralstonia solanacearum aisladas en Chile

con otras del mundo, y evaluar su virulencia en especies nativas de papa.

ILIV.II Objetivos especificos

1. Establecer las relaciones filogenéticas de cepas de Ralstonia solanacearum
aisladas en Chile y el mundo, analizando su diversidad genética y distribucion
geografica.

2. Evaluar la patogenicidad y susceptibilidad en variedades nativas de papa de

cepas de Ralstonia solanacearum aisladas en Chile.
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III. METODOLOGIA

Este trabajo fue realizado asociado al Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia Ambiental (LMMBA) del Departamento de Quimica y en las dependencias
Centro de Biotecnologia “Dr. Daniel Alkalay Lowitt” (CBDAL) de la Universidad Técnica

Federico Santa Maria.

LI Objetivo 1: Establecer las relaciones filogenéticas de cepas de Ralstonia
solanacearum aisladas en Chile y el mundo, analizando diversidad genética y

distribucion geografica.
IILLI Cepas de Ralstonia solanacearum

Los aislados de Ralstonia solanacearum utilizados fueron obtenidos e identificados en
trabajos previos realizados en el Centro de Biotecnologia (CBDAL), en colaboracion con el
Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Agronomia de la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso, adicionalmente se colabor6 en la toma de muestras, aislamiento e
identificacion de nuevas cepas de Ralstonia solanacearum afectando cultivos agricolas de
papa y tomate durante el desarrollo de esta tesis. A todas las cepas se les realizd, previamente
a este estudio, una amplificaciéon parcial del gen 16S rRNA. Los protocolos de PCR,
temperaturas y tiempos utilizados para 16S son descritos en la Tabla 3. Las 22 cepas fueron
recolectadas entre junio 2017 y noviembre 2021, provenientes de diversas regiones de Chile,
hospedantes de suelo y de cultivo de tomate y papas afectadas por marchitez bacteriana
identificadas en primera instancia por inspeccion visual y corroboradas por PCR con los

partidores 759/650 especifico para Ralstonia solanacearum descritos en la tabla 4.

Tabla 3: Protocolo RSSC PCR 16S (Lane, 1991; Claverias et al., 2015).

Protocolo RSSC PCR 16S
Primers 27F (5°-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)
1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)

Desnaturalizacion inicial | 95°C | 5 min
30 ciclos

- Desnaturalizacion 95°C 1 min

- Alineacion 55°C 1 min

- Extension 72°C 1,5 min
Final Extension 72°C 10 min

Tabla 4: Protocolo RSSC PCR 759/760 (Opina et al., 1997).

Protocolo RSSC PCR 759/760
Primers \ 759F (5’-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3")
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\ 760R (5’-GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3’)
Desnaturalizacion inicial 94°C 3 min
Alineacion 53°C 1 min
Extension 72°C 1,5 min
30 ciclos de

- Desnaturalizacion 94°C 15s

- Alineacion 60°C 15s

- Extension 72°C 15s
Final Extension 72°C 5 min

Los aislados fueron mantenidos en medio CPG en el cepario del Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental (LMMBA) del Departamento de
Quimica y el Centro de Biotecnologia “Dr. Daniel Alkalay Lowitt” (CBDAL) de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria. El almacenamiento de las cepas para la
realizacion de los experimentos se realizd en agua destilada estéril, tomando una colonia pura
desde el medio s6lido CPG con un asa en loop, y la biomasa suspendida en 500 puL de agua
destilada estéril en tubos eppendorf de 2 mL, y almacenados a temperatura ambiente. Los
medios de cultivo utilizados en este estudio para Ralstonia solanacearum son detallados en la
Tabla 5, descritos por Kelman, 1954. Las cepas utilizadas, junto con los hospederos, fecha y
zona geografica del aislamiento junto con los sintomas de la enfermedad son presentadas en la

Tabla 6.

Tabla 5: Medios de cultivo para RSSC (Kelman, 1954).

Medios de cultivos para Ralstonia solanacearum

Medio CPG Medio TZC Medio Fi ®
Acido casamino 1 g/L | Acido casamino 1 gL gfgﬁ)ﬁiﬁglgg caseina) 1 g/L
Peptona 10 g/l | Peptona 10 g/L | Peptona 10 g/L
Glucosa 5 g/L | Glucosa 5 g/L | Extracto de levadura 1 g/L
Agar 17 g/ | Agar 17 g/L | Agar 15 g/L
Cloruro de tetrazolio 5 mL
(2,3,5-trifeniltetrazolio)

Para placas Petri, medio TZC se debe enfriar luego de esterilizacion y agregar 5 mL del stock de solucion 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1%. El stock se puede almacenar congelado o a 4°C y ser esterilizado por filtrado u autoclave.

Tabla 6: Aislados de RSSC de origen nacional utilizados en este trabajo.

Nombre Fecha

Cepa Hospedero | Comuna | Region De Origen Aislamiento Sintomas
637A Tomate Quillota Valparaiso Abril 2019 | Sin informacion
AT72 Tomate Valle de Arica y Parinacota | Junio 2017 Marchitez generalizada, exudacion
Azapa color blanco

MIAN Tomate Pichidegua | O'Higgins Diciembre | Marchitez generalizada, decaimiento y

2019 necrosis de xilema
MIbAN-2 | Tomate Pichidegua | O'Higgins Diciembre March%tez geperahzada, decaimiento y
2019 necrosis de xilema
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M4AMP-2 | Tomate Pichidegua | O'Higgins Diciembre Marchgez geperahzada, decaimiento y
2019 necrosis de xilema
Suelo Octubre
OS1 cultivo Olmué Valparaiso 2021 No aplica, aislamiento desde suelo
tomate
Suclo Octubre
082 cultivo Olmué Valparaiso 2021 No aplica, aislamiento desde suelo
tomate
Suclo Octubre
0OS3 cultivo Olmué Valparaiso 2021 No aplica, aislamiento desde suelo
tomate
. . Marchitez generalizada, necrosis,
OTM1 Tomate Olmué Valparaiso Enero 2021 ; -
cancros abiertos. Dafio severo.
. . Octubre .
OTR1 Tomate Olmué Valparaiso 2001 Leve marchitez de la planta
OTR3A | Tomate Olmué Valparaiso ZOgélibre Planta dafiada en haces vasculares
Marchitez, necrosis severa en el cuello
SCP1B1 |Papa San Javier | Maule Mayo 2022 | de la planta, necrosis haces vasculares
en tubérculos
Marchitez, necrosis severa en el cuello
SCP1B2 | Papa San Javier | Maule Mayo 2022 | de la planta, necrosis haces vasculares
en tubérculos
. Marchitez, muy leve necrosis haces
SNPIA Papa San Javier | Maule Mayo 2022 .
vasculares en tubérculos
. Marchitez, muy leve necrosis haces
SNP1B Papa San Javier | Maule Mayo 2022 .
vasculares en tubérculos
SNP2A Papa San Javier | Maule Mayo 2022 Marchitez, muy le,ve necrosis haces
vasculares en tubérculos
TL-1.1A | Tomate Olmué Valparaiso Mayo 2019 March%tez geperahzada, decaimiento y
necrosis de xilema
TL-2.0B | Tomate Olmué Valparaiso Mayo 2019 March%tez geperahzada, decaimiento y
necrosis de xilema
Suelo Noviembre
TPM4 cultivo Temuco Araucania 2021 No aplica, aislamiento desde suelo
papa
Marchitez, necrosis generalizada.
TTE2 Tomate Colin, Maule Enero 2021 Severa necrosis en el cuello, '
Talca pardeamiento en el tallo decreciendo
hacia el apice.
VATI6B | Tomate Valle de Arica y Parinacota Agosto March%tez geperahzada, decaimiento y
Azapa 2021 necrosis de xilema
VATI7B | Tomate Valle de Arica y Parinacota Agosto March%tez geperahzada, decaimiento y
Azapa 2021 necrosis de xilema
ILLIT Analisis Multi-locus VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

MLVA RSSC

Para el andlisis MLVA se realizaron PCR utilizando partidores para amplificar seis RSSC

VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) (L504, L1539, 1540, L563, RS2BL21,

RS2BL24) seleccionados segun la descripcion de Parkinson et al., 2013 y N’Guessan et al.,
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2013, presentados en la Tabla 7, verificados en gel al 2% de agarosa mediante electroforesis
utilizando SafeView Plus 20,000X (Fermelo Biotec, Chile). Los productos de PCR fueron
secuenciados con Método de Sanger en el Servicio de Secuenciacion de Pontificia
Universidad Catolica de Chile (Santiago, Chile) y las secuencias obtenidas fueron
ensambladas y editadas utilizando el software Geneious Prime 2023.0.3 software

(Biomatters).

Tabla 7: Protocolos de RSSC para MLVA segiin N’Guessan et al., 2013 y Parkinson et al., 2013.

Protocolo RSSC para MLVA

Referencia Nombre TRS tandem repeat sequence Secuencia Primers
F: GGCCGACCAGCGCTCCACAAG
L504 CAAGTGG R: CGGACGGTTTGATGGTCATCAACATGA
F: GCGCAACGCCCATATCATTCGC
L539 TTGCTGCCCTGCGCA R: CGAGGCACAGCCGATGCTGATG
F: GTTGTCCATGGCAGTCCTGGTGAGATC
L540 GGTGAGTC R: ACCATCGACCTGGAGCACGATC
F: ACGTTCGCGTAGGCGTGGACAAG
(Parkinson L563 CCTCTAG R: TACACGGCGGCGATGTGCTGAC
et al., 2013) Desnaturalizacién 94°C | 2 min
34 ciclos de
Protocolo - Desnaturalizacion 94°C 45 s
PCR - Alineacion 55°C 30s
- Extension 72°C 30s
Final Extension 72°C 10 min
F: CGGCATGGAGGGTCGGGCTTGAGGTG
RS2BL21 AGTGCCC R: GGCACCTGGCCGGAAGAGAGAGAGCGT
F: CGGGCGAAGGCTCGCAGGCCAA
RS2BL24 AACATG R: GGCCGGACGATACATGCCACCGCTCAC
Desnaturalizacion 96°C 5 min
(N’Guessan 30 ciclos d
et al., 2013) clctos Ce —
Protocolo - Desnaturalizacion 94°C 45s
PCR - Alineacioén 55°C 30s
- Extension 72°C 30s
Final Extension 72°C 10 min

El conteo de repeticiones de TRS (tandem repeat sequence) se realizd en forma manual y
posteriormente se realizd la comparacion entre cepas con referencias, corroborado a la par
también con las herramientas del software Geneious Prime 2023.0.3 software (Biomatters).
Finalmente se construyeron dos minimum spanning tree, utilizando la herramienta Phyloviz

(https://online.phyloviz.net/index), uno utilizando las 22 cepas chilenas y otro, agregando 21

secuencias de aislados internacionales de disponibilidad publica en NCBI que contuviesen los
loci VNTR seleccionados involucrados en el andlisis MLVA descritas con nombre de cepa,
hospederos y origen del aislado, junto con el codigo de acceso de GenBank y la calidad de las
secuencias segin NCBI CheckM en la Tabla 8 (N’Guessan et al., 2013; Parkinson et al.,
2013).
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Tabla 8: Cepas de RSSC de origen internacional utilizadas en este trabajo

Calidad
Nombre Hospedero Codigo Acceso Oriven NCBI CheckM analisis
Cepa P GenBank g (v1.2.2)
Completitud | Contaminacién
CFIA906 |Papa GCF_000710135.2 | India 97.1% 1.78%
GEO 230 |Papa GCF_002894795.1 | Georgia 89.79% 1.76%
GEO 304 |Papa GCF_002894775.1 | Georgia 96.22% 1.78%
GEO 55 Papa GCF_002894845.1 | Georgia 96.86% 1.93%
Georgia 0 o
GEO 57 Papa GCF_002029885.1 (Akhaltsikhe) 97.15% 1.78%
GEO 6 Papa GCF_002894765.1 | Georgia 96.45% 1.78%
GEO 81 Papa GCF_002894785.1 | Georgia 94.34% 1.93%
GEO 96 | Tomate GCF_002029895.1 | 90r8@ | 97 450, 1.78%
— (Khelvachauri)
GEO 99 Pimiento GCF_002029865.1 | Georgia: Keda 97.39% 1.93%
[PO1609 Banana GCF_001050995.1 | Filipinas 92.55% 2.28%
o
POPS2 Planta infectada | GCF_000750585.1 | China 96.45% 1.91%
France
RS2 S/ GCF_001373295.1 |(Reunion 90.07% 1.10%
CIRAD)
Uw24 Papa GCF_001696855.1 | Israel 96.22% 1.78%
UW365 Papa GCF_001696865.1 | China 97.39% 1.78%
UWw491 Papa GCF _001696845.1 | Colombia 94.85% 1.09%
UWS551 Geranio GCF_002251655.1 |Kenia 96.70% 2.56%
Solanum
UYo031 commersonii GCF_001299555.1 | Uruguay 96.53% 1.93%
(Papa silvestre)
I;SC;PPB Papa GCF _000750575.1 | Colombia 93.99% 1.09%
Brasil 0
RS 488 Tomate GCF_002501565.1 | (Grandes Rios, 96.55% 1.93%
Parand)
19\IOC9PPB Papa GCF_000710695.1 | Egipto 97.41% 2.25%
CFBP 8695 | Papa GCA _009832805.1 |Iran 96.23% 1.93%

ILII Objetivo 2: Evaluar la patogenicidad en variedades nativas papa de cepas de

Ralstonia solanacearum aisladas en Chile.

Para este objetivo primero se trabajo en el desarrollo de cultivos in vitro junto con cultivos en
sustrato directo y la evaluacion de su crecimiento inicial y desarrollo. Ademas, para conocer
las respuestas preliminares frente a RSSC de distintas variedades de papa se evaluaron,
tubérculos completos sembrados en suelo directamente y secciones (rodajas) estériles de
distintas variedades papa frente a una cepa de RSSC aislada en Chile. Los ensayos estaban

restringidos a la cantidad de material vegetal obtenido de cada variedad de papa evaluada.
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ITIL.IL.I Ensayos de cultivo de papas nativas (in vitro y sustrato directo)

Brotes de tubérculos, o cominmente denominados ojos o yemas de papa desarrollados
durante el estado de brotacion multiple de los tubérculos de papas, de crecimiento entre 1 y 2
cm fueron el material vegetal inicial utilizado para los ensayos. Durante el periodo de
brotacion de los tubérculos de papa, se obtuvo yemas que fueron sembradas directamente en
sustrato (compost: vermiculita 2:1), y en cultivos in vitro en frascos de vidrio para asegurar su
crecimiento inicial y aclimatacion. Se utilizd6 medio de cultivo Murashige & Skoog (MS)

enriquecido con 2% sacarosa descrito en la Tabla 9 (Mufioz et al., 2019).

Tabla 9: Descripcion Medio Murashige & Skoog (MS)

Medio Murashige & Skoog (MS) enriquecido con 2% sacarosa
Informacién del producto M519 MS Basal Medium with Vitamins Marca PhytoTechnology
p Laboratories, LLC™
Murashige, T and F Skoog. 1962. A revised medium for rapid
Referencia growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant.
15: 473-497.
Formula (mgiL)
Ammonium Nitrate | 1650 Potassium lodide | 0.83
Boric Acid | 6.2 Potassium Nitrate | 1900
Calcium Chloride, Anhydrous | 332.2 | Potassium Phosphate, Monobasic | 170
Cobalt Chloride-6H;0 | 0.025 Zinc Sulfate-7TH,0 | 8.6
pH:3,5-4,5 _ Cupric Sulfate+5H;0 | 0.025 Glycine (Free Base) | 2
T° almacenamiento: 2-6°C Na,EDTA2H,0 | 37.26 myo-Inositol | 100
Ferrous Sulffates7TH,0 | 278 | Nicotinic Acid (Free Acid) | 0.5
Magnesium Sulfate, Anhydrous | 180.7 PyridoxineHCI | 0.5
Manganese Sulfate:H;,0 | 16.9 Thiamine-HCI | 0.1
Molyhdic Acid (Sodium Salt): 2H;0 | 0.25

Los cultivos fueron mantenidos en cdmaras controladas con temperaturas entre los 20-25°C
con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. La clasificacion sobre el crecimiento
de las plantas se determiné como: sin crecimiento, crecimiento inicial (primeras hojas
visibles, menor a 5 cm de altura), y etapa de desarrollo (etapa mas avanzada de crecimiento,
con hojas verdaderas). Y su evaluacion de crecimiento se realizd entre los 14 y 21 dias. En la
evaluacion de crecimiento por variedad se utilizd la formula adaptada del indice de

marchitamiento propuesto por Winstead & Kelman, 1952 descrito en la Tabla 10.

Tabla 10: Formula de evaluacion de crecimiento y categorias adaptada de Winstead & Kelman, 1952.

Donde:
Ci Ny
0 = _t vt
% Ep =100 % Z N, i planta de papa
v variedad de papa
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Ci categoria de crecimiento de la planta i

n,; numero de plantas de variedad v en categoria ¢
N, numero total de plantas de variedad v

% E, % efectividad de la variedad

Categorias de crecimiento (c)

0 Sin crecimiento / Evento de contaminacion
0,5 Crecimiento inicial (< 5 cm, sin hojas verdaderas)
1 Desarrollo (individuo en crecimiento, con hojas

verdaderas)

La evaluacion de crecimiento se realizo entre los 14 — 21 dias

Se utilizaron papas nativas de la zona de Chiloé, adquiridas comercialmente en mercados de
la Region de Los Lagos. Se nombraron estas 4 variedades segun el color de piel del tubérculo
que presentaban “amarilla”, “morada-amarilla”, “roja” y “morada” y se realizaron 4 ensayos
con ellas, incluyendo ensayos in vitro y en sustrato directo que fueron evaluados entre los dias
14-16 desde la plantacion. Adicionalmente, 3 ensayos fueron realizados utilizando 4
variedades evaluadas solo en crecimiento in vitro, por disponibilidad de material vegetal,
adquiridas también en el comercio nacional (Region de Los Lagos) esta vez reportadas por el
proveedor con nombre comun “lengua de vaca” (LDV, en adelante), “viscocha” (V, en
adelante), “michufie negra” (MN, en adelante) y “clavela lisa” (CL, en adelante). Durante el
desarrollo de los ensayos se mejord progresivamente los protocolos de desinfeccion previa del
material vegetal para mejorar las condiciones y resultados de los ensayos, descrito en la Tabla
11, estos ensayos fueron evaluados entre los dias 15y 21 desde la plantacion. Cabe mencionar
que el material vegetal disponible era limitado por lo que la replicabilidad de los ensayos en

algunos casos no fue alcanzada.

Tabla 11: Protocolo de desinfeccion

Protocolo de desinfeccion

Pasos Descripcion

1 Hidratacion con agua estéril (30 min)

2 Lavado con detergente convencional (10 min) *

3 Enjuague con agua estéril

4 Adicion de Captan (2 g/L) (5 min) *

5 Enjuague con agua estéril

6 Lavado con etanol 70° (1 min)

7 Enjuague con agua estéril

8 Adicion de hipoclorito 1% (5 min) *

9 Enjuague con agua estéril

En primera instancia se agrego6 el paso N°4, con la adicion de Captan® plaguicida de uso

general para disminuir la carga bacteriana del material. Para los ensayos N°3 y N°4 (de las
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papas “amarilla”, “morada-amarilla”, “roja” y “morada) se agregaron los pasos N°2 y N°8. El
protocolo final de desinfeccion, con los pasos del N°1 al N°9 fue utilizado para los ensayos in
vitro con las papas “lengua de vaca” (LDV), “viscocha” (V), “michufie negra” (MN) y

“clavela lisa” (CL).

HILILII Ensayo inoculacion de papa nativas
Para este ensayo se utilizaron papas también adquiridas en comercio nacional, en primer
lugar, las papas nativas fueron adquiridas envasadas como “papas mix” de la marca Huertos
del Ranco (Res. Sanitaria N°2495 16/04/13 Seremi Salud R. de Los Rios) provenientes de Rio
Bueno informadas via telefonica por el proveedor como ‘“amarilla, morada y murta”, cuya
revision bibliogréfica las clasificd, por variedades caracteristicas de la zona. Otra variedad de
papa no nativa, comercializada nacionalmente, fue utilizada proveniente de Ia
comercializadora Ancovi, llamada Asterix, una variedad de papa de consumo regular en el
pais. Todas las papas estan presentes en la “Lista de Variedades de especies agricolas
oficialmente descritas (historica)” del SAG y fueron nombradas “Ama”, “Ro”, “Mor” y

“Asterix” durante los ensayos de rodajas y el ensayo de tubérculos sembrados en sustrato.

Se utilizaron colonias de la cepa de Ralstonia solanacearum OTMI cuyos detalles de
aislamiento y sintomas se encuentran en la Tabla 12, extraidas desde el medio s6lido CPG
suspendidas con un asa en loop en agua destilada estéril hasta alcanzar una densidad en
espectrofotometro de 0,1 a 600 nm (10° UFC) en 50 mL. Los tubérculos completos
inoculados fueron mantenidos en invernaderos de cultivo vegetal del Centro de Biotecnologia
CB-DAL (4 infectados / 4 control). Se mantuvieron con un riego controlado y uniforme,

evitando exceso de agua. El tratamiento control fue regado con agua estéril.

Tabla 12: Cepa RSSC utilizada para los ensayos

NIl Aislamiento . Fecl.la . Lugz.lr Sintomas observados 759/760
cepa Aislamiento | Aislamiento
Olmué Marchitez generalizada,
OTM1 Tomate Enero 2021 >, necrosis, cancros abiertos. +
Valparaiso -
Daiio severo

ITLILIIX Ensayo de rodajas de papa

Se realizé una prueba de inoculacion directa en rodajas de tubérculos de papas denominadas
en este trabajo como “Ama”, “Ro”, “Mor” y la variedad comercial “Asterix” para observar y
conocer los efectos preliminares de RSSC sobre las secciones, dos ensayos consecutivos
fueron realizados. El protocolo del experimento fue adaptado de Umrao et al., 2021. Los

tubérculos de papas nativas y la variedad de papa comercial fueron limpiadas y sometidas un
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proceso de desinfeccion que consistid en la inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% por un minuto y dos lavado con agua estéril, para luego ser cortadas en rodajas,
colocadas en placas Petri estériles e inoculadas con una gota de suspension bacteriana a una
concentracion de 108 CFU/mL utilizando la cepa OTMI1 junto con controles negativos
inoculados con agua estéril. Las placas fueron dejadas a 25°C por 72 h y posteriormente se

realizaron aislamientos para verificar la presencia Ralstonia solanacearum en medio Fi ®.

La identificacion preliminar de las papas utilizadas en los ensayos del objetivo 2, descrito en
la Tabla 13, que se realizé cruzando informacién del origen, con la Lista de Variedades de
especies agricolas oficialmente descritas (historica) del SAG y el Catalogo de Variedades de

Papas Nativas de Chile (Contreras & Castro Urrutia, 2008).

Tabla 13: Identificacion preliminar de papas utilizadas en los ensayos

Nombre utilizado Identificacion con
en este trabajo nombre comun

"Amarilla” Michuiie Blanca
“Amarilla-Morada” Cabrita
“Roja” Michufie Roja
“Morada” Michufie Negra
“LDV” Lengua de Vaca
“v” Viscocha
“CL” Clavela Lisa
“MN” Michuiie Negra
“Comercial” Asterix
“Ama” Clavela Redonda
“Ro” Murta Ojuda
“Mor” Viscocha morada
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IV.I

IV. RESULTADOS

Objetivo _1: Establecer las relaciones filogenéticas de cepas de Ralstonia

solanacearum aisladas en Chile y el mundo, analizando su diversidad genética y

distribucion geografica.

IV.II

Cepas de Ralstonia solanacearum

Todas las cepas chilenas utilizadas en este estudio fueron identificadas previamente o durante

el desarrollo de esta tesis como pertenecientes a la especie Ralstonia solanacearum filotipo

IIB-1, con 16S rRNA secuenciados y comparados con la base de datos NCBI y PCR 759/760

positivo, corroborando la metodologia de aislamiento en terreno e identificacion realizada por

ambos laboratorios en colaboracion, cuyos resultados se muestran en la Tabla 14. En total

fueron 21 cepas examinadas, 17 cepas de RSSC aisladas de plantas de tomate y 5 cepas

aisladas de papas.

Tabla 14: Cepas RSSC nacionales junto con hospederos y resultados PCR 759/760 y 16S

Nombre Cepa Hospedero Resultado PCR 759/760 | 16S (NCBI)
637A Tomate + MN973783.1
AT7.2 Tomate + MN973784
MI1AN Tomate + MN973785

M1bAN-2 Tomate + MN973786
M4MP-2 Tomate + MN973787
OS1 Suelo cultivo tomate + Realizado
OS2 Suelo cultivo tomate + Realizado
0S3 Suelo cultivo tomate + Realizado
OTM1 Tomate + Realizado
OTRI1 Tomate + Realizado
OTR3A Tomate + Realizado
SCP1B1 Papa + Realizado
SCP1B2 Papa + Realizado
SNP1A Papa + Realizado
SNP1B Papa + Realizado
SNP2A Papa + Realizado
TL-1.1A Tomate + MN973781
TL-2.0B Tomate + MN973782
TPM4 Suelo cultivo papa + Realizado
TTE2 Tomate + Realizado
VATI16B Tomate + Realizado
VATI17B Tomate + Realizado
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IV.ILII Resultados Analisis Multi-locus VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) MLV A RSSC

Los resultados con cepas de origen nacional, 22 en total, revelaron que las cepas analizadas
formaron 7 agrupaciones entre las cepas chilenas. A continuacion, se muestra en la Tabla 15
el conteo de los VNTR encontrados por cada cepa, con lo cual se construyd el minimum

spanning tree con los grupos descritos en la Tabla 16.

Tabla 15: Conteo de VNTR de cepas de RSSC nacionales y asignacion de grupo

Nombre cepa | L504 | L539 | L540 | L563 | BL21 | BL24 | Grupo
637A 4 5 10 7 6 5 G2
AT7.2 7 5 10 7 6 5 G7
MI1AN 4 5 10 7 6 5 G2
MI1bAN-2 4 5 10 7 6 5 G2
M4MP-2 4 5 10 7 7 5 G5
OS1 7 5 10 7 6 5 G7
0S2 7 5 10 7 6 5 G7
0OS3 7 5 10 7 6 5 G7
OTM1 4 5 10 7 7 5 G5
OTRI1 7 5 10 7 6 5 G7
OTR3A 7 5 10 7 6 5 G7
SCP1Bl1 4 5 10 7 7 5 G5
SCP1B2 4 5 10 7 7 5 G5
SNPI1A 3 5 10 7 7 5 Gl
SNP1B 3 5 10 7 7 5 Gl
SNP2A 4 4 10 7 7 5 G4
TL-1.1A 4 5 10 10 6 5 G3
TL-2.0B 4 5 10 7 6 5 G2
TPM4 7 5 10 7 6 5 G7
TTE2 4 5 10 7 6 5 G2
VATI16B 5 5 10 7 6 5 G6
VATI17B 5 5 10 7 6 5 G6

Tabla 16: Grupos descritos por MLVA de cepas nacionales

Grupo | L504 | 1539 | L540 | L563 | BL.21 | BL24
Gl 3 5 10 7 7 5
G2 4 5 10 7 6 5
G3 4 5 10 10 6 5
G4 4 4 10 7 7 5
G5 4 5 10 7 7 5
G6 5 5 10 7 6 5
G7 7 5 10 7 6 5

G1 incluye una cepa proveniente de una planta de papa de la Region del Maule. G2 cepas de
RSSC provenientes de plantas de tomate de las regiones del Maule, O’Higgins y Valparaiso.
G3 incluye aislados de plantas de tomate de Valparaiso. G4 aislados de plantas de papa de la

Region del Maule. G5 aislados de plantas de tomate y papa de las regiones de Maule,
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O’Higgins y Valparaiso. G6 aislados de plantas de tomate de la region de Arica y Parinacota.
Y, por ultimo, G7 incluye aislados de la region de Valparaiso, Arica y Parinacota y Araucania
provenientes de aislados de suelo de tomate y papa y también de plantas de tomate. La Figura

4, muestra los resultados del MLVA de cepas chilenas de RSSC.

Papa
% R. Maule
G1 .

(San Javier) . i

Suelo Tomate m@d R. Valparaiso (oimug)

Tomate! 67 R. Arica y Parinacota (valle de Azapa)
Suelo Papa R. Araucania (Temuco)
Tomate

Papa R. Maule (Colin)

G5
Tomate /.0 R. O'Higgins (Pichidegua)
99
%ﬁ R. Maule (san Javier © R. Valparaiso (0mu¢ y Quillota)

R. O'Higgins (Pichidegua) \
&t R. Valparaiso (0mug)

@3
Papa
%R, Maule p Tomate
(San Javier) [[Ld R. Valparaiso (0mug)
G6
Tomate
%R. Arica y Parinacota Byxa :

(Valle Azapa) }fff{, PHYLOVlZ

Figura 4: Minimum spanning tree de cepas chilenas de Ralstonia solanacearum filotipo 1IB aisladas de papa y
tomate de diferentes regiones en base a analisis MLVA.

Adicionalmente, se construyd un mapa geografico de Chile con la presencia de RSSC
mostrado en la Figura 5, destacando el primer reporte y los posteriores de RSSC, junto con el

origen de las cepas de utilizadas en este estudio.
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Region de Arica y Parinacota

MAPA RSSC
en CHILE

Region de Tarapaca

% Region de Antofagasta
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x Reportes RSSC

@ Origen cepas RSSC Region de Atacama

analizadas

Region de Coquimb
Hospederos de RSSC egion e -oquimbo

Region de Valparaiso

Region Metropolitana
de Santiago

Region del Libertador
General Bernardo O'Higgins

Region del Maule

Regidn de Nuble

Region del Bio-Bio

Papas nativas chilenas

Region de La Araucania

— Regidn de Los Rios

Region de Los Lagos

Region de Aysén del
General Carlos Ibafiez del Campo

Region de Magallanes y
de la Antértica Chilena

Figura 5: Mapa de Chile y presencia de RSSC. En cruz roja se indica el primer reporte de RSSC en Chile y las
posteriores apariciones de brotes en cruces naranjas, afectando a papas y tomates. En circulo verde se indican las regiones
de origen de las cepas estudiadas en este trabajo. Con linea punteada se indica la zona geografica limite del Areas Libre
de Plagas Cuarentenarias de la Papa, Zona Protegida por el SAG de RSSC, zona de origen de papas nativas chilenas.
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Al incluir 21 cepas Filotipo IIB-1 de otros origenes, es decir, un andlisis de 43 cepas en total,

cuyo conteo de VNTR se muestra en la Tabla 17, se observd una distribucion en 21

haplotipos, uno de ellos compartido entre cepas chilenas y de Egipto. La Tabla 18 muestra los

grupos resultantes del analisis MLV A incluyendo todas las cepas de Ralstonia solanacearum.

Tabla 17: Conteo de VNTR de cepas de RSSC y asignacion de grupo

Nombre Cepa| L1504 L539 L540 L563 BL21 BL24 Grupo
637A 8 5 11 7 11 8 G5
AT7.2 13 5 11 7 11 8 G21

CFBP 8695 11 5 12 7 11 8 G20
CFIA906 8 3 11 7 11 8 G9Y
GEO 230 8 4 3 7 12 8 G10
GEO_304 8 5 12 8 11 8 Gll
GEO 55 9 5 3 7 12 8 G17
GEO_57 8 4 12 7 12 8 Gl12

GEO 6 8 5 12 7 12 8 G13
GEO 81 8 4 12 7 12 8 Gl12
GEO 96 8 4 12 7 12 8 Gl12
GEO 99 8 4 12 7 12 8 Gl12
IPO1609 11 5 12 7 11 8 G20
MI1AN 8 5 11 7 11 8 G5

MI1bAN-2 8 5 11 7 11 8 G5
M4MP-2 8 5 11 7 12 8 G7

NCPPB 282 8 2 9 7 10 7 G13

NCPPB 909 8 5 11 7 12 8 G7

OS1 13 5 11 7 11 8 G21
OS2 13 5 11 7 11 8 G21
0OS3 13 5 11 7 11 8 G21
OTM1 8 5 11 7 12 8 G7
OTR1 13 5 11 7 11 8 G21
OTR3A 13 5 11 7 11 8 G21
POPS2 5 4 0 7 6 8 Gl
RS 488 10 7 11 8 12 8 G18
RS2 6 3 8 4 17 6 G3
SCP1B1 8 5 11 7 12 8 G7
SCP1B2 8 5 11 7 12 8 G7
SNPIA 7 5 11 7 12 8 G4
SNP1B 7 5 11 7 12 8 G4
SNP2A 8 4 11 7 12 8 G8
TL-1.1A 8 5 11 10 11 8 G6
TL-2.0B 8 5 11 7 11 8 G5
TPM4 13 5 11 7 11 8 G21
TTE2 8 5 11 7 11 8 G5
Uw24 10 5 12 7 11 8 G19
UW365 5 4 12 7 11 8 G2
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UW491 8 2 9 7 10 7 Gl14
UWS551 8 5 12 8 11 8 Gll1
UyYo031 8 7 11 8 11 8 GI15
VAT16B 9 5 11 7 11 8 Gl6
VAT17B 9 5 11 7 11 8 Gl6
Tabla 18: Tabla 16: Grupos descritos por MLVA de cepas de RSSC
Grupo | L504 | 1.539 | L540 | L563 | BL21 | BL24

G1 5 4 0 7 6 8

G2 5 4 12 7 11 8

G3 6 3 8 4 17 6

G4 7 5 11 7 12 8

G5 8 5 11 7 11 8

Go6 8 5 11 10 11 8

G7 8 5 11 7 12 8

G8 8 4 11 7 12 8

G9 8 3 11 7 11 8

G10 8 4 3 7 12 8

Gl11 8 5 12 8 11 8

G12 8 4 12 7 12 8

G13 8 5 12 7 12 8

Gl14 8 2 9 7 10 7

G15 8 7 11 8 11 8

G16 9 5 11 7 11 8

G17 9 5 3 7 12 8

G18 10 7 11 8 12 8

G19 10 5 12 7 11 8

G20 11 5 12 7 11 8

G21 13 5 11 7 11 8
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Figura 6: Minimum spanning tree de aislados de origen chileno (en circulo rojo) y cepas de origen internacional de
Ralstonia solanacearum filotipo IIB en base a analisis MLVA

G1 y G2 involucra cepas de RSSC de China. G3 provenientes de la isla Reunion, Francia. G4,
G5, G6 y G8 incluye las cepas de Chile involucradas en este estudio. G7 también contiene
cepas chilenas junto con aquellas analizadas de Egipto. G9 cepas seleccionadas de India. G10,
G12 y 17 aislados de RSSC de Georgia. G11 involucra cepas de Georgia y Kenia. G13 cepas
aisladas de Georgia y Colombia. G14 cepas de Colombia. G15 cepas de Uruguay. G16 cepas
de RSSC chilenas. G18 aislados de Brasil de RSSC. G19 cepas provenientes de Israel, G20
cepas de Irdn y Filipinas. Por ultimo, G21 representa cepas de Chile de RSSC. Estos
resultados son la base para posteriores andlisis de distribucion y posibles vias de diseminacion

de las cepas dentro y fuera de Chile y el minimun spanning tree se presenta en la Figura 6.

IV.II Objetivo 2: Evaluar la patogenicidad en variedades nativas papa de cepas de

Ralstonia solanacearum aisladas en Chile.

IV.ILI Resultados ensayos de cultivo de papas nativas (in vitro y sustrato directo)

Las pruebas de metodologias in vitro y en sustrato directo para cultivar papas nativas,
lograron determinar un método de desinfeccion reproducible y con buena eficiencia en la
mantencion y crecimiento de papas. Se hicieron un total de 4 ensayos (in vitro y en sustrato
directo) consecutivos de las variedades “amarilla”, “amarilla-morada”, “roja” y “morada” y
posteriormente se hicieron 3 ensayos in vitro de las variedades asignadas como “LDV”, “V”,

“MN”, y “CL”. Los ensayos fueron robusteciéndose hasta alcanzar un promedio de
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efectividad de crecimiento en el mejor quintil (75-100%) cuyos resultados se muestran en la

Tabla 19. En promedio la efectividad de los ensayos realizados en sustrato directo fue

alrededor del 50%, mientras que los ensayos in vitro de crecimiento evaluado lograron un

promedio de 73% de efectividad.

Tabla 19: Resultados ensayos in vitro y de sustrato directo de papas nativas

Ensayo

1

Ensayo

2

Ensayo

3 Ensayo

4

Variedad
Papa
"Amarilla
Michuie
Blanca
“Amarilla-
Morada”
Cabrita
“Roja”
Michuie
Roja
“Morada”
Michune
Negra
“LDV"
Lengua de
Vaca

2

Sustrato

In Vitro

54%

61%

54%

Sustrato

55%

55%

In Vitro

58%

54%

63%

Sustrato

In Vitro Sustrato

60%

60%

65%

66V"
Viscocha

GCMN’,
Michuiie
Negra

‘GCL”
Clavela
Lisa

Promedio
ensayo

43,75%

67%

67,85%

51,25%

75%

72,40%

61%

72% 57%

67%

61%

In Vitro

75%

75%

71%

57,19%

73,78%

PROMEDIO | 50,55%

78,13%
73,04%
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Efectividad crecimiento de variedades de papa

100%

La evaluacidn fue
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90%

80%
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60%

50% |

4 ensayos
40%
Sustrato In Vitro
0 "Amarilla” W “Amarilla-Morada”
H “Roja” ® “Morada”
. (.-'.LDV" . u.vn
= “MN” m“CL”

Figura 7: Efectividad de crecimiento de variedades de papa segiin forma de cultivo in vitro o sustrato directo

Al comparar los ensayos se puede observar que la medicion de eficiencia de crecimiento con
metodologias in vitro presenta mejores resultados finales para todas las variedades de papa
evaluadas, mostrado en la Figura 7. La adicion del fungicida Captan y la utilizacion de
detergente y Cloro en el proceso de desinfeccion de yemas resultd fundamental para aumentar
la efectividad de los cultivos in vitro y en sustrato directo, la evaluacion de estos ensayos se

hizo entre los 14 y 16 dias.

Los ensayos realizados en sustrato directo reflejaron una efectividad que se distribuye entre el
40% y 65%. La papa “morada” Michufie Negra present6 buenos resultados en el ensayo N°3,
con un 65% de efectividad, siendo el tinico caso mas eficiente que los ensayos in vitro. En el
ensayo N°4 la variedad “amarilla-morada” Cabrita fue la que tuvo mejores resultados de

crecimiento, con un 57% de eficiencia.
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Los ensayos in vitro presentaron resultados entre el 50% alcanzando en casos hasta 80% de
efectividad, siempre en los mejores quintiles de las mediciones. En el ensayo N°4, las papas
“amarilla-morada” Cabrita y “morada” Michufie negra fueron significativamente mas
efectivas en crecimiento in vitro con un 81% comparado con el crecimiento en sustrato
directo. En la Figura 8 se muestran ejemplos de los distintos estados de los cultivos in vitro de
papa nativa donde (A) es un ejemplo del material inicial utilizado de yemas de papas en
estado de brotacion multiple (B) ejemplos de contaminacion de los cultivos (C) crecimiento
inicial de los cultivos in vitro (D) ejemplos de cultivos in vitro totalmente establecidos sin
signos de contaminacion luego de los ultimos ensayos y por ultimo (E) tuberizacion de

cultivos de papa nativa mostrando el establecimiento de las plantas y su completo desarrollo.

Figura 8: Ensayos de cultivos in vitro (A) Material vegetal inicial de los cultivos (B) Ejemplos de contaminacion
de los cultivos in vitro (C) Crecimiento de cultivos in vitro en crecimiento inicial (D) Cultivos in vitro de papa
nativa en total desarrollo (E) Ejemplo de tuberizacion de ltimos ensayos in vitro.

Los ultimos ensayos, realizados solo en in vitro, por disponibilidad de material de “LDV”,
“MN”, “V” y “CL”, mostraron que su distribucion se encuentra en el mayor quintil, entre el
65% y casi 90% de efectividad, pudiendo consolidar los protocolos de desinfeccion para
lograr una aclimatacion de los ensayos. Y el periodo de evaluacion de los ultimos ensayos
también fue mayor, 21 dias, reflejando la capacidad de aclimatacién final de estos ensayos y
la eficiencia de los procesos de desinfeccion finales. La papa Viscocha “V” mostrd ser la mas

robusta de los ensayos in vitro finales realizados, sus resultados se ubicaron en el quintil sobre
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80% de efectividad. Mientras que “LDV” Lengua de Vaca tiene una distribucion entre el 70%
y 80% de efectividad. La Figura 9 muestra las condiciones de los ensayos realizados, donde
(A) muestra las papas adquiridas comercialmente, (B) los brotes utilizados de papas en
proceso de brotacion multiple, (C) las condiciones de las yemas en sustrato directo y ejemplos
de crecimiento y, por ultimo, (D) algunos ejemplos de infecciones encontradas en las plantas
luego de las evaluaciones. Mas detalles de los ensayos realizados son encontrados en el

Anexo N°I.

Figura 9: Ensayos de papas en sustrato directo. (A) Papa “LDV” — Lengua de Vaca, adquirida comercialmente (B)
Brotes de papa utilizados durante proceso de desinfeccion (C) Ejemplos de crecimiento de plantas en sustrato
directo (D) Ejemplo de infecciones de plantas.

IV.ILII Resultado ensayos inoculacion de papas nativas
La Figura 10 muestra los resultados de crecimiento del ensayo de tubérculos inoculados con
RSSC. Los tubérculos evaluados de la variedad “ama” Clavela Redonda tuvieron una masa
promedio de 52,58 [g] con un largo de 5,54 [cm] y ancho 4,01 [cm], la variedad “mor”
Viscocha Morada un peso de 50,93 [g], largo 5,11 [cm] y ancho 4,08 [cm], la variedad “ro”
Murta Ojuda 49,85 [g], lago 4,91 [cm] y ancho 4,21 [cm], y, por Gltimo, la variedad “Asterix”
(comercial) una masa promedio de 48,60 [g], ancho 3,94 [cm] y largo de 5,75 [cm], el detalle

de los tubérculos utilizados se encuentra en el Anexo N°2.
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Figura 10: Ensayo con tubérculos de papa. Se utilizaron papas “Ama” — Clavela Redonda, “Ro” — Murta
Ojuda, “Mor” — Viscocha Morada y “C” — Asterix. Se muestra la distribucion de las macetas evaluadas, siendo
4 controles y 4 infecciones con RSSC. El circulo verde indica crecimiento sin signos de infeccion, circulo
amarillo, crecimiento con signos de infeccion y el circulo gris aquellas macetas que no presentaron crecimiento
y cuyos tubérculos presentaron infeccion.

La evaluacion de este ensayo reveld una gran contaminacidon en los tubérculos, incluso en
aquellas macetas que presentaban crecimiento, las condiciones de este ensayo se muestran en
la Figura 11, donde (A) muestra un ejemplo de desinfeccion de tubérculos, (B) la distribucion
de macetas, (C) y (D) el crecimiento de los tubérculos en las macetas y (E) signos de
infeccion que presento el ensayo. La papa “ama” Clavela Redonda no tuvo crecimiento en las
macetas, ni en el control. Las papas “mor” — Viscocha Morada y “ro”- Murta Ojuda
presentaron crecimiento tanto en control como en aquellas infectadas por RSSC (1 de 4
macetas), por otro lado, la variedad comercial “Asterix” también presentd crecimiento en uno
de los controles, sin embargo, todos los tubérculos presentaron infecciones generalizadas,

incluyendo el control.
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Figura 11: Ensayo en tubérculos de papa. (A) Proceso de desinfeccion de tubérculos (B) Distribucion de
tubérculos en macetas y disposicion en invernadero (C) Crecimiento de tubérculos en maceta (D) Mayor
crecimiento registrado en el ensayo (D) Signos de infeccion en tubérculos de papas en evaluacion final.
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IV.ILIII Resultados de ensayo de rodajas de papas
Los resultados de los ensayos en rodajas mostraron que algunas las papas evaluadas son

altamente susceptibles a infecciones, como se muestra en las Figuras 12, 13, 14 y 15.

Experimento 1

Control RSSC(+)

Experimento 2

(-9 Papa Comercial Asterix ‘
T

Control RSSC(+)

Figura 12: Resultados Papa Asterix. Experimento 1 (parte superior), se muestran el estado de rodajas a las 24h y
72h post inoculacion. Resultados en siembra de placa (medio Fi @) a la derecha, sin presencia de RSSC.
Experimento 2 (parte inferior) se muestra estado de rodajas a las 72h. Resultado en siembra de placa (medio Fi @),
sin presencia de RSSC.

Experimento 1

Control RSSC(+)

Experimento2

. . Papa “Mor” Viscocha morada

Control RSSC(+)

Figura 13: Resultados Papa Viscocha Morada. Experimento 1 (parte superior), se muestran el estado de rodajas a
las 24h y 72h post inoculacion. Resultados en siembra de placa (medio Fi @) a la derecha, sin presencia de RSSC.
Experimento 2 (parte inferior) se muestra estado de rodajas a las 72h. Resultado en siembra de placa (medio Fi @),
ensayos positivos con presencia de RSSC, control negativo.
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Experimento 1

.. Papa “Ro” Murta Qjuda
Experimento 2

Control

Control

RSSC(+)

Figura 14: Resultados Papa Murta Ojuda. Experimento 1 (parte superior), se muestran el estado de rodajas a las
24h y 72h post inoculacion. Resultados en siembra de placa (medio Fi @) a la derecha, sin presencia de RSSC.
Experimento 2 (parte inferior) se muestra estado de rodajas a las 72h. Resultado en siembra de placa (medio Fi @),

ensayos positivos con presencia de RSSC, control negativo

Experimento 1

Control

Experimento 2

Control

. . Papa “Ama” Clavela Redonda

T h -

RSSC(+)

Figura 15: Resultados Papa Clavela Redonda. Experimento 1 (parte superior), se muestran el estado de rodajas a
las 24h y 72h post inoculacion. Resultados en siembra de placa (medio Fi @) a la derecha, sin presencia de RSSC.
Experimento 2 (parte inferior) se muestra estado de rodajas a las 72h. Resultado en siembra de placa (medio Fi @),

sin presencia de RSSC.
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Las papas comerciales de la variedad Asterix (Figura 12) y aquellas identificadas como
Clavela Redonda “Ama” (Figura 15), no manifestaron presencia de RSSC en los medios Fi ©.
Pudiendo ser positivas para RSSC en el caso de las variedades denominadas “Ro”,
identificada como Murta Ojuda (Figura 14), y “Mor” identificada como Viscocha Morada
(Figura 13). Algunos de los estados de las rodajas en este ensayo se presentan en la Figura 16,

donde se muestran ejemplos de cada papa en el ensayo.

Figura 16: Estado de rodajas de papas con infeccion. Se observa el estado de las rodajas evaluadas de papa Asterix
(C), Murta Ojuda (R), Clavela Redonda (A) y Viscocha Morada (M)
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Un resumen de los ensayos realizados en el objetivo 2 son descritas en la Tabla 20 a

continuacion, donde se muestra los resultados de la evaluacion in vitro y de cultivo en sustrato

directo, la evaluacion de los tubérculos y rodajas enfrentadas a la cepa de RSCC.

Tabla 20: Resumen ensayos de papa realizados y las evaluaciones resultantes

Evaluacion in vitro —

Evaluacion en

Evaluacion en

u tli\i;)zl:(li);een I(cis::t:;f;lgl:en sustrato directo (% tubérculos rodajas
: . efectividad) infectados RSSC infectados
este trabajo comun RSSC
" Amarilla” Michufie Sustrato directo: 25% - 60% - -
Blanca In vitro: 50 — 79%
“Amarilla- Cabrita Sustrato directo: 44% - 57% - -
Morada” Invitro: 54 — 81%
1 . V) o
oia? | M ja_| S0 die, 07667
« , S Sustrato directo: 50% - 65% - -
Morada Michuiie Negra In vitro- 54% - 81%
“LDV” Lengua de Invitro: 67% - 81% - -
Vaca
g Viscocha Invitro: 80% - 88% - -
«CL” Clavela Lisa Invitro:71% - 88% - -
“MN” Michufie Negra | 1 vitro: 79% - 88% - -
Presentd Sin presencia
crecimiento en un | de RSSC en
“Comercial” | Asterix i control. Todos los | medio Phi (®)
ensayos con
signos de
infeccion
Control e Sin presencia
infectados con de RSSC en
« » Clavela RSSC con altos medio Phi (®)
Ama - .
Redonda signos de
infeccion, sin
crecimiento.
Crecimiento en Posible
control y en presencia de
infectados con RSSC
“Ro” Murta Ojuda - RSSC. Todos los | reportado en
ensayos con signos | medio Phi (®)
de infeccion en
tubérculos
Crecimiento en Posible
control y en presencia de
Viscocha infectados con RSSC
“Mor” - RSSC. Todos los reportado en
morada

ensayos con signos
de infeccion en
tubérculos

medio Phi (®)
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V. DISCUSION

El analisis MLVA de 22 cepas nacionales pertenecientes al filotipo IIB revelo la formacion de
7 agrupaciones. Estos resultados revelan que las cepas se relacionan estrechamente entre ellas,
pudiendo inferir, que es independiente, en casos, de su lugar de origen. Se observd una
tendencia de agrupacion entre hospederos, G1, G2 incluye cepas aisladas de papa, mientras
que G2, G3 y G6 cepas aisladas de tomate, la excepcidén ocurre para los grupos G5 y G7 que
incluyeron cepas provenientes de suelo y de plantas de tomate y papa, pudiendo reflejar
interaccion y cercania entre estas cepas, que tienen distinto origen geografico. El grupo G5
congregd aislados de la Region del Maule, O’Higgins y Valparaiso, pudiendo reflejar una
linea que afecta a la zona central de Chile debido a la cercania de estas regiones, por otro
lado, el grupo G7 agrupd cepas de la Region de Arica y Parinacota, Valparaiso y La
Araucania, regiones que tienen gran distancia geografica que podria reflejar el movimiento de

RSSC dentro del territorio nacional.

Cuando se analizaron con MLVA adicionalmente 21 aislados internacionales de RSSC del
mismo filotipo (II-B), es decir, 43 cepas en total, se formaron 21 agrupaciones, donde un
haplotipo chileno (G7) es compartido con cepas evaluadas de Egipto. Este grupo G7 incluyé
cepas de RSSC aisladas en Chile de tomate de la Region de O’Higgins (M4MP-2) y la Region
de Valparaiso (OTM1), junto con aquellas aisladas de papas en la Region del Maule (SCP1B1
y SCP1B2) con la cepa aislada desde papas en Egipto (NCPPB909). Esta cepa aislada en el
ano 1961 en Egipto es reportada como filotipo IIB sequevar 1, y presenta alta patogenicidad.
La papa en Egipto forma parte del consumo local y es parte de los procesos de exportacion y
produccion del pais siendo el mayor productor de tubérculos en Africa. En Egipto, al igual
que en Chile, existen sistemas de cuidados y alerta de RSSC estableciendo areas libres de
plagas (Pest-Free Areas PFAs), sin embargo, también se ha reportado RSSC en canales de
regadio fuera de estas areas (J. J. Smith et al., 1995; PotatoPro Food Innovation Online Corp,
2023). Los resultados del MLV A muestran ademds que existe cercania entre cepas chilenas
con Colombia, Georgia, India, Israel y Uruguay. El cultivo de papa en Georgia también
representa un pilar para la economia y la dieta de su poblacion y ha enfrentado desafios
debido a RSSC. Un ejemplo de esto se presentd en el afio 2012, reportando por primera vez
en el pais la enfermedad en tomate en las regiones del oeste de Georgia, causando pérdidas de
hasta el 100% en cultivos de invernadero y al aire libre, semejante con el primer reporte de
RSSC en el norte de Chile afectando tomates realizado por Vasconez et al., 2020. Desde

entonces, se han documentado varios casos de esta enfermedad, entre 2012 y 2013, donde se
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detectaron sintomas de RSSC en varias variedades comerciales de papa (Mepharishvili et al.,
2012; Muradashvili et al., 2014). Otra cepa cercana que reveldé el MLVA internacional fue la
cepa uruguaya UY031 de alta agresividad en papa, pertenece al filotipo IIB- seq 1 que fue
aislada de Solanum commersonii (papa silvestre) (Siri etal., 2011), un caso interesante
considerando que los reportes en Chile (SAG) reportan s6lo papas de uso comercial y no
nativas hasta el momento. La presencia de cepas RSSC similares en paises latinoamericanos
cercanos a Chile se puede comprender desde el punto de vista del comercio e intercambio de
productos, por ejemplo, el principal destino de las exportaciones chilenas de papa durante el
periodo entre enero y abril 2024 fue Uruguay, equivalente a casi 940 mil dolares (ODEPA &
Mufioz Villagran, 2024). De esta misma manera, las cepas analizadas de Colombia,
provenientes de cultivos de papa, forman parte de un estudio que propuso secuenciar genomas
de alta calidad de varios patdgenos para salud publica (Consortium for Microbial Forensics
and Genomics (UFORGE): Capturing Global Biodiversity of Pathogens, 2014), podrian
relacionarse con las cepas chilenas analizadas en el MLVA por intercambio de tubérculos

afectados en comercio internacional.

El uso de esquemas de MLVA ha sido utilizado por diversos autores y se consideran
suficientemente confiables para realizar un andlisis a escala fina y la combinacion de
multiples loci TR en cada esquema MLVA permite aumentar su poder discriminativo y
disminuir los efectos de la homoplasia (cambio evolutivo paralelo que hace que dos
organismos presenten un mismo caracter adquirido independientemente). Por ejemplo,
Abdurahman et al., 2019 adapt6 el esquema de Parkinson et al., 2013 combinado con dos loci
del estudio de N’Guessan et al., 2013 para realizar un mapeo de la distribucion de marchitez
bacteriana causada por RSSC (Filotipo IIB seq 1) involucrada en papas de Uganda y pudo
trazar el posible origen del brote de la enfermedad. Estudios similares se realizaron en
Madagascar por Ravelomanantsoa et al., 2016, 2018. Sin embargo, debido a la dispersion de
larga distancia a través de fuentes de agua, materiales vegetales o sustratos contaminados, los
diferentes brotes y filotipos de RSSC podrian ser encontrados en areas geograficas distintas
(Santiago et al., 2020). Por otro lado, se ha reportado que los brotes de marchitez bacteriana,
causada por RSSC, en Etiopia y en China, se correlacionan con la acidificacion de sus suelos,
y que la adicién de limo tenia un efecto positivo en el pH del suelo y en la reducciéon de la
incidencia de la enfermedad en experimentos de campo, (Tafesse et al., 2021) también la
presencia de especies asintomaticas y la contaminacion a través del agua de regadio, es

importante en la sobrevivencia de temporada en temporada y la dispersion de la enfermedad,
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por lo que combatir la acidificacion de los suelos junto con la mejora en sanidad, sanitizacion
y précticas seguras agricolas es fundamental para su control (Lin etal, 2009). La
intensificacion de uso de suelo para cultivo y el incremento de la dispersion geografica podria
favorecer situaciones de simpatria de filotipo y promover mayor intercambio de factores
relevantes a la adaptacion (Wicker et al., 2012), situacion que no ha sido reportada aun en
Chile pues todas las cepas aisladas y analizadas han sido caracterizadas como filotipo IIB.
Patdgenos introducidos en semillas o tubérculos importados de fuentes internacionales son
una de las principales rutas de nuevas enfermedades que ya impactan a Latinoamérica y que
en un futuro seguird ocurriendo, ejemplo de esto incluye nematodos, bacterias del género
Dickeya spp y Ralstonia (Secor & Rivera, 2023). Las regulaciones y reglas establecidas
internacionalmente para la regulacion del movimiento de papas son fundamentales para
prevenir la introduccion de estos fitopatogenos, o de nuevos filotipos, en nuevas areas del

continente y en Chile.

Por otro lado, este trabajo se propuso generar los lineamientos elementales para la
reproduccion in vitro de papas nativas, pudiendo reproducir exitosamente brotes de papa en
laboratorio consolidando un método de desinfeccion y crecimiento en medios de cultivo
estaindares en camaras controladas, logrando la aclimatacion de cultivos, con mejores
resultados en ensayos in vitro. La evaluacion de distintas papas mostrd que la efectividad de
crecimiento dependera altamente en los procesos previos de desinfeccion para la aclimatacion
de las plantas. En los ensayos in vitro las papas Cabrita (“amarilla-morada”), Michufie Blanca
(“amarilla”), Clavela Lisa (“CL”) se obtuvo los mejores resultados en evaluacion de
crecimiento. Mientras que el cultivo de papas nativas a través de yemas en sustrato directo en
invernadero demostrd ser de largos periodos y con alta susceptibilidad a infecciones en
condiciones de camaras de crecimiento, siendo dificil establecer igualdad entre los individuos
para realizar infecciones controladas, pudiendo mejorar su ambiente controlado en futuras

investigaciones.

Salvaguardar estos recursos genéticos es vital para los esfuerzos por mitigar los impactos del
cambio climdtico en los cultivos de papa. Dentro de este contexto, la investigacion sobre el
desarrollo de plantas in vitro y el establecimiento de protocolos de desinfeccion y medios de
cultivo contribuye en la replicacion y mantenimiento de especies nativas de papas importantes
para el pais. Los ensayos finales de in vifro mostraron que los protocolos establecidos

tuvieron buenos resultados en los quintiles mas altos en la evaluacion, pocos estudios sobre la
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propagacion de plantas de papa nativa chilenas se han realizado, pero teniendo en perspectiva
que la mayoria de las variedades de papa cultivadas en el mundo, descienden del grupo
Chilotanum de Solanum y que estas series formadoras de tubérculos de papas tienen una gran
cantidad de especies silvestres que pueden contribuir con genes de resistencia a estrés biotico
y abidtico. Estos materiales tienen alto potencial para su uso en mejoramiento genético de
variedades y el desarrollo de nuevas, por lo que la conservacion in situ y ex situ es de suma
importancia ya que los recursos genéticos es una de las primeras estrategias para enfrentar los

desafios del cambio climatico global (Fernandez et al., 2022).

Para conocer la impronta preliminar del cultivo de papa nativa chilena frente a RSSC se
realizaron ensayos sobre tubérculos directamente sembrados en sustrato (compost:
vermiculita, 2: 1), logrando brotes de papa, pero cuyos resultados mostraron grandes
infecciones en los tubérculos, probablemente proveniente de la alta presencia de carga
bacteriana a la que se enfrentaron en el sustrato. Dentro de las papas evaluadas, la papa
denominada Clavela Redonda (“ama”) fue la que no tuvo ninglin crecimiento y tanto el
control como la evaluacion de RSSC no tuvo crecimiento y todos los tubérculos presentaron
alta contaminacioén. En el caso de la papa Viscocha Morada (“mor”) y Murta Ojuda (“ro)
presentaron crecimiento en control y en infecciéon con RSSC, pero ambos casos también con
grandes infecciones. Mientras que la variedad comercial Asterix solo presento crecimiento en
control, pero también todos los tubérculos presentaron infecciones. La papa, tanto nativa
como comercial, es susceptible a RSCC, pero también a otras especies como Dickeya y
Pectobacterium. Las infecciones presentes en los tubérculos estudiados, presentaban tejidos
acuosos y un olor pestilente penetrante, similares a los sintomas de la pudricion blanca, la
provocada por Pectobacterium que incluyen tejidos blandos, himedos y podridos, inodoro en
las primeras etapas de la descomposicion, pero que desarrolla un olor fétido cuando los
organismos secundarios invaden el tejido infectado (Herbario Virtual UBA, 2023). Los
sintomas causados por RSSC también pueden ser confundidos con aquellos causados por
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, agente causal de la podredumbre anular de la
papa. Una diferencia es que la marchitez bacteriana por RSSC produce anillos de exudacion
en tubérculos mas temprano en la temporada y se desarrolla mas rapidamente (Osdaghi,
2020). En los ensayos de tubérculos no se pudo analizar casos de exudacién pues la pudricion

en los ensayos de tubérculos era avanzada, posiblemente causado por Pectobacterium.

En la evaluacién de rodajas de papas infectadas con RSSC los resultados mostraron una

posible infecciéon de la bacteria en las variedades Murta Ojuda (“ro) y Viscocha Morada
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(“mor), mientras que la papa Clavela Redonda (“ama”) y la variedad comercial Asterix no
presentaron presencia de RSSC, la ultima podria ser la por la utilizaciéon de semillas
certificadas cuya expresion fenotipica podria ser mas resistente a infecciones por RSSC
debido a su destino comercial. El aumento de enfermedades que afectan los cultivos de papa
ha incrementado la diferencia en rendimientos entre semilla certificada y la semilla corriente,
por lo que se incentiva el uso de la primera. Productores mas tecnificados y conscientes de la
importancia de utilizar semillas de calidad y su relacion con mejores rendimientos en el
cultivo es fundamental para la proteccion y seguridad alimentaria (Vallejo G. & Martinez T.,
2023). Segtn el SAG la produccion de semilla certificada corresponde a un éarea de 1.225
hectareas donde destacan las variedades Asterix, Rodeo y Rosi, concentradas principalmente
en la Region de Los Lagos (89%) para la temporada 2022/2023 (ODEPA & Muifioz Villagran,
2024). Si se consideran las 586,6 hectareas reportadas con RSSC (Listado de predios bajo
cuarentena, en el Area Libre de Plagas Cuarentenarias de la Papa (ALPCP) SAG,2021) y un
rendimiento promedio de 28 toneladas por hectarea, el material vegetal de papas no
concretado, o no cultivado, podria alcanzar las 16 mil toneladas. Y si consideramos la
superficie plantada total, las hectdreas reportadas actualmente por RSSC podrian representar
el 1,61% del total cultivado. Dentro de este contexto, es fundamental que se utilice semilla
legal con origen conocido o producida en el mismo predio. El monitoreo de predios es
esencial para mantener la salud del suelo y semillas, se recomienda no permitir el ingreso de
otras papas, sacos usados y plantas con suelo adherido, ni suelo ni maquinaria de predios
vecinos infectados, ni tampoco guardar semillas de papas de otros predios infectados.
Adicionalmente, realizar analisis de aguas de riego puede ser importante para el control de la
entrada de RSSC, como también un saneamiento y limpieza de equipos en todo el proceso
productivo, como también resguardar la calidad del suelo con rotacion de cultivos no huésped

de la enfermedad y la utilizacion de sustratos libres de plagas.

Adicionalmente, estudio de la virulencia de RSCC en especies nativas de papas es importante
para recolectar informacion para futuros escenarios de control, con las actuales amenazas
sobre el uso de suelo y presiones por cambio climatico. Se han encontrado algunas fuentes de
resistencia con el cruce selectivo de especies y también en especies silvestres como S.
boliviense, S. acaule, S. microdontum, S. demissum, S. sparsipilum, S. polytrichon, S.
simplicifolium, entre otras (Sood et al., 2017). Por otro lado, las papas nativas del sur de
Chile, en particular las papas del archipi¢lago de Chiloé presentan patrones genéticos unicos

respecto de las variedades europeas (Inostroza-Blancheteau et al., 2018; Pérez D, 2004). Los
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resultados encontrados en este estudio podrian colaborar en el encuentro de estas fuentes de
resistencia en papas nativas, pero es necesario indagar mas profundamente con mas ensayos,
debido a la variabilidad de sus resultados. Como ejemplo de estas variabilidades, estudios de
hibridos de papa endémica de Solanum tuberosum var fernandezianum presentaron por un
lado, hipersensibilidad a el virus Potato Virus Y (PVY), pero también tolerancia a Potato
leafroll virus (PLRV) y resistencia a tanto el congelamiento y a la marchitez bacteriana por
RSSC (Hijmans et al., 2003; Ricci, 2006; Solano et al., 2011). Otros estudios han demostrado
que el incremento de compuestos fendlicos y flavonoides se relacionan directamente con la
resistencia a la enfermedad de marchitez bacteriana en plantas de tomates, y que sustancias
fenolicas aumentan luego de infecciones provocadas por Ralstonia solanacearum 'y

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Umesha, 2006).
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VI. CONCLUSIONES

El estudio del complejo de especies de Ralstonia solanacearum (RSSC) en Chile es
fundamental debido a la gran plasticidad genética del fitopatdogeno y su potencial adaptacion
ante el calentamiento global. La marchitez bacteriana, producida por RSSC, sumado al
aumento de las temperaturas, plantea un riesgo considerable en zonas templadas, amenazando
una amplia gama de especies importantes para la seguridad alimentaria, incluidas las papas
comercializadas en territorio chileno y aquellas papas nativas arraigadas en el sur de Chile, en
especial en el Archipiélago de Chiloé. La diversidad observada a través de los andlisis
MLVA, tanto a nivel nacional como internacional, confirma la distribucion geografica
extensa de RSSC y su impacto en cultivos, reafirmando la importancia de la papa como
cultivo esencial y la necesidad de practicas agricolas sostenibles para combatir este

fitopatogeno.

RSSC ha mostrado tener una capacidad de dispersion a través de vectores como el agua y
materiales vegetales contaminados, necesitando un manejo y monitoreo integrado a nivel
regional y global, los esfuerzos del Servicio Agricola Ganadero (SAG) parecen establecer un
sistema de cuidados y de prevencion, pero las nuevas detecciones del fitopatdégeno y los
resultados de este estudio sugieren que mas medidas preventivas y restricciones se deben
generar. Desde su primera deteccion en Chile en el afio 1982, RSSC ha afectado a diversos
cultivos agricolas, incluyendo papas y tomates, ilustrando como las practicas agricolas y el
comercio internacional contribuyen a su propagacion. El analisis MLV A realizado sobre 22
aislados nacionales de Ralstonia solanacearum filotipo IIB ha revelado una configuracion de
siete agrupaciones genéticas, revelando una relacion entre ellos independientemente de su
region geografica. Esto sugiere que la diversidad genética dentro de las cepas chilenas de
Ralstonia solanacearum supera las barreras geograficas, y existe dispersion a través de
diferentes hospederos y regiones del pais. La identificacion de agrupaciones especificas
asociadas a hospederos determinados, como las papas y tomates, refuerza la necesidad de
estrategias de manejo que consideren la adaptabilidad del patégeno, pero la identificacion de

un solo filotipo (IIB) sugiere que no ha habido una evolucion descontrolada del fitopatogeno.

La comparacion con 21 cepas internacionales extendid ain mdas la comprension de la
interconexion global de estas cepas, resaltando como una cepa chilena comparte similitudes
genéticas con cepas de Egipto, y cercania con paises latinos como Colombia y Uruguay, y

evidencia la capacidad de RSSC para mantener su patogenicidad a través de distintas fronteras
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y continentes. Este hallazgo es crucial para futuras medidas de control y prevencion, pues
subraya la importancia de un enfoque global en el manejo de la bioseguridad y la sanidad
vegetal, y, ademas, acentian la importancia de desarrollar sistemas de clasificacion avanzados

que permitan predecir sintomatologias y adoptar métodos de control efectivos.

La conservacion de la diversidad genética de las papas nativas es vital para el desarrollo de
nuevas variedades resistentes a enfermedades y adaptadas a cambios ambientales y esfuerzos
se han reportado en Chile y en el mundo para obtener variedades certificadas y resistentes a
enfermedades. Debido a la gran susceptibilidad de papas frente a infecciones la investigacion
de como obtener material vegetal de estas especies es fundamental. Las evaluaciones tanto in
vitro como en sustrato directo reflejaron que las condiciones de desinfeccion de material
vegetal son fundamentales para la obtencion de material de estudio, en este sentido las papas
nativas mostraron ser dificiles de mantener en condiciones controladas, siendo susceptibles a

infecciones bacterianas y fungicas.

La investigacion continua sobre la virulencia y patogenicidad de RSSC es imprescindible para
desarrollar estrategias de manejo mejoradas que pronostiquen y mitiguen futuros brotes, los
ensayos realizados sembrando tubérculos de papa y ensayos en rodajas de papa enfrentados a
RSSC mostraron diversidad de resultados mostraron variabilidad en la efectividad de
resistencia de las diferentes papas nativas evaluadas frente a la infeccion por RSSC. Por
ejemplo, de las papas nativas evaluadas, Clavela Redonda (“Ama”) y Murta Ojuda (“Ro)
presentaron crecimiento de los tubérculos infectados con RSSC, pero una evaluacion mas
profunda reveld que igual contenian presencia infecciosa en el tubérculo en el sustrato, por
otro lado, la papa Murta Ojuda presentd una posible presencia de RSSC en el ensayo de
rodajas, mientras que Clavela Redonda en el ensayo de rodajas no presentd presencia de
RSSC. En el caso de la variedad comercial Asterix, el ensayo de rodajas no presento
presencia preliminar de RSSC y el ensayo de tubérculos solo tuvo crecimiento el control. Por
otro lado, la papa Viscocha Morada (“Mor) presentd crecimiento tanto en control y en
aquellos tubérculos enfrentados a RSSC, pero al igual que las otras papas evaluadas, presento
infeccion en el tubérculo en el sustrato, y ademas report6 una posible presencia de RSSC en el
ensayo de rodajas. Esta variabilidad de respuestas y resultados muestra la complejidad del
desafio que RSSC representa para la produccion de papa, y en particular, la susceptibilidad
que presentan estas papas nativas. La alta susceptibilidad de ciertas variedades nativas sugiere
que es crucial fortalecer las medidas de control y prevencidn, especialmente en regiones

donde estas papas son un componente esencial de la seguridad alimentaria y cultural.
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Finalmente, es esencial continuar con estudios detallados sobre RSSC, incluyendo
investigaciones genomicas que clarifiquen sus estructuras poblacionales y rutas de
transmision. Las conclusiones de este estudio sobre Ralstonia solanacearum en Chile validan
la hipotesis propuesta, al confirmar la diversidad genética de las cepas, su asociacion con
cepas de otras regiones del mundo, y variaciones en la virulencia entre diferentes variedades

de papas nativas chilenas.
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VIII. ANEXOS

ANEXO N°1: Detalle ensayos in vitro realizados
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C(Tnt.r o . Total, con | desarrollo To‘t al., ST Cultivo con con To‘t al‘, o idad | Efectivi
crecimiento | Cultivo .. . crecimiento / .. | desarroll | crecimiento / .
. A Crecimient (hojas .. | sustrato | Crecimie . .. | sustrat | dadin

/ Variedad | in vitro .. Contaminaci N o (hojas | Contaminaci .

o inicial | verdaderas . directo nto . (1] vitro
Planta on o . . verdade on A
) inicial ras) directo

"Amarilla” 8 0 6 2 7 4 1 2 43% 75%
Amarlllil- 3 1 6 1 7 4 2 1 57% 81%
Morada
“Roja” 10 3 6 1 7 1 3 3 50% 75%
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“Morada” 8 1 6 1 7 3 50% 81%
Promedio
efectividad 50,00 o
(ensayo 4 % IS0
dic/ene 2023)
Dia 15
Total, .
Control . Total, con Tot‘al,.Sm . .
.. Culti crecimiento | Efectivid
crecimiento / . con desarroll 5
. vo in .. . / ad in
Variedad . Crecimie | o (hojas . .
vitro . Contaminac vitro
Planta nto inicial | verdader iy
ion
as)
“LDV" 12 4 7 1 75%
A 12 2 9 1 83%
“MN” 12 1 9 2 79%
“CL” 12 3 9 0 88%
Promedio
cedhibil | g | DS
abril 2023)
Total, | 7¢al, sin
Control . Total, con . ..
P Culti crecimiento | Efectivid
crecimiento / . con desarroll .,
. vo in .. . / ad in
Variedad X Crecimie | o (hojas . N
vitro A Contaminac vitro
Planta nto inicial | verdader ion
as)
“LDV" 15 4 8 3 67%
A 15 2 11 2 80%
“MN” 15 1 13 1 90%
“CL” 15 2 12 1 87%
Promedio
it | g | P20
julio 2023)
UhiEL, Total, Sin
Control . Total, con o ..
.. Culti crecimiento | Efectivid
crecimiento / . con desarroll .
. vo in .. . / ad in
Variedad X Crecimie | o (hojas . N
vitro A Contaminac vitro
Planta nto inicial | verdader o
ion
as)
“LDV” 12 1 10 1 88%
“yr 12 1 10 1 88%
“MN” 12 2 9 1 83%
“CL” 12 3 7 2 71%
Promedio
cectidat | saam | D2t
oct 2023)

67




ANEXO N°2: Detalles tamaiio y peso de tubérculos de papa utilizados en ensayo.

o Ancho Largo Masa o | Ancho | Largo
e | em | @ N e | em) | Mas®
Variedad 1 35 5 44,34 Variedad 1 3.8 52 49,48
MORADA 2 4 5.2 43,73 AMARILLA 2 3.8 6,2 54,61
“MOR” 3 46 47 55,75 “AMA” 3 4 54 51,58
4 4,5 4,6 50,38 4 3,9 5,7 57,85
5 4,3 4,7 51,87 5 3,7 5,6 55,72
6 4,1 5,6 54,02 6 4,6 4,9 54,51
7 3.8 5.7 55,52 7 47 6 56,89
8 3,8 5,4 51,82 8 3,6 5,3 39,99
Promedio Promedio
X 4,08 5,11 50,93 X 4,01 5,54 52,58
N° Ancho Largo Masa N° Ancho | Largo Masa (g)
. (cm) (cm) (g) . (cm) (cm)
Variedad Variedad
ROJA “RO” 1 4,7 5,1 62,94 COMERCIAL 1 3,8 6,1 52,83
2 4,1 43 42,78 ASTERIX 2 4,1 5,7 46,79
3 4 5,7 50,92 “«COM” 3 4 6,2 46,56
4 4 5,2 48,79 4 3,9 5,3 44,85
5 4,3 4,7 48,61 5 3,9 5,8 52,6
6 4,3 5,6 60,14 6 3,9 5,6 47,9
7 4,1 4,6 48,07 7 4,2 5,6 52,66
8 4,2 4,1 36,54 8 3,7 5,7 44,64
Promedio Promedio
X 4,21 4,91 49,85 X 3,94 5,75 48,60
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ANEXO N°3: Identificacion papas utilizadas

Nombre Detalles Identificacion con nombre comun preliminar
Michuiie Blanca
Mombre: Guadacho blanca
Michufie blanca
M° de colecta: 280C0ON755
DESCRIPCION
[Ty La]
Forma alargada, piel amarilla, pulpa amarilla. oy fu
Las variedades “Amarilla, “Amarilla-morada”, sl
" N “Roja” y “Morada” fueron adquiridas en el e ki
Amarilla comercio local de la Region de Los Lagos.

Utilizando el listado de referencia de productores
de semillas corrientes reportados por el SAG,
también se puede observar que la variedad
“michufie blanca” es comercializable en la Region
de Los Lagos.

Michuﬁc E)lanca

Tubérculo: Forma alargada, ojos

poco profundos
Piel: color beige dorado
Pulpa: color beige dorado

ia de foloks securdarios
e

muscnbe o muy baja

rusonbe ¢
mdins
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“Amarilla-Morada”

Piel amarilla y morado, pulpa con
pigmentacion morada. Su pigmentacion
permite la diferenciacion rapida de las
otras variedades nativas de papa,

Las variedades ‘“Amarilla, ‘“Amarilla-
morada”, “Roja” y “Morada” fueron
adquiridas en el comercio local de la
Region de Los Lagos.

Utilizando el listado de referencia de
productores de semillas corrientes
reportados por el SAG, también se puede
observar que la variedad “cabrita” es
comercializable en la Region de Los
Lagos.

Cabrita

ANTECEDENTES EVALUATORIOS

Acoptackin
Color

Forma

Desirdagrackin de la pulpa

Oor da & pulps

Lignoial Satisimc
Varegade amarilo
rossdn
Redonda
Escasa dasntagracion
supaicia
V0 axirefin A cesanbbs
18, Alcachofas,

ania|
Sabor da ka pulps ” sl algo astningenbs
Dureza oa & puip Elarda

Calidad da la pulpa Herinoas v algo himada
Tipo do grarg berrnEdio

pmwC

Ireriorn '.'l-.-nll"'-- af -cll.i- ¥ ExlEFTsa £ un S acable
|| sirilar & alcacholas
o‘ .
- 130

1148

my

Mombre: Cabrita
MN® de colecta: NG-133
DESCRIPCION

BROTE

[ Ls e
aslérica
iy Tueme
Proporcion de axul en la
tacidn amocianics de la
ey
Fll!.‘l"': cargsa 09 |5 Dess okl
-u- nafio ded axtremo en relecadn
on | s granda
o del exirems CRTRdn
nladian antocidnica del
exfrema ity Tusts
Pubesoendia dal extrema miedia
Wiamero de ilas bajs
Long#tid da las ramiicacionas
ateralas cortas
PLAMTA
Estructura del inllaje tipa irdermaedn
Preta dal sirams rastreso
Alura
Fracusncia de fiores
Pigmanacidin antocsinica dal lalk mada
HOUA,
Apmriurs intarmadia

Preses i de fololos secundarios Gabl

areca del

nenio central ol
SEGUNDD PAR DE FOLIOLOS
LAT FR ALES

o
N rakacdn aon la longhad
LI 51 I-HMIN LES Y

."n. I-H.E-I ES
racusncia de @ coalescancia  ausenle

a

o muy baja

icin chal bBordea
cic al e los neics
i MEd

TEI FLORAL
Pigmantacion antacidrica meadia
INFLORESCENCLA
Tamario
-'|"|'|r'n'l cHen anbociareca dal

oL I

la pigmentacion
28 e la carm inlama
n de azul en la

pigmentacitn antociinica da la
cara infarma

.-'I I'|I IF 'l I' A I|I""I'|i|

QD CoMa
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“Roj a”

Forma alargada, piel rojiza, pulpa beige
rojiza.

Las variedades “Amarilla, “Amarilla-
morada”, “Roja” y “Morada” fueron
adquiridas en el comercio local de la
Region de Los Lagos.

Utilizando el listado de referencia de
productores de semillas corrientes
reportados por el SAG, también se puede
observar que la variedad “michufie roja”
es comercializable en la Region de Los
Lagos.

Michuiie Roja

Mombre: Michufie roja o Cacho roja

M® de colecta; NG-

85

DESCRIPCION

BROTE

TRmafio

Fiorma

Pigmenlacitn antocirica da la
HE

Praparcdn de azid anla
pigmentacion antoclarica e 1a
hasa

Fubascencia de \a base
Tamaa del exirama an relacikn
con la base

Parte del axlremo
Pigmeniacion antoodnica ded
ERIPETED

Fubescencia del exirama
Mimero de radicules

Langitid de kas ramificaciones
laterales

PLANTA

Estructura del follajs

Porbe del extramn

Allura

Fracusncia de flores
Pigmuniaccin antoodnica oed talo
HCUA

Apariura

Prasencia de foiicios secundanos
Calar verde

Pigmentacitn antocidrica dal
nervio cantral del haz
SEGUNDO PAR DE FOLIOLOS
LATERALES

Tamars

anchura en reacion con i iongBud
FOLIOLES TERMINALES ¥
LATERALES

Frecuentia de la coalescencia
FOLIOLO

Onidulaciin del borde
Profundicad de ios nenvios
Brilia dal kaz

BOTON FLORAL

Figmankaciin ardocidnica
INFLORESCENCIA

Tamafio

Figmentacidn antocidnica del
pedunculs

COROLA DE LAFLOR
Tamafic

Infermiclad de la pigmentacian

anlociinica de k@ cama nbema
Proporcian de asul en la
pigrneniscdn ankocidnica de la
CArE inlerma

Exlanaida da |8 gigmenlacidn
amocianica de fa cara inbema
TUBERCULO

FofFia

Pralundidad da los ajos
Crdar g la pial

Cobai da o biss dal 5o
Cobar de s pulpa

pegquaio
chinica

mury fumrta
madia
migdia

ance
ceracs

il

reda

medio

cortas

lipo intermadio
samiaracto
madin
mzanda o maly haja
media

media
gL fta
chéail
peduafic

deéti

ausanta o ba@a
My grands

iy alarpada
medios

withala

witlels
parcalmanba rojo

233
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“Morada”

Forma alargada, pie | oscura, pulpa con
pigmentacién morada

Las variedades ‘“Amarilla, “Amarilla-morada”,
“Roja” y “Morada” fueron adquiridas en el
comercio local de la Region de Los Lagos.

Utilizando el listado de referencia de productores
de semillas corrientes reportados por el SAG,
también se puede observar que la variedad
“michufie roja” es comercializable en la Region
de Los Lagos.

Presente en la “Lista de Variedades de especies
agricolas oficialmente descritas (historica)” del
SAG.

Michufie Ncgra

Tubérculo: Forma alargada, ojos pro-

fundos

Piel: color violeta oscuro

Pulpa: color beige dorado con pigmen-
tacién violeta

Michuiie Negra

Nombre: Michufie ojo superficial
N° de colecta: 260C0ON917
DESCRIPCION
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“LDV”

Forma redonda, ojos profundos y brote
tamafio medio, color beige.

Las papas “LDV”, “V”, “CL”, y “MN”
fueron adquiridas en la Region de Los
Rios. Reportadas de esta region por el
vendedor de comercio (supermercado).

Presente en la “Lista de Variedades de
especies agricolas oficialmente descritas
(histdrica)” del SAG.

Lengua de Vaca

Nombre: Amarilla ojuda
MN® de colecta; NG-112
DESCRIPCION

BROTE

Tamarho mandio
Forma eslérica
Pigmenacitn antociirecs da la

aso mury fusrie

Proporcian de azud en la
pigmentacitn antocianca da la

base mugente o bala
Pubescencia de ka bage mndia
Tamafo del exdrems @n relacion

an la base grande

Porte del gatremo cemadn
Pigmamaciin antocinica dal

axinemac madia
Pubsscencia del axtremo Tuarte

L]y der rasdlicuias madia

Lary di= las ramificacones

latera cortas
PLANTA

Estructura dal fakajs lipa irtermads
Porle del axtremo sEMIGrECin
Akura larga
Frecuansia de Sonas miadia
r'lg'l't"ll.i.-.-'l.l-'l ariocidnGa ded alo meda

HOWJA

Mpertura inbermedia
Presenca de foliolos secundanos mada

Golar verda DU
Pigmantacitn antocianica dal

niarvio caniral del haz muGEntE o mLy cébl
SEGLINDOD PAR OE FOLMLOS

LATERALES

Tamafo pranca

ANChUrA &N meiackin con e longitud encha

FOLIOLES TERMENALES ¥

LATERALES

cia o la coakescencla susente o muy baja
Q

[ acitn cal bonde asRnta o myy cebil
Profundidad di ko6 narnvios poco profundos
Beilly dal haz e
BOTON FLORMAL
Paymsndaciin snincsanics fuares
NFLORESCENCIA
Tamaf anoa

J lacitn enlocssinice da

Lt I el
RO JE LA FLOR
Tamato bl
mensitad de la pgmantacion

Antacidnca oa |a cara intema ALISRMIR 0 muy oabil
J da azul an ka
on anincianica oa 1A

A o la cara imlema

TLURERGLILO

Forma radondo
Profundidad de ks ojos s

Golor de la pal g clarn
Golor de la hass dal oo amarlic

Golor de la pulpa amariiio medic
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Estos tubérculos eran de color morado
oscuro, redondos, y la pulpa presentaba
coloracién parcial morada.

Las papas “LDV”, “V”, “CL”, y “MN”
fueron adquiridas en la Region de Los
Rios. Reportadas de esta region por el
vendedor de comercio (supermercado).

Presente en la “Lista de Variedades de
especies agricolas oficialmente descritas
(histérica)” del SAG.

Viscocha morada

ANTECEDENTES EVALUATORIOS

Aneptackn Genera
Colar da |3 hojsada

Farma de la fausla
Coior

Sabor

Flassai

Teshrn

Aposptacian Gerera
Color de la pulpa

spz
Calldlad o I pupa
i de grann

tn cumple sabizfact
o Sabaor umami ol

e ailag

35 { Galsfacioria |

lineas mardas
Radonda
e Woslade

Crocanie

36 { Salsfckria |

amanila - crema con

¥ @il

Codda

wWariegado gris amarnilo-grs

Tama

ia oo s .u.nl.u
y acenoss, clor ligern

3, lRsiira orooanma lhn.ﬂ"l.!l\rﬂ AOr T 1r||ﬁ"'.'| ||'|

Bl R et SispTicial
Alge axirafia dessable (sl 8
acachotas o especia)
Madonado 2 -:I ngenie

Nombre: Viscocha morada
N? de colecta: 396C0ONS0E&

DESCRIPCION

BROTE

Tamafo prande
Forma eslirica
Pigmenlasan amocianica de ia

base mily fuarka
Prooorcitn de asul en la

pgmantaciin anicoanica de s

base eyl

Pubescencia oe la base
Tamaio dal extrema en relacon

ausents o muy débil

con la paguaiio
Parie ded axirermno Inlefrado
Pigmsntacian anicoanicas de

axtrama muy fuerie
Pubascencia del axtramo mdia
Mismen da radicidas [1: ]
Langilid de las ramificaciones

Internles oorlas

PLANTA
Estructura dal folag

tipo rardcado

Paorle del axtremo samirecio
AHura angm
Frecuencia de flaras misdia

Pigrantacon aniocianica del tako fuens
HOUA

prTiacion antociarca del
nervic cordral cel haz

SEGUMDO PAR DE FOLIOLOS

LATERALES
Tamano

abwaria

e i Toliodos secundanos deiil
T

iy pegquefio

anchura an relacion con la longihud estracha

FOLMOLES TERMINALES ¥
LATERALES

Fracuancia de la coalesoanca
FOLKILG

musenle o muy baja

Drehdacin del bormas media
Profundidad de los nareos madias
Brilo gal hag

BOTON FLORAL

Pigmentacidn ariccidnica media
INFLORESCEMCIA

Tamafin

Pigmantacin arfocidnica ded
paRrLincLke media
COROLA DE LA FLOR

Tamano medio

Inlensidad de la pigmentaciin
anlossnca de la cara interma
Proporcion da azul en la
pgmaRnackin antooanica de |a

ausente o muy débi

cara inkarma alvada
Exfarsadn de la pigmantacion

antoglanica oa |8 carm inderma pecjuefia
TLIHERCLILG

Foema redonda
Profundidad de los ojos prafundos
Color de la piel morada
Color de la base del ojp morada

Color de la pulpa

pancaiments moEdo
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“CL”

Los tubérculos utilizados tenian forma
redonda, de color amarillo claro, yemas
poco profundas y color de pulpa
amarilla.

Las papas “LDV”, “V”, “CL”, y “MN”
fueron adquiridas en la Region de Los
Rios. Reportadas de esta region por el
vendedor de comercio (supermercado).

Presente en la “Lista de Variedades de
especies agricolas oficialmente descritas
(histérica)” del SAG.

Clavela Lisa

Nombre: Amarilla ojuda

N® de colecta: NG-112
DESCRIPCION

BROTE

Tamaro g ls U
Fomma esférica
Figmamacitn anlociirecs & &

basa muy fuarie
Proporcicn do azul anfia

pigmamacitn antociarnca da la

basa eusente o bala
Pubsscencia de la bage madia
Tamafo del exirems en relacidn

con la base pranche
Porte dgl axtremo (= gl
Pgmantacion entosEnica dal

axirems mgndia
Pubsacencia del axiremo fuerhe

Momen da radicuias meadio
o de las ramificaciones

cortas
Estructura dal foliaje bipso irdaermacen
Pors dal axtremo semisgrecin
Alura larga
Frecijencia de Sarag meda

Fagrmeanlscatn Bribcianaca ded talo medsa

HOJA

Apertura inbermedia

Prasenca de foliclcs secundanos meda
vare CERCLIND

ion antooianica dal

SEGLINDO PFAR DE FOLIQL OGS
LATERALES

Tamarao Fanca
anchura an relacktn con B longitud sncha
) ES TERMENALES ¥

RALES

L)
lacién chal barda

ungdidad de 106 nervios pco profurdos
Bl del haz mada
BOTON FLEORAL
Pigmsandacin sntocdnics fuare

NFLORESCEMCIA

pranca
150 anloosdnica da
mada
JE LA FLOR
Tamafo i
miensidad de la pgmartacion
anhociarica ca la cara ineema AUsEiE o My skl

Proporcitn de azul an a
10n antncianica da g

kgmariacitn
aara rriemsa

rgiarado
madas
Coodor de la el baaig@ claro
Color de la hase dal oo arnanlbe
Color de la pulpa amari ik medic

anbral del hae puigEnte o muy cebel

cia e la coalescencia musenie o muy baja

Baisanie o muy okl
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Michuiie Negra

Nombre: Michufie azul-ojuda
N° de colecta: 275CON756
DESCRIPCION

BROTE
Tamaho paqueio
Forma cinica
Pigmantacidn anlocidnica de &
baae muy fuerla
Premorcion de arul en la
grentacin amocdnica de fa
5K Eevada
Pubescrroa oa a hasa mecsa
Tamafn dal axtremo an ralacicn
GO 1§ DEss maceg
:;:Jl'_ﬁ ﬂ'ill axiram: = : CRITADD
, prneniacin arocidnica de
“MN” El color de la pulpa fue el mas oscuro @R iy it
P‘._ltlE‘EJAEM-FI dal Eatnednio gl ]
evaluado. e g S o
atarales Cortms
FLAMTA
Eslructura del allaj § —
Las papas “LDV”, “V”, “CL”, y “MN” | Faiiils oo
o . oy Altura larga
fueron adquiridas en la Region de Los Frecusncia de flares bea
, ., FI:]I-':I'HI.FI.I-" a oG dnich del ko debil
Rios. Reportadas de esta region por el B i
vendedor de comercio (supermercado). L e MO S
Figmentacion anbocidnica del
EEGUNDD PAR DE FOLIOLOS
Presente en la “Lista de Variedades de LATERALES i
. , . . amaii : ¥ grand
iz il O o i dig
especies agricolas oficialmente descritas e i
f t AT ea)? LATERALES
(hlstorlca) del SAG. Frecugncia oe la coalascencts  ausanta o muy baja
FOLIOLD
Onckilacitn dal borde Ausmanta o My bl
Profundicdad de koe nervios madios
Brilic del haz
BOTOM FLORAL
Pigmanaciin anlocsanica mexdia
NFLORESCEMCIA,
Tamana mexdia
FPigmantaciin sniocidanica del
padur dtbil
CORCLA DE LA FLOR
Tamaia mexdia

intenaidan de la pigmantackin

antocidrecs o8 |3 CATE IMerma media
Proparcion de azul an la

pamErAaciin Anincanica de la

CArg Intarma ausenle o dJiga
Extensdn de ia plgmantaciin

mnlocanica O la cara indarma media

TLHERCLILO

Foema iy alargada
Profundicad de os oos medias

Cplor de ka peal miorads

Color de o base ded ajo morads

Color de ia pulpa parcialmesnle morado
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Nombre: Michufie ojo superficial
N® de colecta: 260C0ONS17
DESCRIPCION

BROTE

Tamafic granda
Farma e
Pigmantacitin antorcianica do &

hasa mily furrta

Praparciin de azul an la
plgmentacdn ankocianica da la

hesa alevada
Pubescancia de 18 basa BUSENIE & My dedil
Tamano del axirems en nalacion

oon @ base paguano

Porle el sxtrema LRFTAs
Pigmentscion antociinics del

axlremo maly fuerie
Pubescancia del eatremo medn

Humare de rediculas oo

Longitid da las ramificaciones

‘aterakas cortas
PLANTA

Estructura del foliaje lipo intarmedic
Porte dal extramo GAMIAECLD
Allura cOra

Frazuencia de Nares
Pigmantacain aniocanica del ko débil

H

Apaiurd abera
Prasencia da obolos secundanas débil
Calar verde

Pigmentacidn antociinica del

nervio ceniral tel haz

SEGUNMDO PAR DE FOLIOLOS

LATERALES

Tamaric madn

anchura en relacion con la longiud estrecha
FOLIQLES TERMIMALES ¥

LATERALES

Frecuencia de la coalescancia ausenie o muy baja
FOLIDLE

Dindulacidn del borda ausanis o muy dabil
Profundidad de Ies nendos poce profundos
Brillo ded hag

BOTON FLORAL

Pigmentacitn antaciinica

INFLORESCEMCIA

Tamario

Pigmantacitn antociinica dal

padinciin

CORDLADE LAFLOR

Tamanfia

Intgrsidad da |a pigmoniRcan

amipcianica de la carm inbema

Proparcian de aaul an la

oigmentacin antaclanica de la

Cara imerma

Extansitn da | pigmentaciin

anincianica de fa cam intama

TUBERCULD

Farma owalaca largo
Profundicad de Ios ojos madios

Color oe la pigl maracs

Color de la base del ojo marado

Calor de la puipa amarilia clara pigm
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“Comercial”

Distribuida por Comercial Ancovi

Esta variedad, denominada “Comercial”
en este trabajo, es una papa blanca con
forma oval alargado y de pulpa blanca,
la piel suele ser rojiza y lisa. Reportada

como semilla comun de papa por el
SAG.

Asterix

SERVICIO AGRICOLA Y GANADERDO | Division Semillas

ASTERIX

DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL
TUBERCULD

Color de piel del | Rojo v lso
tubséroule:

Color dela pulpx | Blanca amarillenta
Forma del tubéroulo: | Oval alargado

Departamento de Certificacin y Comercio de Semillas
y Plantas Frutales

—
o

| PAPA

Solanum tuberosum |
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"Ama"

Variedad proveniente de “papas mix” de
la marca Huertos del Ranco (Res.
Sanitaria N°2495 16/04/13 Seremi Salud
R. de Los Rios) Rio Bueno informadas
via telefonica por el proveedor como
“amarilla, morada y murta roja”

Presente en la “Lista de Variedades de

especies agricolas oficialmente descritas
(historica)” del SAG.

Clavela redonda

4

MNombre: Clavela redonda
N® de colecta: 564C0ON1085
DESCRIPCION

BROTE

Tamafin miadio
Forma aghdica
Pigrnenlacsin amocidnica de &

base rrwry Tussrs

Proporcién de azul en la
pigmantacidin amocianica de la

base ausanta o baja
Pubescanca oa |8 basa et

Tarmafio del exiréeno en relaton

con lo base medic

Porte del cxtrema oemado
Pigmentaciin amocianica del

Einaimad dati
Pubienanca del sxiramd mesdia
Nimer de radiculas alto

Longiid de las ramficacionas

lalerales conas
PLAMTHA

Estnactura ded follaje Bpo ramificado
Pora dal sxinama anacto

-] larga
Fracuancia de fiores mesdia

I'-:Igl"l&"-'!-\.i:h.'ll' antockanica dal tallo mesdia
1A

Aparurs irtermedia
Prasencia de falolos secundarios débi
Caolor verdn OsCuro

Pigmentacutin antaclanica dal
neardn cantral gal haz
SEGUNDC PAR DE FOLIOLDS
LATERALES

ramanio grancie

anchura an relacstn con la ingihud anchia

FOLFOLES TERMIMALES Y

LATERALES

Frecuencia de la coalescancia ausante o muy baja
FOLKILG

OndulasEon ded bBorsa
Profundidesd de s neraos

ausanta o muy bl

ausania o muy dibl
poco profundos

Brilo dal har rmedio
BOTON FLORAL

Figmentacain aniocianica figrta
INFLORESCENCIA

Tamanio miedia
Pigmenlecdn antoclanica dal
pedimcido iedis
COROLADE LA FLOR

Tamarns el

Inkansidad g la plgmentacion

Arccianica de A cara intama AUEANDE O muy déb
Proporcién de azul &n la

pigmeniBsEon antacianica de la

aara irferma ausanbe o baja
Extensitn oa la pigmentacdn susante o muy
amecianica de A cama intama peouER
TUBERCULD

Farma ovalads
Profuncidad oa ins ojos poco produndos
Color da la pied amanlip

Cokor e |a besa del oo amaniic
Colar de 1 pulpa Emanih medio
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Reporta color de la pulpa parcialmente
10jo.

Variedad proveniente de “papas mix” de
la marca Huertos del Ranco (Res.
Sanitaria N°2495 16/04/13 Seremi Salud
R. de Los Rios) Rio Bueno informadas
via telefénica por el proveedor como
“amarilla, morada y murta roja”

Presente en la “Lista de Variedades de

especies agricolas oficialmente descritas
(historica)” del SAG.

Murta ojuda

MNombre: Murta ojuda
MN® de colecta: NG-98

DESCRIPCION
BROTE
Temafo pequehic
Forma avoite
Figmentason antaciinca oa |8
s iy famna

Froporcian de azul en la
pigrmentaciin antociinica oe |

it riedia
Pubeacancia de la base rmedia
Tarmario del exlremn an relacion

con la base grande
Porie dal patremo cemado
Pigmentacion antocidnica del

gatrermo media
Pubiescencis ded extremo media
hadmeng de rsdicukas bajo
Longitid de las ramificaciones

aleralas cortas
PLANTA

Estructura del foliajm tipa infermandio
Porta del patremo SEMIRRCIn
Altura larga
Frecusncia de flaras madia
Pigmantacin anlociirica del e maedia
ML,

Apadura ahierta

Presenca de foliclos secundarios media
Calar verde

Pigmamacitn sniocinica ded

Aervio caninal del hae

SEGUMDO PAR DE FOLIOLOS
LATERALES

Taraio raide
anchura en relaciin con la longibud meadia
FOLICLES TERMINALES ¥
LATERALES

Frecuencia de |a coslescencia  susente o muy baja
FOLICLO

al borde ausere o muy déhi
de kas nervios

AL
Pagmantacidn anoGEanica ausenle o muy débi
HFLORESCEMGIA
Tamaia A
Pirgmantackin ariccianica ded
peolncul ausenie o muy dsbi
COROLA DE LAFLOR
Tamaho pexja o
nil ad de fa pigmentacan

antocirca de la cara indama readia
Propoiciin o8 azul en la

pRgymamaciin anloEanica de &

cara inkama ALEBMe O |'-\.'||_'|
Extansian de la pigmeantackin

antocidnica de la cara Inbarna media
TUBERGLILD

Frerna raionca

joad de a8 ojos mify profundos
@ A sl

@ la base ded ajo
w la prilpa

wcialments roo
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Variedad proveniente de “papas mix” de
la marca Huertos del Ranco (Res.
Sanitaria N°2495 16/04/13 Seremi Salud
R. de Los Rios) Rio Bueno informadas
via telefénica por el proveedor como
“amarilla, morada y murta roja”

Presenta coloracion morada en la pulpa
del tubérculo, que presenta una piel
oscura negra-morada y ojos profundos.

El catalogo de plantas nativas (Contreras
& Castro Urrutia, 2008) describe una
reportada similar.

Presente en la “Lista de Variedades de

especies agricolas oficialmente descritas
(historica)” del SAG.

Viscocha morada

ANTECEDENTES
Apepiackin Lerery
Color da | hojusia

Fiormma de la Feusls

Apspiacion Gerernl
Color de la pulpa

Sabor da k pulpa
e inza o b pulpa

cumpks gatiEfEcionam
sabor umami cuica

EVAL
5 | Ea

Redonda

Ligers

L

e

Cr

36 Solsf | - Cocida
variegado gns amarilo-grs

THRETA
R

kT st EupeTicial
8 demsabla (il A

i BT
adhasin; jaborosn
Inlarmsdia

wnle (e las aepecialiag de
v aceRonn, olor Iigecamanta 8

el Cfocanie v afraotivo colar amankic con lingas

MNombre: Viscocha

moradsa

N de colecta: 396C0ON906
DESCRIPCION

BROTE

Termano

Forma

Pigmenlatsin amocianica de la
base

Proporcitn de azul en la
pgmantacidn aniooanica de la
hass

Pubtsascancia oa la base
Tamaiio tal sxlrema en relacon
con |a base

Parte ded exiremo
Pigmantackin aniocdnics de
axiramn

Pubsaacencia del axiramo
Mirmera de radiculas

Longilid de tas ramilicaciones
laterales

PLANTA

Estructura dal folam

Porie dal axtremo

Alura

Frecuencia de flares
Pigmaniacin anocianica del ko
HOUA

Apeadura

Prasencs e [oioos secundanis
Ceolar verde

Pigmantacion antociinca del
norvio oeminal del haz
SEGUNDO PAR DE FOLIOLOS
LATERALES

Tamario

anchuma an relactn can a ongitud
FOLMILES TERMIMALES ¥

LATERALES
Fracuancia da la coalesonnoa
FOLKILO

Dndaciin del bora
Frofurdidad de los neras
Brilo gel hiaz

BOTCON FLORAL
Figmentacian amocinica
INFLORESGEMCIA

Tamafo

Figmantacion amocisnica de
pArincLk

CGOROLA DE La FLOR
Tamafo

Infensidad de la pigmentacin
BNDCKNCR 0@ la carm inerma
Proporcitn da azul en la
pEgmantacion antnoEanica de (a
Ccara Inbama

Extansdn dm la pigmantacion
ANtosiAnica de 13 cara imerma
TLIBERCLILO

Foma

Profundidad de los ojos

Color de la piel

Golor de la base del ojo

Color de la pulpa

prande
eslfrica

mily fuara
elevads
musenbs o may débd

pagquaio
ITEFTc

muy fuare
mmdin

bajo

cortas

lipo ramiicado
s rech
g

madin

fuana

abiaria
deil

muy pequeiio
estracha

musents o muy baja
miedia

miedias

media

media
media

ausante o muy débd

ahvada
pequefia

redonda

profundas

morado

moratdo
parciaiments marado
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