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RESUMEN

El cultivo de naranjilla en Ecuador tiene un gran potencial debido a sus excelentes
caracteristicas organolépticas. Sin embargo, es muy susceptible al ataque del nematodo
Meloidogyne incognita, en ocasiones causando la pérdida total del cultivo. Esta investigacion
se llevo a cabo bajo invernadero con objetivo de determinar la resistencia a Meloidogyne
incognita, en tres especies de la seccion Lasiocarpa: S. quitoense, S. hirtum y Solanum sp; v,
buscar marcadores moleculares RGAs y SSR asociados a la resistencia. Para el analisis
fenotipico se utiliz6 un disefio completamente al azar con cinco repeticiones, y en el anélisis
molecular se considerd el polimorfismo basado en ausencia o presencia de productos de
amplificacion. El inoculo fue extraido de raices infectadas de naranjilla, el cual fue utilizado
para infectar las tres especies. Para los anélisis moleculares se utilizaron primers RGAs y SSR
definidos sobre regiones de homologia en genes de resistencia en diferentes cultivos. Se
encontrd que para las variables biomasa acumulada, aumento de la poblacién, incidencia, indice
de nudosidad y severidad, los resultados mostraron diferencias altamente significativas entre S.
hirtum y Solanum sp. con respecto a la especie susceptible (S. quitoense) a los 80 dias de
evaluacion. En cuanto a los marcadores moleculares se encontré dos pares de primers que
amplificaron en S. hirtum y S. quitoense: un RGA definido sobre un dominio LRR y un SSR
definido en pimiento. No se obtuvo amplificaciones en Solanum sp. Ademas, estos primers

resultaron ser polimdrficos en la poblacidn segregante entre S. quitoense y S. hirtum.

Palabras claves: Nematodo del nudo de laraiz, Marcadores moleculares, Microsatélites, Genes
de resistencia analogos.
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ABSTRACT

The naranjilla crop has a great potential in Ecuador, due to its excellent organoleptic
characteristics. Nevertheless, the crop has a high susceptibility to attack of nematode
Meloydogyne incognita, sometimes occasioning the total loss of crop. This research was carried
out under greenhouse and the objectives were: determine the resistance to Meloidogyne
incognita, in three species of the Lasiocarpa section: S. quitoense, S. hirtum and Solanum sp;
and, find RGAs and SSR molecular markers associated with resistance. For phenotypic
analysis, a completely randomized design with five repetitions was used, and for molecular
analysis the polymorphism based on absence or presence of amplification products was
considered. Nematode inoculum was extracted from roots infected with naranjilla. For
molecular analyzes, we used RGAs and SSR primers defined on homology regions for crop
resistance genes previously identified. We found that for variables: accumulated biomass,
population increase, incidence, index of knotty and severity, results showed highly significant
differences between S. hirtum and Solanum sp. with respect to susceptible specie (S. quitoense)
at 80 days of evaluation. Regarding the molecular markers, we found two pairs of primers that
amplified in S. hirtum and S. quitoense: an RGA defined on an LRR domain and an SSR defined
in pepper. No amplifications were obtained in Solanum sp. Furthermore, these primers were

found to be polymorphic in the segregating population between S. quitoense and S. hirtum.

Keywords: Root knot nematode, Molecular marker, Resistance Gene Analogs, Microsatellite.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA
ONUAA: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura o FAO:

Food and Agriculture Organization.

AGROCALIDAD: Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro.

PAP: Plaguicidas Altamente Peligrosos.

INIAP: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias.

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos.

PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones.

PTI: Inmunidad desencadena por PAMPs.

ETI: Inmunidad activada por efectores.

NB-LRR o NBS-LRR: Repeticion de nucleétidos ricos en leucina.

SAM: Seleccidn asistida por marcadores.

SAR: Sistema de resistencia adquirida.

SIR: Sistema de resistencia inducida.

PCR: Reaccién en la cadena de la polimerasa.

SSR: Secuencias simples repetidas.

RGAs: Genes de Resistencia Analogos
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1. INTRODUCCION

La naranjilla tiene como centro de origen las estribaciones de la cordillera oriental de
los Andes de Colombia, Per( y Ecuador. Esta fruta es utilizada sobre todo en la preparacion de
bebidas, helados mermelada, etc., y tiene cada vez una mayor demanda en los mercados
internacionales. En el Ecuador se siembran las variedades hibrido Puyo (60%), hibrido Palora
(35%) vy la variedad comdn (5%). En el 2010 se tuvo una produccion de 20 005 t, siendo la
mayor zona de produccion la provincia de Napo con 7 008 t con una superficie de 3 643 ha, el

79% de produccidén nacional esta en la region Amazonica (Guayasamin, 2015).

Este cultivo es sensible a plagas y enfermedades que afectan drasticamente en su
produccién y que causan la reduccion de la produccién hasta en un 100%. Los principales
patdgenos que atacan a la naranjilla son: el nematodo agallador de la raiz (Meloydogyne
incognita) y la pudricion radicular causada por fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. quitoense)

(Quitiaquez & Ximena, 2012; Revelo & Sandoval, 2003).

Los nematodos se encuentran entre los organismos altamente dafiinos de la raiz que mas
pérdidas causan en los cultivos a nivel mundial, entre ellos las solanaceas como por ejemplo el
tomate rifidn, el pimiento, etc. Los productores de naranjilla dedicados a esta actividad utilizan
productos toxicos de gran residualidad, que con el tiempo causan problemas a la salud, tanto,
de consumidores como de agricultores, ademas de contaminar el suelo, agua, y el medio
ambiente; histéricamente se han utilizado productos como: organofosforados (ETOPROP),
carbamatos (FURADAN) y agroquimicos de alta residualidad (Bromuro de metilo),
recomendados para el control de nematodos de los nddulos de las raices. Segun la agencia
AGROCALIDAD y ONUAA el uso de estos PAP esta prohibido o en vigilancia actualmente
en numerosos paises (Y. Arias et al., 2009; Bermeo Guaman, 2015; Lezaun, 2019; Navarrete,

Ron, Viteri, & Viera, 2018; Quitiaquez & Ximena, 2012).

Luis Daniel Pacheco Atariguana 16
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Una forma de mitigar el excesivo uso de plaguicidas, en especial los de accién
nematicida, son sistemas de control de plagas y enfermedades que incluyen cada vez més el uso
de estrategias integrales y practicas de control cultural, bioldgico, mecénico, fitomejoramiento,
etc. Se ha evidenciado que la lucha genética constituye uno de los ejes principales de estos
nuevos enfoques, los cuales hoy en dia constituyen una necesidad primordial tanto en el campo
econémico como ambiental y social, incrementando la productividad y al mismo tiempo
reduciendo los riesgos para la salud humana y el ambiente (Montes Rojas, Mufioz, Teran G,
Prado C, & Quifiénez, 2010; Navarrete, Ron, Viteri y Viera , 2018; Quitiaquez & Ximena,

2012).

La basqueda de fuentes de resistencia a partir de especies silvestres (S. hirtum, S.
hyporhodium, S. vestissimun, y S. felinum.) emparentadas al cultivo (S. quitoense), son la base
fundamental para la introgresion de genes de resistencia, mediante los retrocruzamientos
recurrentes obteniendo como resultado especies mas vigorosa y de alta produccion, reduciendo
asi el nivel de contaminacion ambiental y por ende el uso de agroguimicos (Gonzalez &
Betancourth-Garcia, 2017; Navarrete et al., 2018; Pineda & Gloria, 2004; Vasquez C. et al.,

2011).

El mejoramiento genético en Ecuador para el desarrollo de nuevas variedades de
naranjilla se sustenta en un esquema convencional. EI INIAP a través del programa de mejora
de Fruticultura ha generado y evaluado segregantes procedentes del cruce de S. quitoense con
S. hyporhodium y S. vestissimun (Vésquez C. et al., 2011), en el cual la seleccion se fundamenta
en el comportamiento agronomico. Sin embargo, conlleva mucho tiempo, Por esta razon es
necesario buscar individuos afines con caracteristicas de resistencia al nematodo e indagar
técnicas moleculares que nos permitan acelerar un programa de fitomejoramiento en lo que

respecta a la resistencia.

Luis Daniel Pacheco Atariguana 17
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general
Determinar la resistencia a Meloidogyne incognita, en tres especies de la seccion

Lasiocarpa: S. quitoense, S. hirtum y Solanum sp.

Objetivos especificos
- Determinar el nivel de dafio en la raiz que produce M. incognita en especies S. quitoense,
S. hirtum y Solanum sp.
- Evaluar marcadores moleculares Microsatélites (SSR) y Genes de Resistencia
Analogos, asociados a genes de resistencia en una poblacion segregante de la cruza S.

quitoense, x S. hirtum.,

HIPOTESIS

- Ho: Ninguna de las especies evaluadas presentan resistencia al nematodo agallador
Meloidogyne incognita.

- Ha: Al menos unas de las especies evaluadas presentan resistencia al nematodo

agallador Meloidogyne incognita.

Luis Daniel Pacheco Atariguana 18
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Seccidn Lasiocarpa (Solanum, Clado: Leptostemonum)

Constituidas por més de 13 especies repartidas por el noroeste suramericano,
pertenecientes a la familia Solanaceae de estas ocho se encuentran en Colombia, son muy pocas
variabilidades morfolégicas, fisioldgicas y organolépticas. Estas especies producen frutos de
las cuales S. quitoense y S. sessiliflorum (especies en proceso de domesticacion) son producidas
de manera comercial principalmente en los paises de Colombia y Ecuador (Bedoya-Reina &

Barrero, 2009; Bermeo Guaman, 2015; Bohs, 2004).

Se diferencian de otros miembros de solanaceas por sus caracteristicas morfoldgicas:
hojas grandes e irregulares revestidas de tricomas estrellados, inflorescencia no ramificada se
prestan en los entre nudos, flores esteliformes con anteras alargadas de dehiscencia poricida,
frutos son bayas comestibles y presencia de espinas (Bedoya-Reina & Barrero, 2009; Bermeo

Guaman, 2015; Orozco, Beltran, Porras, & Nee, 2008).

En esta seccidn se encuentran las siguientes especies: S. candidum Lindl., S. felinum
Whalen., S. hirtum Vahl., S. hyporhodium A. Br. Bouche., S. Indicum, S. ferox, S. pectinatum
Dun., S. pseudolulo Heiser., S. quitoense Lam., S. repandum, S. sessiliflorum Dun., S.

stramonifolium Jacqg., S. vestissimum Dun. (Bermeo Guaman, 2015)

Muchos de estos miembros presentan resistencia a nematodos u otro patégeno, en los
diversos estudios que se han realizado para resolver esta problematica ya sea para utilizarlas en
campo directamente o como portainjertos (Crozzoli, Aguirre, & Angel, 2012; Quitiaquez &

Ximena, 2012; Véasquez C. et al., 2011).
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3.1.1. Especie Solanum quitoense Lam. (Naranjilla)
3.1.1.1. Generalidades: Origen, ubicacion e importancia del cultivo.

La naranjilla es un frutal andino de importancia desde hace mas de 80 afios llamado
también fruto dorado de los Andes. Su centro de origen y diversidad genética se encuentra en
Colombia, Pert y Ecuador (M. L. Arias, Cano, Paz, & Giraldo, 2007; Riascos, Santacruz, B, &
C, 2012). En el Ecuador es de gran importancia econémicas. Debido su alta demanda en los
mercados nacionales y extranjeros, sus caracteristicas organolépticas y su valor nutritivo, la
hacen una fruta exdtica de gran aceptacion por parte de consumidores (Guayasamin, 2015;

Santamaria, Mulrooney, & Kitto, 2004).

Las variedades producidas en Ecuador son: hibrido Puyo (60%) que tiene un problema
de tamafio del fruto para esto los productores utilizan el herbicida hormonal 2,4 D que ayuda
en el aumento de calibre del fruto; el hibrido Palora (35%), las variedades comunes: “Espinosa,
Agria y Baeza Dulce” (5%), en las provincias de Napo, Pastaza y Morona Santiago, y en la
region andina de: Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo. En el 1l Censo
Agropecuario del Ecuador del afio 2000, la superficie cultivada de naranjilla fue de 7 983 ha
cuya produccion es de 14 894 Tm, sumando a estas 1 476 ha sembradas en asocio, en el 2010
se tuvo una produccion de 20 005 t, siendo Napo la provincia de mayor produccién con 7 008
t, seguido por Morona Santiago con 3 210 t. (Guayasamin, 2015; Quitiaquez & Ximena, 2012;

Solagro, 2006; Vasquez C. et al., 2011; Zurita & Liliana, 2015)

La naranjilla es de gran demanda en los paises de a Estados Unidos, Alemania y
Colombia. Este ultimo importa entre el 20% y 21.7% del total de su consumo de Ecuador con
lo que se puede colegir que es una fruta con importancia econémica (C, A, & B, 2009; Gémez-

Merino, Trejo-Téllez, Garcia-Albarado, & Cadefa-Ifiiguez, 2014; Zurita & Liliana, 2015).
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3.1.1.2. Plagasy Enfermedades.

Las plagas y enfermedades que afectan a este frutal son: la marchitez vascular
(Fusarium oxysporum), antracnosis (Colletotrichum gloeosporiodes), tizén tardio (Phytophtora
sp), y marchitez bacterial (Pseudomona solanacearum). Las principales plagas son: nematodo
del nudo de la raiz (Meloidogyne incognita), gusano del fruto (Neoleucinodes elegantalis) y el
perforador del cuello (Faustinus apicalis). Todas las mencionadas ocasionan una pérdida de
405ha de cultivo, ademéas causan incrementos en los costos de produccion, disminucion en el
rendimiento y baja calidad del fruto. Subyacente a este factor se incrementa la siembra en areas
de ecosistemas no intervenidos donde se cree popularmente que esta libre de estas plagas

(Revelo & Sandoval, 2003; Santamaria et al., 2004; Zurita & Liliana, 2015).

3.1.2. Especie Solanum hirtum Vahl (Espinuda)

Genotipo silvestre que presenta una formacion arbustiva de aproximadamente 2m de
alto. Esta considerada como maleza. Se encuentra dispersa desde México, Colombia hasta
Venezuela. Presenta caracteristicas genéticas de resistencia a nematodos, mismas que pueden
ser incorporadas en procesos de fitomejoramiento para conseguir vigor y amplitud ecoldgica,
debido a que se puede cruzar facilmente con S. quitoense cuando se usa como el progenitor

materno (Bermeo Guaman, 2015).

3.2. Meloidogyne incognita (Nematodo del nudo de la raiz)
3.2.1. Generalidades: distribucion e importancia
M. incognita se encuentra en las regiones ecuatoriales de Costa, Sierra, y Oriente, desde
el nivel del mar hasta los 2800 m s.n.m. Es una plaga muy importante que ocasiona cuantiosas

pérdidas econdémicas. (Bermeo Guaman, 2015; Guzman-Piedrahita, Zastafio-Zapata, &
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Villegas-Estrada, 2011; Navarrete et al., 2018; Solano-Gonzalez, Esquivel-Hernandez, Molina-

Bravo, & Morera-Brenes, 2015) .

3.2.2. Dafios a nivel celular

Es un endoparasito sedentario su infeccion provoca pseudo-6rganos llamados agallas.
Cada J2 o juvenil infestivo es atraido a las zonas de elongacion de la raiz donde penetra y
migran hacia el meristemo apical, alli induce la desdiferenciacion (hipertrofia e hiperplasia) de
cinco a siete células, estas células infectadas del procambium son estimuladas a producir
maultiples ciclos de mitosis sin citoquinesis, el resultado son células multinucleadas (gigantes),
de aproximadamente 400 veces el tamafio normal de una célula vascular. Este sitio, formado
por un crecimiento isotrépico, es el sitio de suministro de nutrientes al nematodo. Ademas,
pueden dafiar la resistencia genética a otros patdgenos (Abad et al., 2008; Y. Arias et al., 2009;
Chaves, Marcillo, Gonzalez, & Garcia, 2011; Manzano, 2017; Navarrete et al., 2018). Poseen
mecanismos para poner a trabajar a su beneficio el metabolismo de la planta hospedera,
sumandole a esto mecanismos que secretan enzimas que degradan las paredes celulares (Y.

Arias et al., 2009; Manzano, 2017).

3.2.3. Sintomas

A causa de las agallas producidas en las raices, se produce una deficiencia nutricional e
hidrica, en la parte aérea se produce amarillamiento, atrofia, marchitez, disminucién del
crecimiento, y dependiendo de la fase fenoldgica en la que se encuentre el cultivo, también
afecta la reduccion del calibre de los frutos. A medida que avanza el aumento de la poblacion,
la infestacion se vuelve mas critica, el sistema radical se deteriora causando la muerte de la
planta. Otro de los problemas es que las lesiones causadas en las raices son vectores de entrada
de patdégenos como: Fusarium oxysporum f. sp. quitoense; enfermedad de significativa

importancia en naranjilla (Mosquera-Espinosa, 2016; Perichi, Aguirre, & Vegas, 2019).
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3.24. Ciclo de vida de M. incognita.

Dependiendo de las condiciones ambientales, el ciclo de vida puede durar entre 30 y 50
dias, pero el macho tiene una vida mas corta. Comprende un estado de huevo, cuatro estados
juveniles y un estado adulto, tras producirse cuatro mudas. En el estado adulto se produce un
marcado dimorfismo sexual (Y. Arias et al., 2009; Armendariz Gonalez, Quifia Cepeda, Rios

Salgado, & Landazuri Abarca, 2015; Lezaun, 2019).

Para la formacion de una hembra, el juvenil J2 se alimenta y empieza a engordar
rapidamente, dejando de nutrirse en los estados larvarios 3 y 4, desprendiéndose de las cuticulas
en la muda final. A la vez que se forman el Utero y la vagina, produce huevos que se liberan en
la superficie de la raiz. En todo su ciclo de vida puede producir hasta unos 2000 huevos (Abad

et al., 2008; Armendariz Gonélez et al., 2015; Lezaun, 2019).

En cambio, la formacién de un macho, se da en el tercer y cuarto estado, EI nematodo
engorda, pero el estilete ya no es muy visible, se ha degenerado el bulbo medio y la génada se
ha alargado. Posteriormente, ocurre una metamorfosis donde el cuerpo se alarga dentro la una
cuticula larval. Ocasionalmente, los machos se desarrollan y migran fuera de las raices y dejan
de alimentarse. Se cree que no juegan ningun papel en la reproduccion (Abad et al., 2008;

Armendariz Gonalez et al., 2015; Lezaun, 2019).
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Gréfico 1: Ciclo bioldgico de M. incognita. Fuente: Abad et al (2008)

3.3. Resistencia genética de las plantas a patdgenos

Los microrganismos en general siempre estan interactuando con las plantas, algunos de
ellos actuando a favor de las mismas, mientras que otros lo hacen de manera patogénica. Este
ultimo tiene gran repercusion econdémica en la agricultura debido a que los cultivos son
genéticamente uniformes y pueden ser atacados por un patégeno virulento. También el medio
ambiente se ve afectado ya que los métodos de control son demasiado agresivos y tdxicos.
Ademas, estudios demuestran que algunas especies de plantas pueden enfrentar a estos
patdgenos debido a que han desarrollado mecanismos de defensa genética activos o pasivos
como respuesta a la interaccion de un organismo altamente patégeno (Madriz Ordefiana, 2002;

Ojito-Ramos & Portal, 2010; Pineda & Gloria, 2004).
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3.3.1. Mecanismo de defensa y activacion del sistema inmune de las plantas
Los mecanismos de defensa utilizados pueden ser: preexistentes, constitutivos o pasivos
(fitoanticipinas) como presencia de tricomas, cera, exudados, etc., e inducibles o activos
(fitoalexinas) las cuales se alertan luego de un intento de invasion. Para que esto suceda y se
activen las defensas debe haber receptores apropiados en la membrana plasmatica y sefiales
sistémicas que inician en el lugar de infeccion patdégeno (Madriz Ordefiana, 2002; Ojito-Ramos

& Portal, 2010; Pineda & Gloria, 2004; Zarate Baca, 2008).

La resistencia inducida se da por una serie de eventos que involucra la activacion de
genes de defensa, pueden ser de dos clases: la inmunidad adaptativa o SAR (Sistema de
resistencia adquirida) cuando interviene un mecanismo antiviral, y la inmunidad innata o SIR
(Sistema de resistencia inducida) consistiendo en la activacion de sefiales que provocan los
patdgenos mediante las cuales las plantas detectan la presencia de un individio malicioso, y es
Ilamado patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS). Estos son reconocidos por los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) situados en la superficie de las células, dando
como resultados la activacion de la inmunidad desencadena por PAMPs (PTI), y la segunda es
la inmunidad activada por efectores (ET]I), existen patdgenos que logran inhibir o suprimir las
defensas primarias (PTI), no obstante, en el transcurso del tiempo las plantas han evolucionado
mecanismos especializados controlados por los genes de resistencia, los cuales dan un
reconocimiento genético del patégeno (modelo gen por gen) y son detectados por las proteinas
NBS-LRR y desencadena respuestas de hipersensibilidad (HR) o la muerte localizada patégeno
(Madriz Ordefiana, 2002; Ojito-Ramos & Portal, 2010; Pineda & Gloria, 2004; Riveros

Angarita, 2001).
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3.4. Marcadores moleculares en resistencia

Los marcadores moleculares pueden ser definidos como cualquier expresion fenotipica
(cuantificable u observable) controlada por un gen de facil deteccion. Puede considerarse un
marcador; cualquier tipo de molécula ya sea de origen organico u inorgénico caracteristico de
un organismo (Azofeifa-Delgado, 2006). La SAM permite evaluar individuos desde sus
primeros estadios de desarrollo, utilizando todo el individuo o solo una parte de él. Es una
estrategia valiosa que permite acortar los programas de fitomejoramiento. Para cumplir tal
objetivo se pueden utilizar una gran diversidad de marcadores basado o no en PCR (Contreras,

2009).

3.4.1. Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR) en la resistencia.

Los microsatélites (SSR o STR, Simple Sequence Repeats 0 Short Tandem Repeats),
secuencias pequefias de dos a 10 pares de bases, distribuidas aleatoriamente por todo el genoma
y de gran variabilidad, se encuentra en ADN de eucariotas y algunas procariotas las cuales
pueden o no estar ligadas a genes, pero muy Utiles para identificar o medir el polimorfismo que
puede existir entre especies o variedades relacionadas. A su vez, permite estudiar el ligamiento
genético (Azofeifa-Delgado, 2006). Los microsatélites pueden servir para detectar alelos de
interés ya sea de caracteristicas cualitativas o cuantitativas, asociadas a mejoramientos

agronémicos, como resistencia a plagas o enfermedades (Amayo & Orlando, 2002).

Se ha podido asociar SSR con resistencia en los siguientes casos: con una secuencia de
tetra nucledtido a un gen de la nitrato reductasa (NR), que confiere resistencia al tizon
bacteriano comdn (CBB) incitado por Xanthonomas axonopodis pv. Phaseoli (Xap) en frejol
(Yu, Park, Zhang, Haffner, & Poysa, 2004) y los microsatélites CIR 316-201, BNL3545-118 y

BNL3661-185 en la resistencia al nematodo M. incognita en algodén (Gutiérrez et al., 2010).
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3.4.2. Genes de Resistencia Analogos (RGAS)

Los RGAs son marcadores moleculares que se definen sobre dominios conservados y
motivos que desempefian papeles especificos en la resistencia de los patdgenos como LRR
(Repeticiones Ricas en Leucina), NBS (Sitio de Union a Nucle6tidos), Receptores de quinasas
o Dominios cinasa serina/treonina. Los RGAs se pueden localizar utilizando herramientas
bioinformaticas fundamentandose en sus caracteristicas estructurales conservadas, ofreciendo
oportunidades de aislar secuencias homologas en otras especies de vegetales (Deng et al., 2000;
Sekhwal et al., 2015). Con el uso de este tipo de marcadores se ha podido aislar muchos genes
de resistencia partiendo de secuencias homélogas, como la resistencia al nematodo (Grol) y al
tizon tardio (R7). Varios RGAS en resistencia en soya, genes de resistencia a potivirus (Rsva y
Rpv), pudricion de laraiz (Rpsl, Rps2, Rps3) ocasionada por Phytophthora, mildiu polvoriento
(rmd) en soya, resistencia a la roya en trigo (Lrk10). Ademas se han utilizado RGAs en estudios

de co-segregacion de locis de resistencia (Sanchez-Pérez, 2007).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Tabla 1: Materiales usados.

=
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Biologico

Fisicos

Cepa de M. incognita

Plantulas S. quitoense, S. hirtum
y Solanum sp.

ADN de segregantes de la cruza
S. quitoense x S. hirtum

Equipos
Céamara de flujo, vortex, balanza,
estufa, incubadora, refrigeradora,
centrifugadora,  termociclador,
camara de electroforesis, trans-
luminador, autoclave,
micropipetas.

Cajas Petri, vasos de precipitacion, camara de
Neubauer, Erlenmeyer, tubos de ensayo, puntas para
micro pipeta, pisetas, tamices, bisturi, mechero de
Bunsen, pinzas, gradillas, etc.

Sustrato estéril, vaso platicos de 16 oz, libreta de
campo, rétulos de identificacion.

Reactivos
Alcohol, agua destilada,
Isopropanol, agarosa,
Marcador molecular SSR y
RGAs (primers)
Tampon de extraccion
Tampon de lisis de nucleos,
etc.

Programas
Infostat

Fuente: Autor, 2019

4.2. Métodos

4.2.1. El area de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de cultivo in vitro e

invernaderos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Cuenca, campus

Yanuncay. Se encuentra una altura aproximada de 2567 m s.n.m., en las coordenadas UTM -

2°55°12.564”, -79°1°30.6122”. Las condiciones ambientales del invernadero temperatura

promedio 18.6°C y humedad relativas del 71.5%.
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4.2.2. Manejo del experimento.

4.2.2.1. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 1

(Invernadero).

4.2.2.1.1. Obtencion de material vegetal.
El material vegetal para la evaluacion de la resistencia se colecto en las zonas fruticolas

de naranjilla en la provincia de Morona Santiago.

4.2.2.1.2. Composicién del sustrato y esterilizacion.

El sustrato utilizado consistié en una mezcla de un suelo franco, tierra negra de cerro y
bocashi, en las siguientes proporciones: 40:40:20. Fue completamente homogenizado y libre de
grumos, facilitando asi la esterilizacion. El sustrato fue esterilizado por el método de
pasteurizacién con vapor caliente de agua a 100°C durante 120 minutos con el que se elimina

la mayoria de microorganismos exceptuando alguna bacterias esporigenas (Aguilera, 2016).

4.2.2.1.3. Obtencién del patégeno.
La obtencién de M. incognita se realizé de raices infectadas, estas fueron colectadas en

zonas fruticolas de naranjilla en la provincia de Morona Santiago.

Para la obtencion del indculo se extrajo material de las raices que presentaron sintomas
de agalladura en plantas infectadas mediante la técnica del hipoclorito de sodio, donde las raices
infectadas se cortaron en trozos no mayores de 0.3 cm, luego se coloco en un vaso de licuadora
(10gr de raices aprox.) y se procedio a licuar con una solucion de NaCIlO al 0.5% en un tiempo
de 1 minuto. Esta suspensidn se paso a través de diversos tamices hasta el de 10 micras. Se lavo
hasta eliminar el NaClO sobre los tamices, el material retenido en el Gltimo tamiz (10 micras)

se coloco en un recipiente de 2000 ml, este proceso se repitié con todas las raices infectadas.
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Posteriormente se contd y calibr6 la solucién (Bermeo Guaman, 2015; Crozzoli et al., 2012;

Perichi et al., 2019).

4.2.2.1.4. Propagacion de la especies e inoculacion de M. incognita

Para los ensayos de campo se utilizaron plantas propagadas por semillas obtenidas con
anterioridad en bandejas de germinacion. Este proceso se llevo a partir de turba estéril donde
se depositd una semilla por alveolo. Las plantulas de dos meses de edad fueron sembradas en

vasos de plastico de 1 kg de capacidad, con sustrato previamente esterilizado.

La inoculacion se realizé directamente en las raices de las plantulas a través de cuatro
hoyos en las posiciones de los puntos cardinales, a 2 cm de profundidad (Perichi et al., 2019) y
a 2 cm de distancia del tallo con la ayuda de una pipeta, el indculo se calibré en una poblacion
de (Pi = poblacidn inicial ) 2000h+ J2/planta seccionada en dos, cada una fue 1000 h+ J2/planta,

realizadas con una diferencia de 15 dias garantizando la infeccion.

4.2.2.1.5. Variables a ser evaluadas para determinar la resistencia a M. incognita.

Para comparar las variables se evaluaron plantas de las tres especies sin inoculacion.

Altura y didmetro del tallo: Con la ayuda de una regla milimetrada, se tomo la altura
medida desde el nivel del sustrato hasta donde culmina la yema apical; la medicion del diametro
fue medido a la altura del cuello de la planta, con un calibrador, cada 15 dias a partir de la

primera inoculacion, hasta los 80 dias post-inoculacion.

Biomasa acumulada: Para determinar la biomasa acumulada se tomd 5 plantas por
especie, se separaron parte aérea y radical, se colocé las partes de plantas en una funda de papel,
y en un horno de secado donde se las deshidrato a 65°C durante 72 horas. Transcurrido este

tiempo se peso el tejido de cada parte en una balanza analitica.
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Para comparar las siguientes variables a S. quitoense se lo consideré como testigo

susceptible.

Aumento de la poblacion de nematodos: se calculé mediante la relacién propuesta por

Seinhorst (1970) (Bermeo Guaman, 2015).

I=pf/pi

Donde:
I = NUmero de veces en que se incrementara la poblacion
Pf = Poblacién final (raices + suelo)
Pi = Poblacion inicial
Para el conteo de la poblacién final de nematodos en las raices se utilizd el mismo
método propuesto para obtencion del inoculo. En cuanto al conteo de nemétodos del suelo fue

mediante el método de Cobb (1918) (Anexol).

Incidencia: Se extrajo las raices de todas las especies tratando de no ocasionar dafio al
sistema radical; evaluando el nimero de plantas afectadas por el nematodo a los 80 dias después

de la inoculacion, con la siguiente formula (Gonzalez & Betancourth-Garcia 2017).

N° de plantas afectadas * 100
total de plantas

Incidencia =

indice de nudosidad: Se utiliz6 la escala de evaluacion propuesta por Taylor y Sasser

(1983) (Tabla 2), tomando en cuenta el nimero de agallas por raiz (Montes Rojas et al., 2010).

Tabla 2: Escala para evaluar el indice de agallas en el estudio de resistencia a M. incognita.

Indicé de N° de Calificacion
nudosidad  nddulos/planta
0 0 Plantas se clasifican como inmunes.
1 1-2 Planta se considera resistente.
2 3-10 Planta medianamente resistente
3 11- 30 Planta moderadamente susceptible.
4 31-100 Planta susceptible
5 >100 Planta altamente susceptible.

Fuente: Montes Rojas et al., 2010

Luis Daniel Pacheco Atariguana 31



UNIVERSIDAD DE CUENCA ‘és
‘mf, nzauuvir'

Severidad: Los porcentajes de infeccion se utilizo la escala propuesta por Taylor y
Sasser (1983) obtenido de Gonzélez & Betancourth-Garcia (2017). (Gréfico 2). Articulada a

una escala (Tabla 3) (Chaves et al., 2011).

Gréfico 2: Escala de severidad de dafio radical causado por Meloidogyne spp. De 0-10 %, inmune o resistente;
11-25 %, moderadamente resistente; 26-50 %, moderadamente susceptible; 51-75 %, susceptible; 76-100 %,
altamente susceptible. Fuente: Gonzalez & Betancourth-Garcia (2017)

Tabla 3: Escala de resistencia basada en el porcentaje de severidad.

Gradaos de % de afeccion Reaccién del genotipo
afeccion
0 0 Inmune (1)
1 1-10 Resistente (R)
2 11-25 Moderadamente resistente (MR)
3 26 — 50 Moderadamente susceptible (MS)
4 51-75 Susceptible (S)
5 76 — 100 Altamente susceptible (AS)

Fuente: (Chaves et al., 2011)

4.2.2.1.6. Disefio experimental y analisis estadisticos
Se utiliz6 un disefio al azar (DCA) con tres especies (S. quitoense, S. hirtum y Solanum
sp.) y cinco repeticiones, todas infectadas con M. incognita, mas unidad testigo por cada

especie. La unidad experimental fue conformada por tres plantas de cada especie contenidas en
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un vaso plastico, la cantidad de sustrato colocado fue 1kg, dando como resultado 18 unidades

experimentales, siendo por lo tanto un total de 54 plantas, las que conformaron el experimento.

Los datos correspondientes a las variables crecimiento y engrose del tallo, indice
de nodulacion, numero de nematodos, biomasa acumulada e indice Rf, presentaron normalidad
(test de Shapiro-wilks modificado) y homocedasticidad (test de Levene). Se sometieron a un
ANOVA vy una prueba de comparacion rango de multiple de Tukey 5%. La variable nimero de
nematodos fue sometida a una transformacion logaritmica (y=log10 (x + 1)), donde, X = valor
de la variable. Es comun utilizar este tipo de transformaciones cuando se trabaja con nematodos
debido a la variacion entre genotipos sensibles y resistentes (Caromel et al., 2005). Todos los

analisis se realizaron mediante el paquete estadistico Infostat.

4.2.2.2. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 2
(Laboratorio).
4.2.2.2.1. Material vegetal.
Para este objetivo se evalu6 las especies S. quitoense, S. hirtum y Solanum sp., mas el
material genético de una poblacion segregante de S. quitoense x S. hirtum. La poblacion
segregante fue proporcionado por el Dr. Rafael Morales, de trabajos previos realizados en el

Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja.

4.2.2.2.2. Extraccién del ADN.

Para los analisis moleculares se procedio a la extraccion de ADN a partir de hojas frescas
de las plantas de las especies evaluadas (fase invernadero) y de las lineas en segregacion
proporcionadas provenientes de la cruza S. quitoense x S. hirtum. Las extracciones de ADN se
realizaron de aproximadamente 100 mg de las hojas apicales de todas las especies, de acuerdo

a la metodologia de Fulton et al (1995). EI ADN extraido se guardo6 -20°C.
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4.2.2.2.3. Cuantificacion de ADN.
Las concentraciones de ADN se cuantificaron en un espectrofotometro (EPOCH) y se
diluyeron a una concentracion final de 50 ng/ul para la amplificacion por PCR y se utiliz6 1 a

2 Ul de este ADN stock.

4.2.2.2.4. Caracterizacion molecular.
A partir del ADN gendmico extraidos de hojas de las especies y segregantes de la cruza
S. quitoense x S. hirtum se utilizé marcadores moleculares basados en PCR de tipo SSR y RGAs

(Tabla 4) para determinar la presencia de marcadores moleculares asociados a la resistencia.

4.2.2.2.5. Amplificacion por PCR.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler
NexusGSX1, en un volumen final de 25 pl de solucidn final que contenia ADN gendmico,
dNTPs, cebadores F y R, MgCI2, Taq polimerasa (Invitrogen) y agua ultra estéril (las
concentraciones para los primers utilizados se especifican en el anexo 1. Los productos de la
amplificacion se separaron en geles de agarosa al 1% a 100 V durante 45 minutos. Un marcador

molecular de 1kp de peso (Invitrogen) se utilizé como estandar molecular.
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Tabla 4: Nombre de marcadores SSR y RGAs evaluados.

Bases de
RGAs o o .
Secuencias (5'—3") * disefio/gen Referencia
RLRR F CGCAACCACTAGAGTAAC LRR /RPS2
R ACACTGGTCCATGAGGTT
CLRR F TTTTCGTGTTCAACGACG LLR/ Cf-9
R TAACGTCTATCGACTTCT
(Zhang, Khan,
ANo. 2 F TATAGCGGCCGCIARIGGIARNCC Nifio-Liu. &
ANo.3 R ATATGCGGCCGCGGIGGIGTIGGIAARACNAC Foolad, 2002)
NBS F GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC NBS /Ny RPS2
R YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC (Tomate)
S1 F GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
AS1 R CAACGCTAGTGGCAATCC
Ptokini F GCATTGGAACAAGGTGAA Kinasa / Pto
Ptokin2 F AGGGGGACCACCACGTAG
Ptokin3 F TAGTTCGGACGTTTACAT Kinasa / Pto
Ptokin4 R AGTGTCTTGTAGGGTATC
SSR Secuencias (5'—3") * Referencia
F  ATGCGCAAAGGGAGAAAATTCA (Suwor,
HpmsE032 Thummabenjapone,
R CGAACTAACCGTTCATGGTGGA .
= Sanitchon, Kumar,
HpmsE143 CCATTCAGCTAGGGTTCAGTCCA & Techawongstien,
R CGACCAAATCGAATCTTCGTGA 2015)
F CAGAGCACTTGACATGCCTT (Voorrips, Finkers,
CA-MS6 Sanjaya, &
R GATCTTTATAGTAGCTCATCAATA Groenwold, 2004)
R CAATCTC TTTCCGATGCTCT 2000)

Fuente: Autor, 2019
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5. RESULTADOS

5.1.  Andlisis fenotipico de resistencia en invernadero para Solanum quitoense,

Solanum hirtum y Solanum sp.

5.1.1. Incremento de la poblacion de M. incognita
El incremento de la poblacion se calculé con datos provenientes de 10 plantas por cada
especie Solanum quitoense, Solanum hirtum y Solanum sp., a los 80 dias de la siembra. La
prueba de Shapiro-Wilk para las variables poblacion final del suelo (Pf suelo), poblacion final
de la raiz (Pf raiz), poblacién final (Pf total) y Rf (incremento o indice de reproduccién),
demostrd que las tres especies presentaron una distribucion normal (p>0.05). La prueba de
Levene, mostré que hay homogeneidad de varianzas (F (227) =0.36, p>0.05), y un coeficiente

de variacion de 10.99%.

Los resultados del analisis ANOVA de las variables Pf suelo, Pf raiz, Pf total y Rf se
muestran en la Tabla 5. Se puede evidenciar que existe diferencias significativas entre especies
(F 2,27 =98.82, p<0.0001). La prueba de Tukey da como resultado dos rangos: a para S. hirtum
y sp. y b para S. quitoense. La poblacion final de nematodos (suelo y raiz) en S. quitoense fue
de 3125.9 nematodos promedio, siendo el incremento 1.56 veces lo que equivale a un 56%
mayor en relacion con la poblacion inicial. En S. hirtum y Solanum sp. la poblacion decrecio

un 15% y 6% respecto a la poblacion inicial inoculada.

Tabla 5: Aumento de la poblacién de M. incognita

Pf suelo
(media = DE) Pf raiz Pf total Rf
Especie (media = DE) (media £ DE)
S. quitoense 1250.36 £90.05a 187554 +135.08a  31259+225.13b 156b
S. hirtum 680.92 £ 101.15b 1021.38 £151.72b 1702.3+25287a 0.85a

Solanum sp. 755.4+103.64b  1133.1+155.46b 1888.5+259.09a 0.94a

Pf = poblacién final, Rf= Tasa o indice de reproduccion (Rf = Pf/Pi), medias con la misma letra no difieren segiin
el contraste de medias Tukey 5%.
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5.1.2. Variable diametro de nédulos

La variable diametro de nddulos presentd una distribucion normal (p>0.05) y
homogeneidad de varianzas, (F (242) = (3.03), p>0.05). La prueba de ANOVA indica que existe
diferencias significativas entre especies (F (2,42) = 48.32, p<0.0001). La prueba de Tukey dio
tres rangos (a, b y c), siendo S. hirtum la especie con menor diametro de agallas, seguido por

Solanum sp. y S. quitoense quien presento el mayor diametro de nodulos.

Tabla 6: Didmetro agalladuras ocasionadas por M. incognita

D. nod
Especie (media + DE)
S. quitoense 3.01+£024c
S. hirtum 1.83+£0.42a
Solanum sp. 2.24+0.32D

D. ndd= didmetro de nddulos, medias con la misma letra no presentan
diferencia estadistica significativas P < 0.05

5.1.3. Incidencia e indice de nudosidad del nematodo M. incognita
La incidencia fue determinada por la presencia de infeccién de M. incognita en el
sistema radical, todas las plantulas presentaron agalladuras lo que representa el 100% de

incidencia.

La variable indice de nudosidad se calculé en base al numero de noédulos de la raiz a los
80 dias. Los datos fueron transformados a logaritmo de base 10 (y=1og10 (x + 1)) para obtener

normalidad (p>0.05) y homogeneidad de varianzas, F (2,42) = 0.36, p>0.05.

Mediante el analisis ANOVA se determiné diferencias significativas entre especies (F
(242) = 135.08, p<0.0001), y la prueba de Tukey dio dos rangos a y b (Tabla 7). S. quitoense

presentd el mayor indice de nudosidad.

Luis Daniel Pacheco Atariguana 37



<~

i |
- g

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 7: Clasificacion de los genotipos mediante el indice de nudosidad.

N° nod Indicé de
Especie (media+ DE)  nudosidad Reaccion
S. quitoense  167.87 £ 34.68 b 5 Altamente susceptible
S. hirtum 34.73+18.09a 4 susceptible
Solanumsp.  33.73+13.89a 4 susceptible

N° néd= niimero de nédulos, los valores de numero de nédulos fueron sometidos a una transformacién mediante
la férmula y=1og10 (x + 1), medias con la misma letra no presentan diferencia estadistica significativas P < 0.05

514. Severidad del nematodo M. incognita

Los resultados de severidad a los 80 dias después de la inoculacion indicaron una
variacion en los grados de afeccion de los genotipos mostrando a las especies susceptible
(S. quitoense) con el grado de afeccion mas alto de 4 lo que equivale a un porcentaje de
severidad del 51 al 75 % presentando una reaccion de susceptibilidad. S. hirtum y Solanum
sp. mostraron un grado de afeccion de 2 lo que equivale al entre el 11 al 25% de severidad,

gue se cataloga como moderadamente resistente.

Tabla 8:Clasificacion de las especies mediante el indice de severidad.

Grados de
Especie afeccion % de severidad Reaccion
S. quitoense 4 51 - 75% S
S. hirtum 2 11 - 25% MR
Solanum sp. 2 11 - 25% MR

S=susceptible, MR = moderadamente resistente.
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Foto 3: Raices de Solanum sp. (A) testigo y (B) inoculada.
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5.15. Altura de planta
A pesar de que todas las plantas tuvieron la misma edad al momento del transplante e
inoculacion, estas presentaron variacion de alturas iniciales, esto debido a que diferian en los

tiempos de germinacion.

S. quitoense presentd una variacion de crecimiento desde los 3 cm en el dia de
inoculacion de los nematodos, hasta 19 cm tomada luego de 80 dias después de la inoculacion.
Hasta los 45 dias las plantas testigo e infectadas no presentaron diferencias estadisticas (p>0.05)

en el crecimiento que fue muy homogéneo.

A partir de los 60 dias de inoculacion el crecimiento mostrd diferencias estadisticas
significativas entre el testigo con el infestado por M. incognita, por lo tanto, se puede inferir
gue mientras se incrementa la poblacion de nematodos, este influye en el crecimiento de S.

quitoense.

Al analizar los datos para la especie S. hirtum se puede evidenciar que esta no presento
diferencia en el crecimiento, tanto la infectada como el testigo fueron iguales mostrando una
tendencia de crecimiento similar, las pruebas de Tukey al 5% para Solanum sp. determinaron
que existe diferencia estadistica, no obstante, matematicamente las alturas del testigo con las
infectadas eran diferentes, de un cm promedio desde el dia de la inoculacion rango que se

mantuvo hasta los 80 dias.
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Tabla 9: Medias de la altura del tallo registradas de las diferentes especies evaluadas en el transcurso de la

investigacion.

e aws rlee Tl P F

0 3.08+£0.39 3.3+0.2 0.35Ns 1.42

15 3.71+£0.45 4.13+0.15 0.1311ns  1.26

. quitoense 30 55+0.35 58+0.2 0.1765ns  1.05
45 8.35+0.43 8.8+0.3 0.1069ns  1.24

60 14.02+0.7 15.93+0.15 0.0003 ** 248

80 16.33%+0.94 18.2 £ 0.56 0.0047 **  0.79

0 2.33+0.57 2.77£0.15 0.21 ns 171

15 3.18+0.93 3.26+£0.16 0.8877ns  0.02

S hirtum 30 4.34+0.96 4.4 +0.26 0.9173ns  0.01
45 6.21+£0.92 71 0.1973ns 181

60 12.05+141 12.83+0.76 0.3745ns  0.83

80 1592+1.13 15.33+1.04 0.4188ns  0.69

0 2.93+0.77 3.87+£0.55 0.0625ns  4.01

15 3.31+£0.74 43+05 0.0434 * 4.81

30 3.94+£0.53 493+0.6 0.0192 * 8.49

Solanum sp.

45 5.58+0.48 6.33+£0.29 0.0192* 6.77

60 7.27£0.43 8.23+0.25 0.0019 **  13.84

80 8.15+0.74 9.33+£0.58 0.019* 6.72

Todos los datos presentaron normalidad (p>0.05) y homogeneidad de varianza (p>0.05), NS= no significativo, *

significativo, ** altamente significativo en la prueba de Tukey a nivel P < 0.05

5.1.6.

Diametro del tallo

Al comparar la variable didmetro del tallo de las plantas infectadas con nematodos y las

testigos de las tres especies, se distingui6 una diferencia significativa (P < 0.05) a partir de los

60 dias de inoculacion en la especie S. quitoense. Las otras dos especies S. hirtum y Solanum

sp. presentaron un engrasamiento homogéneo con su testigo sin inocular a pesar que al final de

presentaron agalladuras en su sistema radicular, lo que no afect6 ni en el desarrollo del tallo, ni

en el engrosamiento del mismo.
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Tabla 10: Medias del diametro del tallo registradas de las diferentes especies evaluadas en el transcurso de la

investigacion.

Especie Dias Infgstado Te_stigo P- valor
(media+ DE) (media £ DE)

0 3.05+0.18 3.02+016 0.8096 NS 0.06

15 3.74+0.29 3.92+0.06 0.3241NS 1.04

. quitoense 30 4.37+0.25 4.66+0.18 0.0806 NS 3.48
45 6.54+£0.4 6.75+0.28 0.4056 NS 0.73

60 8.30£0.65 9.56 +£0.40  0.0054 ** 10.36

80 9.07+0.51 10.80£0.45 0.0001** 29.36

0 0.84+£0.32 1.09+0.18 0.2018 NS 1.77

15 1.9+0.38 21+025 0.3899NS 0.78

S, hirtum 30 2.31+0.37 248+047 0508NS 0.46
45 413 +0.37 411+0.09 0.9328NS 0.01

60 7.29+0.35 7.27+£0.26 0.9326 NS 0.01

80 8.74 £0.52 8.06 051 0.0533NS 4.35

0 2.32+0.47 27+0.17 0.1927NS 185

15 3.22 £0.47 337+0.19 0.5871NS 0.31

Solanum sp. 30 3.81+£0.47 419+0.27 0.197NS 181
45 6.57 £ 0.49 6.6+0.14 0.6702NS 0.19

60 8.16+0.2 7.99+0.26 0.2207 NS 1.62

80 8.93+£0.35 9.06+0.3 0.5665NS 0.34

Todos los datos presentaron normalidad (p>0.05) y homogeneidad de varianza (p>0.05), NS= no significativo, *

significativo, ** altamente significativo en la prueba de Tukey a nivel P < 0.05
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Foto 6: Plantas de Solanum sp. a los 80 dias. (A) Testigo y (B) inoculada
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51.7. Biomasa acumulada

Para la variable biomasa acumulada (Total, raiz y follaje) se obtuvo una distribucion
normal (p>0.05) y homogeneidad de varianzas. La biomasa seca acumulada en las especies S.
hirtum y Solanum sp. fueron iguales al comparase con su testigo no inoculado. Asi, estas no
presentaron una disminucion de biomasa acumulada seca a pesar de presentar infeccion por M.

incognita. Por el contario S. quitoense presento una reduccion de materia seca tanto en follaje

como raiz al comparase con su testigo sin inoculacion.

Tabla 11: Biomasa acumulada de las tres especies.

Plantas Testigo
Especie inoculadas no inoculado P- valor Reaccion F
(media + DE) (media + DE)
Raiz 2.66+0.24b 330+0.20a 0.0085 ** 14.77
S Follaje 8.44+0.46b 1053 +0.25a 0.0004 **  Notolerante  51.42
quitoense
Total 11.28 +0.59 b 13.83+0.21a 0.0004 ** 49.74
raiz 3.10+0.52a 3.0£0.10a 0.762 NS 0.10
S. hirtum  Follaje 8.18 +0.52a 8.30 £ 0.56 a 0.7672 NS Tolerante 0.10
Total 11.28 £0.85a 11.30+£0.50a 0.9722 NS 0.001.3
Raiz 298+0.18a 3.30+0.36a 0.1356 NS 2.97
SO':‘””m Follajje  6.12+058a 573+0.12a 03078 NS Tolerante  1.24
P Total 9.1+0.73a 9.03+040a 0.8914 NS 0.02

NS= no significativo, ** altamente significativo, medias con la misma letra indican diferencias significativas a
nivel P < 0.05 en la prueba de Tukey entre inoculadas y testigo Todos los datos presentaron normalidad y
homogeneidad de varianza (p>0.05).

5.2.  Analisis molecular para Solanum quitoense, Solanum hirtum y Solanum sp con

marcadores RGAs y SSR

Se probaron 11 pares iniciadores, siete RGAs y cuatro SSR, la lista de secuencias de

iniciadores utilizados se muestra en la tabla 4. De los primers utilizados, dos amplificaron y
mostraron polimorfismo para S. hirtum con respecto al sensible S. quitoense. El microsatélite
HpmsE 143 y el RGA (CLRR), amplificando bandas muy visibles en la especie S. hirtum. No

obstante, ningan primer amplific6 bandas visibles en Solanum sp.
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5.2.1. Polimorfismo molecular con el RGA CLRR (F-R)

Para la pareja de primers (F: S TTTTCGTGTTCAACGACG3’; R:
5’TAACGTCTATCGACTTCT3’) se obtuvo dos bandas que amplificaron Gnicamente en S.
hirtum de un peso molecular de 750 y 650pb. También se obtuvo una banda monomdrfica que

amplifico tanto para la especie S. hirtum como para S. quitoense de 400pb.

Foto 7: Amplificacion de bandas con el RGAs CLRR. Gel de agarosa 0.5%, marcador molecular 1kb, tincién con
bromuro de etidio.

5.2.2. Polimorfismo molecular con el microsatélite HpmsE 143
Para la pareja de primers HpmsE143 (F: S>CCATTCAGCTAGGGTTCAGTCCA3’; R:
5’CGACCAAATCGAATCTTCGTGA3’) se obtuvo multiples bandas polimoérficas para S.
hirtum (aproximadamente 12), de las cuales las mas representativas son de 4000 y 1500pb

y una banda en S. quitoense de 1500pb. Para Solanum sp. no hubo amplificacién.
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4000 pb

1500 pb

Foto 8: Amplificacion de bandas con el microsatélite HomsE 143. Gel de agarosa 0.5%, marcador molecular 1kb,
tincion con bromuro de etidio.

5.2.3. Polimorfismo molecular en segregantes de la S. hirtum y S. quitoense
Al analizar en los segregantes con los primers RGAs (CLRR F-R) y los microsatélites
HpmsE 143 (F-R) se obtuvo polimorfismo molecular a nivel de segregantes. Para el primer
CLRR (F-R) se produjo un patron polimorfico en las segragantes 20.3 y 56, a la altura de 1000,

700, y 500pb. También se produjo una banda monomorfica de 400pb en todos los segregantes.

208 213 424 4213 435 4531 S¢61 B

Foto 9: Amplificacidn de bandas con el RGAs CLRR, Gel de agarosa 0.5%, marcador molecular 1kb, tincioén con
bromuro de etidio.
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Para el microsatélite HpmsE 143 se produjo un patron polimdrfico en los segregantes
20.3, 21.3, 43.5y 56, a la altura de 600pb y en todos los segregantes se produjo una banda

monomorfica de 700pb.

M 203 208 213 424 4213 435 4531 561 B

700 pb
600 pb

Foto 10: Amplificacién de bandas con el microsatélite HpmsE 143. Gel de agarosa 0.5%, marcador molecular
1kb, tincion con bromuro de etidio.
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6. DISCUSION

En esta investigacion se evaluaron y analizaron tres especies de solanaceas (S.
quitoense, S. hirtum y Solanum sp.) con el objetivo de buscar fuentes de resistencia al nematodo
del nudo de la raiz M. incognita, mediante analisis fenotipico y molecular. Para el anélisis
fenotipico se analizaron las siguientes variables: Incremento de la poblacién, didmetro de las
agallas (nédulos), incidencia, indice de nudosidad, severidad, desarrollo de la planta (alturas y
grosor del tallo) y biomasa acumulada; mientras que para el analisis molecular la amplificacion

a partir de primers RGAs y SSR.

Con respecto al analisis fenotipico se observaron diferencias significativas de S. hirtum
y Solanum sp, con relacién al cultivo susceptible S. quitoense. Cook y Starr (2006) definen
como cultivo resistente aquel que permite muy poca o nula reproduccion del nematodo y
susceptible aquel cultivo que permite la libre reproduccion del nematodo en su tejido. En este
estudio, mientras que el nematodo M. incognita alcanz6 una poblacion elevada en S. quitoense
y presentd un indice de reproduccion de 1.56, que indica susceptibilidad, para las otras dos
especies S. hirtum y Solanum sp. la poblacién final decrecid. De entre las dos, S. hirtum presentd
el Rf mas bajo con un valor de 0.85. Resultados similares fueron reportados por Navarrete et al.,
(2018) quienes obtuvieron en S. hirtum un Rf de 0.75. Ademas, en este estudio se indica que

un indice de reproduccién de nematodos menor a 1 corresponde a plantas resistentes.

Otro indicador de resistencia, se establece a través del nimero de nddulos causados por
M. incognita. En S. hirtum y Solanum sp. disminuy6 significativamente con respecto a la
comparacion con S. quitoense, la cual presento un mayor numero de nodulos en su sistema
radical. Se ha indicado que una baja formacion de nudos radiculares depende tanto de la especie
de Meloydogyne sp. y del grado de susceptibilidad del hospedero (Oka Y, Karssen G y Mor M.,

2003). Bastidas & Elianet (2017) sostienen que un mayor indice de agallamiento produce un
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incremento de la poblacidn final, datos que concuerdan con la investigacion, en vista que el
testigo susceptible S. quitoense presentd mayor nodulacion y a su vez una poblacion final
superior a S. hirtum y Solanum sp. No obstante, Navarro-Barthelemy, Gdémez, Enrique,
Gonzélez, & Rodriguez, (2009) indican que el indice de agallas no debe usarse como Unica
forma de determinar la resistencia. Asi, en el caso del nematodo de agallas, de acuerdo a Starr
y Mercer (2009) la poblacion final de nematodos no es proporcional al nimero de noédulos ya
que se puede presentar un alto namero de nédulos y una baja poblacion de nematodos o al revés.
Esto podria explicar los resultados obtenidos con S. hirtum con respecto a Solanum sp., con un

Rf de 0.85, pero mayor nodulacion.

De acuerdo al grado de severidad S. quitoense presenta una condicion de
susceptibilidad. Por el contario S. hirtum y Solanum sp. son catalogadas como moderadamente
resistentes. Resultados similares fueron reportados por Chaves et al., (2011) quienes evaluaron

varias especies de Solanéceas silvestres incluyendo una variedad susceptible S. quitoense.

Para las variables altura y diametro del tallo se puede evidenciar una diferencia en el
desarrollo a partir de los 60 dias en S. quitoense al compararse con su testigo sin inoculacion.
Tanto el didmetro (Tabla 6) y la poblacion final (Tabla 5) permite confirmar que el nematodo
fue capaz de infectar y multiplicarse en S. quitoense; no obstante, en S. hirtum y Solanum sp.
los diametros y poblaciones fueron bajos. Gémez et al., (2012) sugieren que con el transcurso
del tiempo y el incremento de la poblacién empiezan a mostrarse caracteristicas de pobre
desarrollo. Ademas un marcado enanismo y la acumulacion de biomasa es deficiente (Corrales,
Agudelo, & Marin, 1999). Nifio, Arbeldez, & Navarro, (2008) reportaron diferencia en el
crecimiento de Physalis peruviana L. a los 15 y 30 dias después de la inoculacion con una
poblacion de 100 larvas J2/100cm?® de suelo, ademas también reportan que una poblacion baja

de nematodos 50 larvas J2/100cm? no causo mucha perdia de desarrollo de las plantas.
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Para el indice de nudosidad Padilla, Lépez y Vargas (1980), argumentan que a mayor
indice de nudosidad el peso seco se incrementa en arveja bajo el ataque de Meloidogyne spp.
Resultados contradictorios se obtuvieron en S. quitoense quien obtuvo mayor agallamiento,
pero menor biomasa acumulada con respecto a su testigo sin inoculacion. Estos datos que
coinciden con los obtenidos por Duque Aristizdbal & Guzman Piedrahita, (2013) en Psidium
guajava, quienes obtuvieron mayor peso seco en las plantas no inoculadas con el nematodo M.
incognita. Ademas Sharma, Haseeb, & Abuzar, (2006) indican que la disminucién de la
biomasa acumulada en Pisum sativum tanto de la zona radical como parte aérea, se debe al

incremento de la infestacidn y accion del nematodo en la zona radical.

Para la evaluacion de marcadores moleculares RGAs y SSR, se usaron primers definidos
sobre motivos conservados de genes de resistencia clonados y validados con anterioridad en
diferentes cultivos. Las actuales técnicas de secuenciacidn masiva permiten conocer las
secuencias de plantas modelos (ej. Arabidopsis thaliana) o cultivos de importancia econémica
(Ej. maiz o tomate). Multiples estudios se han realizado aprovechando zonas de homologia de
genes de resistencia para definir primers que podrian utilizarse para rastrear genes de resistencia
en otros cultivos (Lefebvre & Chevre, 1995). Esto a partir de dominios conservados en genes
R (Torres Pacheco et al., 2007). Esta informacién proporcionada por marcadores moleculares

polimérficos son la base del proceso mejoramiento genético.

Al analizar los marcadores moleculares nombrados en la Tabla 4, se encontr6
polimorfismo molecular para la especie susceptible S. quitoense y la especie resistente S.
hirtum. Dos pares de primers permitieron detectar polimorfismo: el RGAs CLRR (F-R) y el

SRR HpmsE 143 (F-R).

RGAs definidos sobre diferentes dominios se han utilizado para aislar numerosos genes

de resistencia (Sekhwal et al., 2015). EI marcador molecular CLRR, fue disefiado para
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amplificar el gen Cf-9, el cual codifica una proteina repetitiva rica en leucina (LRR) fuera del
citoplasma, dando resistencia al hongo Cladosporium fulvum (Hammond-Kosack, Tang,
Harrison, & Jones, 1998). En esta investigacion los primers definidos sobre el dominio LRR

mostraron un polimorfismo de amplificacion de bandas.

Se ha utilizado marcadores SSR para identificar genes de resistencia en diferentes
cultivos por ejemplo en yuca se asoci6 SSR en la identificacion de algunas regiones
cromosomicas que confieren la resistencia al &caro Mononychellus tanajoa (Macea Choperena,
Ospina, Fregene, Montoya-Lerma, & Bellotti, 2012). En nuestro estudio el microsatélite
HmpsE 143 produjo una amplia gama de polimorfismo en S. hirtum y una banda monomorfica
en S. quitoense. Este SRR fue asociado al gen PBC81, el cual confiere resistencia de amplio
espectro similar para muchas especies de antracnosis en Capsicum sp (Kim, Yoon, & Lee, 2017;
Suwor et al., 2015). Ambos marcadores mostraron ser polimorficos en la poblacion segregante
de la cruza entre S. quitoense y S. hirtum, por lo tanto, podria ser potencialmente utilizados para

rastrear la resistencia al nematodo de agallas en el cultivo de naranjilla.
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7. CONCLUSIONES

Del trabajo realizado se puede concluir lo siguiente:

- Deacuerdo a las variables analizadas incremento de la poblacion y biomasa acumulada
S. hirtum y Solanum sp. presentaron resistencia en comparacion con el testigo
susceptible S. quitoense.

- La variable indice de nudosidad no es un buen indicador de la resistencia en la
interaccion entre las especies objeto de nuestro estudio y el nematodo M. incdgnita. Para
esta variable las tres especies fueron susceptibles.

- Se defini6 dos marcadores moleculares polimorficos para S. hirtum: el RGAs CLRR (F-
R) y el SRR HpmsE 143 (F-R), que produjeron bandas para uno de los parentales
resistentes. No hubo amplificacion para S. quitoense y Solanum sp.

- Ambos marcadores mostraron polimorfismo en la poblacién segregante de S. quitoense

y S. hirtum.
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8. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se plantea las siguientes recomendaciones:

- Envista que en condiciones de campo no es posible separar la interaccion Meloydogyne
incognita x Fusarium oxysporum se recomienda realizar pruebas fenotipicas de
patogenicidad que incluyan esta interaccion, y determinar cémo reaccionan S. hirtumy
Solanum sp. en presencia del hongo.

- Realizar pruebas citoldgicas sobre las reacciones de resistencia a nivel de la raiz contra
el nematodo M. incognita, con el fin de determinar si las reacciones de defensa de la
planta en S. hirtum y Solanum sp incluyen reacciones de hipersensibilidad al nematodo.
Esta evaluacion podria darnos pistas sobre los mecanismos de resistencia (¢ resistencias
cualitativas o cuantitativas?).

- Realizar los analisis fenotipicos sobre la poblacién de segregantes de S. hirtum y S.
quitoense para establecer una relacion clara con los marcadores moleculares

encontrados, y verificar si estos pueden utilizarse en un programa de fitomejoramiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccién de nematodo metodo de Cobb (1918)

1. Colocar 100 gr de suelo en un recipiente con agua aprox. 2 litros, remover hasta separar
los nematodos de las particulas de suelo, dejar reposar la suspensién por 30 seg para que
las particulas mas grandes se sedimenten.

2. Pasar la suspension por una serie de tamices hasta el N° 500 en otro recipiente. es
conveniente agitar suavemente dentro del agua los restos que quedaron en el tamiz.

3. Colocar el material retenido en el tamiz N° 500 un vaso de precipitacion colocar agua
hasta un volumen conocido.

4. Tomar una alicuota de 1ml de suspension y colocar en una caja petri para su respectivo

conteo.

Anexo 2. Cuantificaciones de ADN

Tabla 12: Concentraciones de ADN del material vegetal evaluado.

Especies  Concentracién

ng/ ulL
S. quitoense 1416.7
S. hirtum 1107.7
Solanum sp. 444.6
Segregantes
20.3 530.1
20.8 756.1
21.3 2440.6
42.4 372.3
42.13 510.8
43.5 1206.5
45.31 1130.1
56.1 564

Fuente: Autor, 2019
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Anexo 3. Mastermix y programas de amplificacion de los SSR y RGAs

Cantidad Temperatura Ti
Primers Reactivo pl Paso Ciclos (°C) ('sﬂ]ngo
Agua 2.7 Desnaturalizacion Inicial 1 95 4
Buffer 1X 25 Desnaturalizacion 94 1
MgCI2 5 Alineamiento 36 50 1
dNTPs 3(12) Extension 72 1.5
CLRR _ pp——
Primer F 0.5 Extension Final 1 72 7
Primer R 0.5
Taq Polimerasa 1
ADN 0.8
Agua 15 Desnaturalizacion Inicial 1 94 3
Buffer 1X 25 Desnaturalizacion 94 0.5
MgCI2 25 Alineamiento 36 50 0.5
Hpm3E143 R dNTPs 3(12) Extension 72 2
HpmsE143 F Primer F 25 Extension Final 1 72 10
Primer R 25
Taq Polimerasa 1
ADN 0.5
Fuente: Autor, 2019
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Anexo 4. Protocolo de Fulton et. al 1995, para extraccion de ADN

1.

2.

Cada muestra se depositd en un tubo eppendorf de 1.5 ml al cual se le adiciono 200 pL
de tampdn de micropreparacion se adiciono tres esferas pequefias metélicas y con ayuda
de Tissuelyser se trituro por cinco minutos, se adiciono 200 pL de tampon de
micropreparacion para volver a pasar por el Tissuelyser por dos minutos, se agito
ligeramente al vortex e inmediatamente se incubo por 120 minutos a 65°C (Fulton,
Chunwongse, & Tanksley, 1995).

A continuacion, la muestra se tratd con una mezcla Cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1 viv) se agito 50 veces aproximadamente y se centrifugo por cinco minutos a 10000
revoluciones por minuto (rpm) y se recuper6 la fase superior (mas clara) que contiene
el ADN en un nuevo tubo (Fulton et al., 1995).

Seguido se mezcld con etanol al 95% adicionando 800 pL de este y se volvio a poner a
la centrifuga por cinco minutos a 10000 rpm, transcurrido este proceso se desecho el
etanol y se adiciono 400 pL de etanol al 70% (en este estado se puede conservar el ADN
a -20 °C por tiempo indefinido), se dejé que el etanol de volatilice y se adiciono 50 uL.

de TE (Fulton et al., 1995).

Luis Daniel Pacheco Atariguana 62



UNIVERSIDAD DE CUENCA L ;

Anexo 5. Fotografias

Foto 11: (A) Raices De S. quitoense fuente de inoculo y (B) licuado de raices para obtener el inéculo.

Foto 12: Meloidogyne incognita (A) huevo y (B) nematodo

Foto 13: (A)Inoculacién de M. incognita y (B) Evaluacidn de Marcadores moleculares.
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mm/inch

Foto 15: Medicién del diametro de nédulos.
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