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Resumen

El cultivo de la naranjilla (Solanum quitoense Lam.) representa uno de los rubros econémicos
mas importantes para una gran parte de comunidades del Ecuador. Este cultivo se ve limitado
principalmente por la afeccion de ciertos patdégenos como los nematodos Meloidogyne
incognita junto con el hongo Fusarium oxysporum, los cuales son causantes del deterioro en
el desarrollo de las plantas ya establecidas en campo. Debido a esta razon, en el siguiente
estudio se tiene como objetivo evaluar una poblacién de segregantes de la cruza entre S.
guitoense y la especie silvestre S. lasiocarpum reportada como resistente a la interaccion
entre M. incognita y F. oxysporum, para determinar el nivel de dafio y evaluar marcadores
moleculares microsatélites y RGAs. Esta investigacion se realiz6 en dos etapas: una etapa
de invernadero en la que se evaluaron los segregantes infectados con patégenos a los 90
dias en donde se analizaron los dafios a nivel morfolégico; y, una etapa en el laboratorio de
Biotecnologia de la facultad de Ciencias Agropecuarias, en la que se probaron diferentes
combinaciones de primers asociados a la resistencia en otras solanaceas. Con respecto a la
primera fase se realiz6 inoculaciones en 12 poblaciones (10 segregantes, S. quitoense y S.
lasiocarpum). Para lo cual se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) en arreglo
factorial de 4x12, con cuatro repeticiones. La segunda fase se realizé en laboratorio donde
se analizé marcadores moleculares SSR y RGAs asociados a la resistencia, tanto para los
parentales como para las 10 poblaciones segregantes resultado del cruce entre S. quitoense
y S. lasiocarpum. De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que ciertos
segregantes y el parental S. lasiocarpum obtuvieron los mejores resultados ya que
presentaron diferencias significativas en comparacion a S. quitoense, resultando este ultimo
susceptible en comparacion a las demas poblaciones. En cuanto al analisis molecular, no se

observé amplificaciones con los cebadores empleados para la PCR.

Palabras clave del autor: cultivo de naranijilla, agronomia, marchitez vascular,

marcadores moleculares, microsatélites, genes de resistencia
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Abstract

The cultivation of naranjilla (Solanum quitoense Lam.) represents one of the most important
economic activities for a large number of communities in Ecuador. This crop is limited mainly
by the affection of certain pathogens such as the nematodes Meloidogyne incognita together
with the fungus Fusarium oxysporum, which are responsible for the deterioration in the
development of the plants already established in the field. For this reason, the following study
aims to evaluate a population of segregants of the cross between S. quitoense and the wild
species S. lasiocarpum reported as resistant to the interaction between M. incognita and F.
oxysporum, to determine the level of damage and to evaluate microsatellite molecular markers
and RGAs. This research was carried out in two stages: a greenhouse stage in which the
segregants infected with pathogens were evaluated after 90 days, where damage was
analyzed at the morphological level; and a stage in the Biotechnology laboratory of the Faculty
of Agricultural Sciences, in which different combinations of primers associated with resistance
in other solanaceae were tested. The first phase involved inoculations in 12 populations (10
segregants, S. quitoense and S. lasiocarpum). A completely randomized design (CRD) was
used in a 4x12 factorial arrangement, with four replications. The second phase was carried
out in the laboratory where SSR and RGA molecular markers associated with resistance were
analyzed for both the parents and the 10 segregating populations resulting from the cross
between S. quitoense and S. lasiocarpum. According to the results obtained, it was observed
that certain segregants and the parental S. lasiocarpum obtained the best results, since they
showed significant differences compared to S. quitoense, the latter being susceptible
compared to the other populations. As for molecular analysis, no amplifications were observed

with the primers used for PCR.

Autor Keywords: orange blossom cultivation, agronomy, vascular wilt, molecular

markers, microsatellites, resistance genes
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Abreviaturas y simbologia
PCR: Reaccion en la cadena de la polimerasa.
SSR: Secuencias simples repetidas.
RGAs: Genes de Resistencia Analogos
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 nucledtidos ricos en leucina.
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Introduccion

La naranjilla (Solanum. quitoense Lam) es una solanacea de origen andino,
perteneciente a la seccion Lasiocarpa, es un frutal originario de América del Sur, distribuida
principalmente en Colombia, Ecuador y Pera (Gallo et al., 2021). Es una especie arbustiva,
perenne, que produce frutas frescas para el consumo, o también sirve para la preparacion de
derivados tales como helados, mermeladas, conservas, etc. (Green et al., 2018). El fruto de
la naranjilla tiene gran demanda en los mercados nacionales e internacionales y locales
(Andrade et al., 2015). En Ecuador, la naranjilla es cultivada en su mayoria en la zona
Oriental; siendo un cultivo muy representativo para los productores amazonicos, los cuales
obtienen un rendimiento relativamente bajo (3.56 t/ha). El principal motivo de este bajo

rendimiento es debido a problemas fitosanitarios (Castro & Herrera, 2019).

En Colombia, para el cultivo de S. quitoense, los principales problemas son F.
oxysporum y M. incognita. Estos patégenos han producido problemas fitosanitarios graves,
lo que ha obligado a muchos productores a abandonar el cultivo, presentando una gran
pérdida en las plantaciones, o trasladar el cultivo a otras zonas, donde la adaptacion no es la
adecuada (Criollo & Mufoz, 2020).

Una de las principales plagas que causan dafios en la naranjilla es el nematodo
agallador de laraiz (M. incognita). Este puede ocasionar hasta el 100% de pérdidas del cultivo
en las fases fenol6gicas mas importantes de cosecha (Revelo, et al., 2010). EI nematodo
agallador encuentra hospedaje, alimentacion y nutricion en la naranjilla en la parte radical de
las plantas. Al establecerse en el cultivo las poblaciones del nematodo crecen rapidamente,
lo que lleva a grandes dafios en el crecimiento, reproduccion y la calidad de los frutos en la
cosecha (Bermeo, 2015). Este también produce sintomas como agallas en las raices,
afectando directamente a la absorcién de nutrientes del suelo, causando efectos negativos
en las partes aéreas de la planta (Salazar & Betancourth, 2017). El nematodo agallador dentro
de la familia de las Solanaceas, genera pérdidas econémicas hasta de un 47% (Curimilma,

2015). Para los productores de la zona la forma més accesible de controlar el ataque del
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nematodo agallador, ha sido mediante el uso de quimicos, afectando directamente al suelo,

aire y agua (Duarte, 2015).

Para disminuir el impacto de las plagas se ha realizado un proceso de mejora genética,
utilizando marcadores moleculares, en donde los hibridos obtenidos, tienen como resultado
resistencia a diferentes plagas y enfermedades, pero la calidad de su fruto ha disminuido. En
la constante busqueda, se ha encontrado una variedad resistente a nematodos la cual es S.
lasiocarpum, donde se inicié la transferencia de genes, obteniendo nuevos hibridos, con
resistencia a nematodos y buena calidad de fruto (Morales et al., 2008). Entre los marcadores
moleculares utilizados en naranjilla tenemos a los microsatélites conocidos como SSRs
(“Simple Sequence Repeats”) (Weising et al. 1989) y Genes de Resistencia Analogos o
(RGASs). Los RGAs se han convertido en marcadores eficientes de caracteres de resistencia
controlados por genes cuantitativos (QTLs) (Pefia & Paez, 2011). La ventaja de los RGAs
sobre los marcadores de ADN arbitrarios es que representan genes potencialmente utiles, y
sirven como genes candidatos para el reconocimiento celular y como marcadores

informativos para inferir las relaciones genéticas entre los germoplasmas (Hurtado, 2004).
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1. Objetivos
Objetivo General.

Evaluar una poblacion de segregantes de la cruza entre S. quitoense y S. lasiocarpum para

la resistencia a la interaccion entre M. incognita y F. oxysporum.

Objetivos Especificos.
¢ Determinar el nivel de dafio de la interaccion entre M. incognita y F. oxysporum en
segregantes de la cruza S. quitoense y S. lasiocarpum.
¢ |dentificar marcadores moleculares RGA y microsatélites, posiblemente ligados a la
resistencia en plantulas a la interaccién entre M. incognita y F. oxysporum de la

poblacién de segregantes.

Liz Lorena Campos Urgilez - Oscar Andrés Ramirez Bermeo
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2. Hipotesis
HO: Ningun segregante de la cruza entre S. quitoense L. y S. lasiocarpum presenta resistencia
a la interaccion entre M. incognita y F. oxysporum.

H1: Al menos un segregante de la cruza entre S. quitoense L. y S. Lasiocarpum se presenta
resistencia a la interaccion entre M. incognita y F. oxysporum.

Liz Lorena Campos Urgilez - Oscar Andrés Ramirez Bermeo
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3. Revision bibliografica
3.1 Generalidades sobre la familia Solanaceae.

La familia Solanaceae se encuentra ubicada en el orden Solanales. Esta familia posee
aproximadamente 96 géneros y 2,300 especies (Cuevas et al., 2008) y esta presente en
regiones tropicales, subtropicales y templadas. Se pueden encontrar en un rango altitudinal
desde los 0 a 4200 m.s.n.m.; y, son especies por lo general arbustivas con distribucién
cosmopolita. En el Ecuador se ha podido registrar una gran cantidad de especies (se han
registrado 362) de las cuales 67 de ellas son endémicas (Cardenas, 2009).

3.2 Solanum quitoense Lam.

S. quitoense Lam, es una especie arbustiva que se originé en América del Sur. Su fruta
es la parte mas importante, ya que con esta se realiza la preparacién de jugos, bebidas,
néctar, helados y concentrados de frutas (Gallo et al., 2021). S. quitoense, pertenece a la
familia Solanaceae. Su morfologia consiste en una raiz principal pivotante hasta de 50 cm,
con varias raices secundarias, un tallo erecto, con ramificaciones desde el suelo, robusto,
cilindrico, velloso y por lo general de color verde, sus hojas miden de 30 a 40 cm de largo,
alternas, con una forma ovalada, presentan vellosidades, bordes ondulados. Sus flores son
hermafroditas, los frutos son esféricos, de color amarillo o rojizo, son de aspecto liso y
resistente, con pilosidad, la pulpa interna es verde, con un sabor agridulce (Revelo, et al.,
2010). La naranijilla es un fruto climatérico, en la maduracion de frutos, se dan cambios como

el color, forma, textura, entre otros (Andrade et al., 2015).

Para el correcto desarrollo y formacién de la fruta es importante las condiciones
ambientales en la cual se encuentra (Ramirez et al., 2018). Se cultiva en las zonas
subtropicales de Ecuador, donde existen precipitaciones altas, con una humedad relativa de
78 a 92%, deben de tener una buena exposicién solar, no resisten lugares con alta frecuencia

de vientos (Revelo, et al., 2010).

La naranijilla se reconoce como un frutal de gran aceptacion en el mercado nacional e

internacional. Este frutal se cultiva en la region Amazénica ocupando aproximadamente un
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93.2% del area, presenta bajo rendimiento por los problemas fitosanitarios lo que representa
3.56 t/ha (Castro & Herrera, 2019). Esta especie en Ecuador se distribuye en las estribaciones
externas de la cordillera y llanura amazonica: Bafios, Baeza, valle del rio Quijos, Reventador,
Puyo, Archidona, Loreto, Lago Agrio, Sucua, Zamora, Lita, Nanegalito, Los Bancos,
Chiriboga, Pallatanga. En el Ecuador se encuentran las diferentes variedades tales como
"Hibrido Puyo", "Baeza", "Bola", "Septentrional”, entre otras (Andrade et al., 2015).

Esta especie es susceptible a diferentes insectos, enfermedades, nematodos, oomicetos
(Gallo et al., 2021). Por lo tanto, es importante que se realicen procesos de hibridacion, para
gue como resultado se puedan obtener plantas resistentes a los distintos problemas
fitosanitarios que afectan a su desarrollo (Ramirez et al.,, 2018). Entre las afecciones
fitosanitarias, que causan dafio al cultivo de la naranjilla, los nematodos son considerados
dificiles de identificar, por lo cual es muy comun el uso de marcadores genéticos- El género
Meloidogyne tiene la capacidad para producir diferentes cambios fisiol6gicos en el sistema
radical de las plantas (Jaramillo et al., 2015).

La incidencia de estos nematodos en el cultivo de S. quitoense, es notable ya que
ocasiona agallas en las raices, de tal manera que disminuye la absorcién de los nutrientes,
produciendo falta de vigor, clorosis en hojas viejas y marchitez, afectando al 80% de la planta
(Salazar & Betancourth, 2017). Al momento de la infestacion de los nematodos en las plantas,

estas no reaccionan a la fertilizacién que se aplica en el suelo (Montes et al., 2010).

3.3 Solanum lasiocarpum.

Las especies que pertenecen a la seccién lasiocarpa, se encuentran ubicadas por lo
general en el medio silvestre y contienen frutos comestibles (Vilas et al., 2013). Esta especie
esta presente en altitudes tanto bajas y medianas, de 0-1000 msnm, se encuentra en
bosques, sitios perturbados y matorrales (Bohs, 2013). S. lasiocarpum es una especie
perenne, erectas, liviana con una altura aproximada de 1 a 2 m, sus tallos son esencialmente
sésiles. Las hojas son simples de forma ovadas, textura fina, pubescente, los pelos variables,
margen dentado. Las inflorescencias son cortas, no ramificadas, articuladas en la base. Sus
frutos son globosos, anaranjados cuando maduran, con pelos estrellados sésiles con puntos
medios alargados 1.5 a 4 mm de largo, estos pelos estan insertados en la base del tricoma,

los mismos que persisten en la madurez (Bohs, 2013).
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3.4 Meloidogyne incognita.

M. incognita, es un nematodo que ataca a todas las variedades de naranijilla existentes y
cultivadas dentro del Ecuador, pudiendo causar hasta el 100% de pérdidas en el cultivo, una
vez que llega a las raices de la planta, el ataque afecta intensamente en el periodo de floracion
a comienzos de la fructificacién. Esta especie de nematodo tiene un amplio rango de
hospederos, por lo cual, si existe rotacion de cultivo, puede establecerse en las malezas y
aprovechar de los hospederos susceptibles (Revelo et al.,, 2010). La presencia de M.
incognita, ocasiona pérdidas aproximadamente del 50%, en los cultivos de Solanaceas
(Betancourt et al., 2012); en esta familia existen especies que son silvestres y son resistentes
al ataque de M. incognita, mientras que S. quitoense y S. betaceum han demostrado ser
susceptibles a su ataque (Navarrete et al, 2018).

M. incognita, es un género polifago de nematodos endoparasitos biotrofos que infectan
a una variedad de especies vegetales superiores y tiene una distribucion cosmopolita (Elling,
2013). Mientras que Rivera et al. (2020) ratifican que M. incognita, es endoparasita sedentaria
y su ciclo biolégico inicia con un huevo, continta hasta que se desarrolla el primer estado

juvenil (J1).

El estado infectivo es el estado juvenil (J2), en donde busca una zona apical no
diferenciada, se mueve intracelularmente hasta encontrar un sitio de alimentacién cerca del
cilindro vascular. Al momento que se encuentra en la ubicacion exacta de la raiz, este induce
la formacion de las células gigantes multinucleadas y altamente especializadas, en estos
lugares donde el nematodo se establecié se produce hipertrofia e hiperplasia celular lo que
origina la agalla o nédulo. Luego de algunas mudas la hembra globosa empieza a ovipositar
cientos de huevos en una masa gelatinosa. Mientras que los machos abandonan la raiz
(Rivera et al., 2020).

3.5 Fusarium oxysporum.

F. oxysporum es un patdgeno que habita comiunmente en el suelo, el cual su manejo y
control ha resultado dificil, en donde, una vez que se establece en el suelo, puede permanecer
por largos periodos de tiempo (Vasquez & Castafio, 2017). Las condiciones adecuadas para
gue se desarrolle el hongo, se da con una temperatura que oscila entre 15 a 30 °C; en
condiciones desfavorables como las temperaturas demasiado altas o bajas, sequia extrema

o ausencia del hospedero, el patégeno forma esporas resistentes que pueden permanecer
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inactivas durante mucho tiempo en el suelo, hasta cuando nuevamente se establece un
cultivo susceptible en el predio, el cual puede activarse cuando encuentra las condiciones

adecuadas y causar infecciéon (Montes et al., 2010).

Las caracteristicas morfologicas de F. oxysporum se presentan como, microconidios de
forma globosa, oval y eliptica, usualmente no septados; en los macroconidios tienen una
longitud corta a media, en forma de bote, ligeramente curvados a casi recto que se van
estrechando gradualmente hacia ambos extremos. La célula apical de los macroconidios es
en forma de gancho o ligeramente puntiaguda (Castro et al., 2018). Comprende una multitud
de cepas que causan enfermedades de marchitez vascular en cultivos de importancia

econdmica (Gordon, 2017).

Algunas de las especies silvestres de Solanaceas, pueden presentar resistencia y
tolerancia hacia el ataque de la marchitez vascular (Morales et al., 2014). Una de las técnicas
gue se utiliza para el control de esta enfermedad, es el uso de variedades resistentes en las
cuales se encuentran; S. sessiliflorum, S. pseudolulo, S. candidum, S. hirtum, S.
stramonifolium, S. pectinatum, S. hyporodium, S. vestissimum y S. felinum, estas especies
pertenecen a la seccién Lasiocarpa del género Solanum. A partir de estas especies se han
realizado cruzas con naranijilla en donde se han obtenido hibridos resistentes como es el caso
de INIAP - Palora, Puyo y Espinudo. Siendo estos hibridos resultantes del cruce entre S.
quitoense y S. sessiliflorum (Castro & Herrera, 2019).

En los cultivos de S. quitoense en el Ecuador, la marchitez vascular es la enfermedad
gue con mas severidad ataca a este cultivo causando el 80% de pérdidas (Castro, et al.,
2018). F. oxysporum es reportado como el principal agente causante de la enfermedad de
marchitez vascular o fusariosis, pero se desconoce si interactia con otro patégeno para

causar la enfermedad (Castro & Herrera, 2019).

3.6 Interaccion entre M. incognitay F. oxysporum.

La interaccion entre M. incognita y F. oxysporum en S. lycopersicum aumenta la
severidad de la infeccion, esto se debe al aumento de una mayor tasa de penetracién de
juveniles de M. incognita, dando como resultado una mayor accién del patégeno en cuanto al
proceso infectivo, pudiendo observarse de manera significativa los cambios en los estados
fisicos de la planta como la reduccion de la altura de la planta, longitud de raiz, peso de los
brotes, ya que M. incognita, permite una penetracién mas eficiente por parte de F. oxysporum
(Kassie et al., 2020).
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En un estudio realizado por Meena, et al., (2015) nos indican que la interaccién entre
estos dos patdégenos afecta de manera similar al género Gerbera y a las Solanaceas,
indicando que en la intervencion de los mismos afectan directamente al desarrollo de la planta
de manera que al momento de establecerse M. incognita aumenta los dafios por parte de F.
oxysporum, como es el marchitamiento y crecimiento de las plantas, las mismas que afectan
de forma inmediata a las raices. Por su parte Palomares, (2009) menciona que el momento
de mayor impacto en la planta huésped es cuando los patégenos penetran en la misma,
ademds menciona que en algunas interacciones entre hongos y nematodos se ha demostrado
gue el parasitismo por el nematodo reduce o bloquea la sintesis de compuestos defensivos
de la planta frente a infecciones fungicas.

3.7 Resistencia genética de las plantas.

Las plantas estan continuamente expuestas al ataque de una amplia variedad de
microorganismos tales como virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos, pero, con el
paso del tiempo las mismas han generado resistencia a una gran variedad de patégenos.
Dicha resistencia no es mas que la capacidad que la planta genera para evitar la proliferacion
de patégenos. Esta resistencia es heredada por los parentales que genéticamente han ido
evolucionando hasta generar un mecanismo el cual es encargado de suprimir o retardar la
invasion de un patégeno potencial. Los huéspedes se defienden de los patégenos a través
de mecanismos fisicos y quimicos que han adquirido durante el proceso evolutivo (Robinson,
1969).

3.7.1. Mecanismo de resistencia: Respuestas de defensa de las plantas

Las plantas han logrado adaptarse a las diferentes condiciones ambientales, tanto
biéticas como abitticas, estas adaptaciones permitieron proliferarse de manera positiva
(Gémez et al., 2011). Una de estas adaptaciones que las plantas han logrado esta asociada
a un tipo de respuesta que se clasifica en dos categorias; un primer sistema de defensa

llamado constitutiva o preexistente y otro de respuesta de tipo inducible (Lu et al., 2018).

La defensa constitutiva o preexistente ya sean fisicas o bioquimicas, es la resistencia
gue esta asociada a condiciones preexistentes en la planta las cuales estan siempre
expresadas en un nivel basal. Este tipo de defensa presenta varias caracteristicas
preformadas como; paredes celulares, cuticulas epidérmicas cerosas y la corteza. Estas
caracteristicas que tiene las planta son llamadas respuestas no activas, ya que estas estas
presentes estén 0 no ante ataque de un patdgeno. Por otra parte, tenemos a las defensas

constitutivas activas, las cuales estan compuestas por ciertas sustancias que son resultantes
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del metabolismo secundario de las plantas. Estos son sintetizados de forma constante por la

planta y ofrecen defensa al ataque de patégenos (Lu et al., 2018).

Los mecanismos de defensa inducibles requieren sistemas de percepcion de
microorganismos invasores que permitan activar los genes implicados en la respuesta
defensiva. Cuando las defensas preformadas son superadas, las plantas activan ciertas
moléculas denominadas PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) e inducen un
primer nivel de respuesta denominado inmunidad inducida por PAMP mediante receptores de
reconocimiento de patrones de superficie celular (PRRs) que desencadenan la inmunidad
activada por PAMPs (PTI) (Vivanco & Cosio, 2005).

3.8 Marcadores moleculares utilizados en el mejoramiento genético

La informacion genética que posee cada individuo es determinada por su genotipo y se
refiere a la totalidad de su informacidn genética o parte de ella. Cada locus involucrado en la
expresion del fenotipo representa el conjunto de genes presente en el locus tanto para
regiones de ADN codificantes y no codificantes (Bergmann et al., 1989). Actualmente el uso
de marcadores moleculares ha permitido la identificacion de los agentes causales de plagas
y enfermedades en el cultivo de naranjilla, siendo esta técnica efectiva, en ciertos casos
presenta una ventaja debido a que la identificacion morfolégica es dificil de realizar (Castro
et al., 2021).

3.8.1. Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR)

Los microsatélites, conocidos como SSRs (“Simple Sequence Repeats”) o STRs (“Short
Tandem Repeats”), son secuencias cortas de DNA constituidas por motivos de 1 a 6
nucleétidos repetidos en tdndem. En genomas eucariontes son frecuentes estas secuencias
cortas, arbitrariamente estdn mejor distribuidas, constituyen la clase mas polimorfica de

marcadores moleculares (Ferreira, et al., 1998).

Los marcadores microsatélites son regiones de secuencias cortas de ADN de dos a 10
pares de bases, distribuidas amplia y uniformemente por todo el genoma, especialmente en
la mayoria de los eucariontes. La existencia de marcadores microsatélites en plantas habia
sido sugerida cuando se observé que oligonucle6tidos compuestos por elementos repetidos
de tipo TG y GATA/GACA, mostraban polimorfismo cuando se utilizaban como sonda RFLP
(Weising et al., 1989).

Una busqueda en bancos de datos de secuencia de ADN publicadas revel6 que los

sitios microsatélites estan ampliamente distribuidos con una frecuencia de uno cada 50 mil
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pares de bases. Su frecuencia se constatd en 34 especies vegetales, siendo el elemento

repetido mas comun el dinucleétido AT (Morgante & Olivieri. 1993).

Los primers microsatélites son eficientes para obtener resultados en cuanto a la
resistencia de la interaccion entre F. oxysporum y M. incognita, ya que se puede observar
polimorfismo en el parental S. hirtum, lo cual indica que de los ocho primers utilizados en dos

de ellos se pudo obtener amplificacién de los genotipos estudiados (Reyna, E. 2020).

3.8.2. Genes de Resistencia Anélogos (RGAS)

Son secuencias especificas de ADN gendmico amplificadas por iniciadores
degenerados. Los RGAs se han convertido en marcadores eficientes de caracteres de
resistencia controlados por genes tanto cualitativos como analisis de loci de caracteres
cuantitativos QTLs (Pefia & Paez, 2011). La base tedrica para identificar RGAs, surge del
conocimiento generado en los Ultimos afos de la secuencia nucleotidica de varios genes R
de resistencia a enfermedades. En estos genes R, se han encontrado homologias
significativas en sus secuencias de ADN (motivos) y de aminoacidos. Las clases mas
abundantes de genes R codifican las proteinas que contienen en la parte central un sitio
conformado con secuencias que unen nucledtidos (nucleotide binding site: NBS) y en el
extremo carboxilo, un sitio de secuencias repetidas que codifican para varias leucinas (leucine
rich repeats: LRR), formando un gen R del tipo NBS-LRR (Grant et al., 1995).

La ventaja mas significativa de los RGAs sobre los marcadores de ADN arbitrarios, es
gue representan genes potencialmente Utiles, y sirven como genes candidatos para el
reconocimiento celular y como marcadores informativos para inferir las relaciones genéticas

entre los germoplasmas (Hurtado, 2004).

Los primers RGAs son mas eficientes al momento de obtener resultados de
polimorfismo ya que en las bandas evaluadas fueron mas evidentes dicho polimorfismo que

con los primeros microsatélites en S. hirtum (Reyna, 2020).
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4. Materiales y métodos.

4.1 Area de Estudio: Ubicacién geogréfica.

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia e invernaderos de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, Campus Yanuncay,
ubicada en sector Yanuncay a una altura aproximada de 2567 m.s.n.m. con una temperatura

ambiental entre 15-17 °C y una precipitacion de 878 mm.
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Figura 1: Ubicacién del proyecto.
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4.2 Materiales

Actividades y materiales

Tabla 1. Materiales para utilizar por cada actividad

Bioldgicos Fisicos De laboratorio

- Plantulas de S. quitoense, S. - Sustrato estéril - Cajas Petri. - Puntas para micropipeta
lasiocarpum y Solanum sp. - Fundas plasticas - Camara de Neubauer - Erlenmeyer
- ADN de los segregantes de la cruza - Libreta de campo - Tubos de ensayo - Bisturi

S. quitoense x S. lasiocarpum y - Rétulos de identificacién - Mechero de alcohol - Estufa.
Parentales - Calibrador - Microscopio 6ptico. - Licuadora.

- Cepa de hongo F. oxysporum - Pipeta graduada. - Estereoscopio.
- Cepa de nematodo M. incognita - Tamices de 100, 200 y 500

Equipos Reactivos Programas

- Camara de flujo - Agar Papa y Dextrosa (PDA) - Infostat

- Vértex - Cloro - Software estadistico R

- Balanza analitica - Gel de agarosa - Software Excel

- Incubadora - Agua destilada - Google earth

- Refrigeradora - Marcadores moleculares

- Centrifugadora Microsatélites y RGAs (primers)

- Termociclador - Tampodn de extraccion, etc.

- Camara de electroforesis
- Autoclave & Agitador

4.3 Métodos
4.3.1. Metodologia para el objetivo especifico 1

4.3.1.1. Obtencio6n de las plantulas

Las plantulas se obtuvieron de semillas de una poblacion segregante entre S.
quitoense y S. lasiocarpum. Para la siembra el sustrato a utilizar fue una mezcla de tierra
negra, suelo franco y bocashi en proporcion 40:40:20, el cual previamente fue homogenizado
y esterilizado usando la técnica de pasteurizacion con vapor de agua a 100°C durante 120
minutos tiempo estimado para la eliminacion de patégenos. En los semilleros se realizé de
dos a tres riegos minimos por semana Y fertilizaciéon cada 15 dias. Al momento que dichas
plantas alcanzaron unos 5 a 8 cm de alto, se procedio al trasplante en bolsas de 1 kg, con el

mismo sustrato usado para la germinacion.
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4.3.1.2. Obtencion del patégeno F. oxysporum y preparaciéon de sustrato con
clamidosporas

La cepa de F. oxysporum fue proporcionada por el Ing. Patricio Castro y la Ing. Adriana
Tenesaca, docentes de la Carrera de Ing. Agrondmica, el mismo que se obtuvo de trabajos
previos realizados en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Una vez obtenida la cepa de F. oxysporum, se utilizé el protocolo desarrollado por
Larkin, (1993) adaptado por Gallardo (2004), el cual consisti6 en sembrar un pedazo de
micelio del cultivo monosporico en medio liquido papa-dextrosa (PDA), el cultivo permanecio
en agitacion constante por 15 dias para luego ser homogenizado en una licuadora durante
10 seg con la finalidad de obtener clamidosporas. Seguido de esto con una jeringuilla se
inoculé 50 ml de este medio con indculo en fundas con 1 kg de suelo estéril de textura
arenosa, para promover la formacion de clamidosporas en el suelo seco. Para determinar la
concentracion del hongo en el suelo se realizé una disoluciéon peso/volumen 1:1000 y se
procedié a sembrar en medio PDA, al tercer dia se realiz6 el conteo de unidades formadoras
de colonia (UFC).

4.3.1.3. Obtencion del patdgeno M. incognita.

Las cepas de M. incognita se obtuvieron mediante la recoleccibn en campo de
plantas infectadas. Para la obtencién del inéculo, se extrajo el material vegetativo de las
raices las que previamente fueron evaluadas y presentaron sintomas de agalladuras, se
utilizé la técnica del hipoclorito de sodio; las raices infectadas se cortaron en trozos con un
espesor no mayor a 3 mm. Posterior a ser cortados los trozos se colocaron aproximadamente
10 gramos de material vegetal en un vaso de licuadora, lo que se licuo con una solucion de
NaClO al 0.5% por aproximadamente 1 minuto. La suspension resultante fue filtrada a través
de diversos tamices concluyendo con el tamiz de 10 micras. Finalmente se debe lavar, todo
esto para eliminar el NaClO, el material retenido en el Ultimo tamiz se debe colocar en un
recipiente de vidrio de 2000 ml. Este proceso fue replicado con todas las plantas obtenidas
en campo. Posteriormente se realiz6 el conteo de la poblacién de nematodos (Crozzoli et al.,
2012).
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4.3.1.4. Inoculacién de los fitoparasitos en las plantulas.

La inoculacion de patdgenos se realiz6 después de 20 dias del trasplante en las
bolsas, todo esto bajo condiciones controladas (invernadero). Los tratamientos a los que se
realizard la inoculacion fueron: 1) F. oxysporum; 2) M. incognita; 3) F. oxysporum + M.
incognita; 4) Testigo.

La inoculacién de M. incognita se realizé calibrando la poblacion inicial (Pi) del
nematodo a 1000 huevos + J2/planta (Pacheco, 2019). Con una pipeta se inocularan
directamente cerca del sistema radicular de las plantulas realizando cuatro hoyos siguiendo
el sistema cardinal a 2 cm de profundidad y a 2 cm de distancia del tallo. Luego de ello, a los
90 dias que finaliz6 la investigacion se procedié a determinar la severidad e incidencia del
patégeno (Crozzoli, et al., 2012).

La fuente de in6culo de F. oxysporum obtenida se mezclé con el sustrato
previamente esterilizado, ajustando la concentracion de la dosis a 5000 ufc/g de suelo; el
mismo que permanecié himedo dos semanas hasta el momento del trasplante del material
vegetal. Para evaluar la presencia de F. oxysporum se realizé cortes de 1 cm en el apice de
las raices de las 12 especies vegetales. Para evaluar la interaccién entre M. incognita y F.
oxysporum lo primero que se realizo fue la inoculacion del nematodo dos semanas antes de

la inoculacién del hongo.

4.3.1.5. Variables a ser evaluadas para determinar resistencia a la interaccion entre F.

oxysporum y M. incognita.

Para comparar las variables se evaluaron los parentales, plantas en segregaciéon de
la cruza entre S. quitoense y S. lasiocarpum y las plantas testigo. Las variables evaluadas

fueron:

Presencia de agallas: En el laboratorio, se cuantificé el nUmero de agallas y con el resultado
de la misma se determind el indice de agallas mediante la escala propuesta por Ramos et al.,
(1998). para M. incognita (Tabla 2).

Tabla 2. Escala para evaluar la presencia de agallas en las plantas causada por M. incognita.

Grado de afeccion. No. de Agallas. Calificacion

0 0 Libre
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1 lal0 Baja
2 11a30 Moderada
3 3la75 Alta
4 >75 Muy alta.

Fuente: Ramos et al., (1998).

Alturay diametro 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; con la ayuda de un calibrador
se tomo el didmetro a altura del cuello de la planta, la toma de datos se realizé cada 15 dias

a partir de la primera inoculacién, hasta los 90 dias.

Biomasa acumulada: Para determinar la biomasa acumulada se tomad 5 plantas por especie,
se separo la parte aérea y radical, se colocé las partes de plantas en una funda de papel, y
en un horno se las deshidrataron a 65°C durante 72 horas. Transcurrido este tiempo se pes6
el tejido de cada parte en una balanza analitica.

Incidencia: Para determinar el porcentaje de incidencia en las plantas se empleé la férmula

propuesta por Gomez. et al., (2011).

IE (%) No.plantas enfermas — plantas sanas 100
= x
No.total plantas

Dénde: IE= Incidencia de los patdgenos.

Grado de severidad de la marchitez: para determinar el grado de severidad de la marchitez
en las plantulas se utilizé una escala propuesta por Estupifian & Ossa, (2007), la cual trata

de evaluar cuantitativamente el nivel de marchitez vascular de las plantas (Tabla 3).

Tabla 3. Escala para evaluar el nivel de severidad de la marchitez vascular causada por F.

oxysporum.
Severidad Porcentaje (%) Caracteristicas
1 0 No manifestacién de sintomas.
3 10 Muy pocas hojas marchitas, no mas del 10% del follaje total esta
marchito y/o clorotico.
25 Aproximadamente 25% de hojas exhiben marchitez y, clorosis
50 Aproximadamente 50% de hojas y ramas exhiben marchitez, clorosis y

necrosis limitada, las plantas son achaparras.
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9 100 Plantas muertas o severamente infectadas que muestran practicamente
todo su follaje marchito, clorosis, necrosis y/o defoliacién prematura.

Fuente: Estupifian y Ossa, (2007).

Grado de decoloracién vascular: Esta variable fue evaluada al final del experimento, ya
gue las plantulas fueron retiradas de las fundas, y los haces vasculares seccionados
transversamente para evaluar la decoloracion y necrosis del tallo de las plantas; para
determinar el porcentaje de decoloracién en el tallo se tom6 como referencia la escala
propuesta por Estupifian & Ossa, (2007). (Tabla 4).

Tabla 4. Escala para evaluar el grado decoloracion de la marchitez vascular causada por F.

oxysporum al final del experimento

Grado Descripcion vascular Caracteristicas

0 Ausencia de decoloracién vascular

1 Ligera (Decoloracion leve del sistema vascular 25% de la planta)

2 Intermedia (Decoloracién moderada del sistema vascular 50%de la

planta)

s |
3 Severa (Decoloracion severa del sistema vascular 75% de toda la
planta)

Fuente: Estupifian y Ossa, (2007).

4.3.1.6. Disefio experimental.

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) en arreglo factorial de 4x12, con
cuatro repeticiones, en donde los tratamientos fueron las combinaciones de 4 tratamientos
de inoculacién (solo inoculacién con F. oxysporum, sélo inoculacién con nematodos, ambos
patdégenos y un testigo) y 12 poblaciones (10 segregantes, S. quitoense y S. lasiocarpum). La
especie S. lasiocarpum se utiliz6 como testigo resistente y la especie S. quitoense se emple6
como testigo sensible. La unidad experimental estuvo conformada por una planta contenida

en una funda con sustrato de 1 kg, obteniendo asi 192 unidades experimentales (Tabla 5).

Tratamientos: 4x12 (48)
Repeticiones: 4

Factor 1 (tratamiento de inoculacion): Factor 1: F. oxysporum + M. incognita, Factor
2: M. incognita, Factor 3: F. oxysporum. Factor 4: Testigo.
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Factor 2 (poblacién): 10 poblaciones segregantes, S. quitoense y S. lasiocarpum.
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Tabla 5. Disefio experimental completamente al azar en arreglo factorial 4x12 de los

tratamientos realizados.

S3T2 |SA4T3 |SQT3|S8T4 |S4T4 |S3T2 |S5T4 |S3T3 | S10T2 | S7T2 | S10T2 | S6T3
S8T2 |S5T2 |SLT1 |SQT2 |SQT1 |SLT1 |S7T2 |S2T4 |S9T3 |SQT4 |SI1T1 |S3T2
S1T1 |S2T4 |S9T2 |SLT4 |S7T3 |S3T4 |S10T4 |S7T2 |S8T3 |S2T1 |S7T2 |S3T4
S5T3 | S4T2 |S2T4 | S8T3 | S10T3 |S4T3 |S2T3 |S8T1 | S8T4 |S3T3 |S10T1 |S3T1
SLT4 |SQT1|SQT3|S5T3 |S6T2 |SQT1 |S9T1 |S10T4 |S10T1 |S6T2 |S4T2 |S10T3
S5T1 |S6T4 |S3T1 |S9T1 |SLT1 |S6T3 |S1T1 |S5T2 |S1T2 |S2T3 |S6T1 |S9T4
SLT2 |SQT3|S7T4 |S1T4 |S7T1 |S5T4 |S1T2 |S9T3 |S9T1 |S10T4 |S2T4 |S9T2
S5T1 |S8T4 | S4T1 | SAT1 | S10T2 |SQT4 |SLT3 |S4T4 |SLT3 |SQT1 |S5T1 |S5T2
S3T3 |S1T4 |S2T3 | S10T3 | S4T2 |SI1T3 |S1T2 |S7T1 |SLT4 |S5T4 |S4T3 |S4T1
S8T3 |S3T4 |S8T2 |S2T3 |S1T3 |S10T1 |S9T4 |S10T2 |S4T2 | SQT2 |S8T1 | S3T3
S1T3 |S2T2 |SLT2 |S8T2 |S7T3 |S3T1 |S10T1 |S6T3 |S5T3 |S1T2 |S7T4 |S2T2
S2T2 |S5T2 |S7T4 |S1T3 |SLT4 |SLT3 |S9T3 |S9T4 |S7T3 |SLT3 |SLT2 |S8T2
SLT1 |S3T1 |S2T1 |S8T4 |S9T1 |S2T1 |S6T4 |S6T1 |S1T4 |S9T3 |SQT4 |S7T1
S5T4 |S6T1 | SAT3 |S5T3 | S9T2 |S4T4 | S3T2 |S9T2 | S6T2 | S7T1 | S1T1 |S8T1
S10T4 | SLT2 | SQT4 | S6T2 |S2T2 |S7T3 |S4T1 |S10T3 |S6T4 |S6T4 |S6T3 |S7T4
S5T1 |S6T1 |S8T1 |SQT2 |SQT3 |SQT2 |S3T4 |S2T1 |S1T4 |S4T4 |S9T4 | S8T3

Clave: SL: S. lasiocarpum, SQ: S. quitoense, S1- S10: Segregantes de la cruza entre S. quitoense + S.

lasiocarpum. Tratamientos: T1: F. oxysporum + M. incognita, T2: M. incognita, T3: F. oxysporum, T4: Testigo.
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4.3.1.7. Andlisis estadisticos.

Obtenidos los datos correspondientes a las variables crecimiento y diametro del tallo,
biomasa acumulada, grado de infeccion de nematodos, incidencia de F. oxysporum, grado
de severidad de la marchitez, grado decoloracién vascular, se realizé un test de Shapiro-wilks
modificado para determinar si hubo normalidad en la distribucion de datos y un test de Levene
para evaluar homocedasticidad. En el caso de las variables que cumplieron con los
supuestos, se realizO un ANOVA y una prueba de significancia multiple de Tukey; sin
embargo, esto no sucedio para los datos de las variables nimero de agallas y severidad de
la marchitez donde se utiliz6 una prueba no paramétrica como la de Kruskal Wallis para
obtener diferencias entre los tratamientos (p<0.05). Todos los andlisis se realizaron mediante
el programa estadistico InfoStat.

4.3.2. Metodologia para el objetivo especifico 2 (Fase de laboratorio).

4.3.2.1. Material vegetal.

Para este objetivo se evaluaron las especies S. quitoense, S. lasiocarpum., mas el
material genético de 10 poblaciones segregantes de S. quitoense x S. lasiocarpum. La

poblacién segregante se realiz6 la cruza entre las dos especies para su posterior evaluacion.
4.3.2.2. Extraccién del ADN.

Para los andlisis 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. La extraccién
de ADN se realiz6 de aproximadamente 100 mg de las hojas apicales de todas las especies,
de acuerdo con la metodologia de Fulton et al., (1995). EI ADN extraido se guardé a -20°C.

4.3.2.3. Cuantificacion de ADN.

Las concentraciones de ADN se cuantificaron en un espectrofotometro (EPOCH) y
se diluyeron a una concentracion final de 50 ng/ul (Nanogramo/microlitro) para la

amplificacién por PCR y se utiliz6 1 a 2 ul de este ADN en stock.
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4.3.2.4. Caracterizacién molecular.

Una vez obtenido el ADN de los parentales y de los segregantes se utiliz6 marcadores
SSR y RGAs para determinar la presencia de marcadores moleculares posiblemente
asociados a la resistencia entre los genotipos evaluados mediante PCR. Esta técnica se

realizo con primers especificos para los marcadores moleculares.

Se utilizé6 marcadores microsatélites y RGAs, que son basados en PCR, por medio de
primers, estos marcadores fueron utilizados en S. hirtum que se evaluaron en la resistencia

de los patégenos.

Tabla 6. Marcadores microsatélites y RGAs, que son basados en PCR.

Bases de

RGAs Secuencias (5'—3') disefio/gen Referencia
F CGCAACCACTAGAGTAAC LRR / RPS2
RLRR
R ACACTGGTCCATGAGGTT
F TTTTCGTGTTCAACGACG LLR / Cf-9
CLRR
R TAACGTCTATCGACTTCT
ANo.2 F TATAGCGGCCGCIARIGGIARNCC
ANo.3 R ATATGCGGCCGCGGIGGIGTIGGIAARACNAC
NBS /Ny
(Zhang, Khan,
NBS F GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC RPS2 Nifio-Liu, & Foolad,
R YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC 2002)
S1 F GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
AS1 R CAACGCTAGTGGCAATCC
Ptokinl F GCATTGGAACAAGGTGAA Kinasa / Pto
Ptokin2 R AGGGGGACCACCACGTAG
Ptokin3 F TAGTTCGGACGTTTACAT Kinasa / Pto

Ptokin4 R AGTGTCTTGTAGGGTATC
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SSR Secuencias (5'—3’) Referencia
F ATGCGCAAAGGGAGAAAATTCA (SUWOF,_
HpmsE032 Thummabenjapon
R CGAACTAACCGTTCATGGTGGA e, Sanitchon,
Kumar, &
F CCATTCAGCTAGGGTTCAGTCCA Techawongstien,
HpmsE143 2015)

R CGACCAAATCGAATCTTCGTGA

F  CAGAGCACTTGACATGCCTT (Voorrips, Finkers,
CA-MS6 Sanjaya, &

Groenwold, 2004)
R GATCTTTATAGTAGCTCATCAATA

F GAAGCCGTTTCAAGCC
Sat 207 (Combes et al.,
R CAATCTC TTTCCGATGCTCT 2000)

Fuente: Autores, 2023.

4.3.2.5. Amplificacion de ADN por medio de PCR.

Los masters mix de las reacciones se llevaron a cabo con agua ultra estéril, buffer
de la enzima, juego de dNTPs, MgCI2, cebadores F y R, Taq polimerasa (INVITROGEN ®) y
ADN de los genotipos a evaluar. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

Termociclador Eppendorf Mastercycler.

Los productos de la PCR se realizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.5% utilizando el buffer TAE 1X. En las muestras se utiliz6 un marcador molecular de 100
pb de peso (INVITROGEN ®) como estandar molecular. Se aplic6é corrida electroforética a
100 V durante 40 minutos. Finalmente, los geles se colocaron en bromuro de etidio y el

resultado se visualizé en un foto documentador ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad.

El andlisis de diversidad molecular fue estimado a partir del polimorfismo molecular
estudiado los marcadores RGAs y SSR entre todos los genotipos. Se visualiz6 la presencia
0 ausencia de los productos de amplificacién para todas las muestras analizadas. La
presencia se interpreté como regiones del genoma asociadas a la resistencia y la ausencia a

falta de regiones asociadas a la resistencia.

5. Resultados.
Los datos obtenidos de la investigacion fueron analizados para verificar los supuestos

de normalidad (test de Shapiro-Wilks) y homocedasticidad (test de Levene), las cuales
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mostraron que existe normalidad y homogeneidad en el caso de las variables peso seco

foliar, peso seco radicular, longitud de la parte radicular, diAmetro y altura; sin embargo,

esto no sucedid para los datos de las variables nimero de agallas y severidad de la

marchitez (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de los supuestos de la estadistica descriptiva.

. Shapiro Wilks Levene

Variables
W* p P

Peso foliar seco 0.98 0.2174 0.1279

Peso seco radicular 0.98 0.1709 0.4705

Numero de agallas 0.84 <0.001 <0.001

Severidad de la marchitez 0.90 <0.001 <0.001

Longitud de area 0.99 0.422 0.1251
Radicular

Altura 0.98 0.179 0.4705

Diametro 0.99 0.940 0.9169

Nota: p > 0.05 indica normalidad y homogeneidad de varianzas.

5.1 Andlisis fenotipico de la resistencia a la interaccion entre F. oxysporum y M.

incognita (Fase invernadero).

5.1.1. Biomasa acumulada de la zona foliar.

Realizado el ANOVA se obtuvo que en la variable biomasa acumulada de la zona foliar

indica que existen diferencias estadisticamente significativas para el caso de genotipos (R2=

0,28, CV=4.91); sin embargo, esto no ocurri6 para los tratamientos en donde existe

diferencias entre medias que no son significativas (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de varianza para la variable peso seco foliar.

F.V. SC Gl CM F P
Genotipo 7.24 11 0.66 4.88 <0.01
Tratamiento 0.16 3 0.05 6.07 0.68
Error 19.17 177 0.11 0.5
Total 26.57 191

Al realizar las comparaciones con la prueba de Tukey se pudo obtener que existen tres

rangos, siendo que el genotipo S10 tuvo el mejor rendimiento con un valor de 1.4 g en el caso

del testigo y una media general de: MED=1.2, DE= 0.35. Sin embargo, no hubo diferencias

significativas entre S. lasiocarpum y S. quitoense, ya que obtuvieron una media general de

0.71 y 0.54 respectivamente. Por otra parte, la menor cantidad de biomasa foliar acumulada
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se dio en el caso del tratamiento F. oxysporum + M. incognita, para los genotipos S6 y S1

con un valor de 0.28 y 0.30 respectivamente. (Figura 2).

il

510 52

1,6
1,4

1,2
® F. oxysporum

AB . .
AB ® M. incognita
ABC
ABC gl W B F. oxysporum
A + M. incognita
|A |B | ||| m Testigo
| | |

Figura 2. Peso seco foliar en gramos de las diferentes especies.
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5.1.2. Biomasa acumulada de la zona radicular

Realizado el andlisis de la varianza se obtuvo que en la variable biomasa acumulada
de la zona radicular existen diferencias estadisticamente significativas para el caso de
especies (R2= 0,24, CV=49.27); sin embargo, esto no se repitid para los tratamientos en
donde existe diferencias entre medias que no son estadisticamente significativas (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de varianza para la variable peso seco radicular.

F.V. SC Gl CM F P
Genotipo 3.87 11 0.35 4.84 <0.01
Tratamiento 0.18 3 0.06 0.81 0.49
Error 12.87 177 0.07
Total 16.92 191

Los resultados de la comparacién de medias por el método Tukey mostraron dos rangos

para el peso seco radicular, siendo el genotipo S10 el que tuvo el valor mas alto en todos los
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tratamientos (MED=0.89, DE= 0.36), dejando ver que el tratamiento F. oxysporum el que
presento mayor biomasa (MED= 1,38), repitiendo resultado con la variable “Biomasa
acumulada de la zona foliar”; sin embargo, el genotipo S6 y S8 obtuvieron los valores mas
bajos en el tratamiento 3, repitiendo el resultado el genotipo S6 con la variable anterior. El
genotipo S7 fue la que obtuvo el resultado promedio mas bajo con un valor de (MED=0.38,
DE= 0.23); por otro lado, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre S.
lasiocarpum y S. quitoense con un valor de 0.52 y 0.51 respectivamente (Figura 3).

Peso seco radicular

1,2

H F. oxysporum
= M. incognita

0 F. oxysporum +

AB AB
0,8
AA
J M. incognita
A ETestigo
0 A
50

510 52

Gramos (g)
N o

N

o

Genotlpo

Figura 3. Peso seco radicular en gramos de las diferentes especies.

5.1.3. Grado de afeccion de las agallas

Los resultados de severidad a los 90 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 agallas més alto con un valor de 3, lo que equivale a una
incidencia de 31 a 75 nédulos por planta presentando una reaccion de susceptibilidad. S.
lasiocarpum y el genotipo S5 mostraron los grados de afeccibn mas bajos con 1 y 0
respectivamente, lo que se cataloga como resistente por la cantidad de nédulos
contabilizados en los genotipos (Tabla 10).
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Tabla 10. Clasificacion de las especies mediante el indice de severidad.

Grado de
Genotipo afeccion No. de agallas Calificacion
S. quitoense 3 31a75 Alta
S. lasiocarpum 1 l1al0 Baja
S1. 1 lal0 Baja
S2. 1 1al10 Baja
S3. 1 1a10 Baja
S4. 1 1a10 Baja
S5. 0 0 Libre
S6. 1 1a10 Baja
S7. 1 1a10 Baja
S8. 1 1a10 Baja
S9. 1 1a10 Baja
S10. 1 1a10 Baja

lasiocarpum, C) Nédulos en el genotipo S5 que no presento infeccion.

Por otra parte, al realizar la prueba de Kruskal Wallis se pudo obtener 3 rangos
(H=76.21, p < 0.01), siendo el testigo el que obtuvo un valor de 0 y 0.08 para la inoculacion
solo con Fusarium oxysporum los cuales podemos decir que presentaron un grado de
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resistencia alto. Por otro lado, el tratamiento con inoculacién solo con Meloidogyne incognita
fue el que mostré mayor susceptibilidad con una media de 1.98 (la mediana en este caso fue
2) grado de numero de agallas, el tratamiento 3 obtuvo un valor de medio de 1.13 y una

mediana de 1 existiendo una interaccion entre F. oxysporum y M. incognita (Figura 5).

Grado de agallas

2 B
0

m Testigo

Grado de agallas

® Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum + Meloidogyne incognita
m Meloidogyne incognita

Figura 5. Efecto de los tratamientos en el numero de agallas.

5.1.4. Longitud de la parte radicular

Los resultados del ANOVA mostraron que en la variable longitud de la parte radicular
existen diferencias estadisticamente significativas para el caso de genotipos (R2= 0,24,
CV=11.87); sin embargo, esto no se repitié para los tratamientos en donde existe diferencias

entre medias que no son estadisticamente significativas (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de varianza para la variable longitud de la parte radicular.

F.V. SC Gl CM F P
Genotipos 0.36 11 0.03 4.40 <0.01
Tratamiento 0.05 3 0.02 2.17 0.09
Error 1.33 177 0.01
Total 1.74 191

Nota: p < 0.05 indica diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados de la comparacion de medias por el método Tukey, se pudo obtener 2
rangos en la variable longitud de la parte radicular, siendo que los genotipos S4 y S10 tuvieron
el valor mas alto en comparacién con el testigo sin inoculacion, con una media de 34.1y 31.03
cm. respectivamente; sin embargo, el genotipo S1 fue el que obtuvo el resultado mas bajo

con un valor de promedio de 21.66; por otro lado no existieron diferencias estadisticamente

Liz Lorena Campos Urgilez - Oscar Andrés Ramirez Bermeo



UCUENCA a7

significativas entre S. lasiocarpum y S. quitoense con un valor de 26.53 y 23.85

AB
H . oxysporum
= M. incognita
F. oxysporum +
M. incognita
m Testigo

Figura 6. Longitud de &rea radicular de las diferentes especies.

respectivamente (Figura 6).
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5.1.5. Altura del tallo

Los resultados del analisis de la varianza mostraron que en la variable altura existen
diferencias estadisticamente significativas para el caso de genotipos (R2= 0.55, CV=19.99);
sin embargo, esto no se sucedi6 para los tratamientos en donde existe diferencias entre

medias que no son estadisticamente significativas (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable altura.

F.V. SC Gl CM F P
Genotipos 383.61 11 34.87 18.65 <0.01
Tratamiento 13.93 3 4.64 2.48 0.06
Error 205.30 177 1.16
Total 350.92 191

Realizado la prueba de medias por el método Tukey, se pudieron obtener 4 rangos en
la variable, el S10 tuvo el rendimiento mas alto en todos los tratamientos (MED=10.58,
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DE=1.71); a su vez el genotipo S1 para el tratamiento de M. incognita se vio mas afectado
puesto que presento el valor mas bajo con un valor de 4.88; por otro lado, existieron

diferencias entre S. lasiocarpum y S. quitoense en todos los casos (Figura 7).

Altura
12
BBD
c cD
10
BC
/é\ 8 A BC u F. oxysporum
é sc BC
g 5 AB AB AAA ® M. incognita
15 A A
E A
= F. oxysporum +
€ 4 M. Incognita
m Testigo
2
0
51 510 32 53
Genotlpos

Figura 7. Altura en milimetros de las diferentes especies.
5.1.6. Diametro del tallo.

Realizado el ANOVA se obtuvo que en la variable didmetro existen diferencias
estadisticamente significativas entre especies (R2= 0.41, CV=19.11); sin embargo, esto no
se sucedié para los tratamientos en donde existe diferencias entre medias que no son
estadisticamente significativas (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis de varianza para la variable didmetro.

F.V. SC Gl CM F P
Especie 144.15 11 13.10 11.30 <0.01
Tratamiento 1.06 3 0.35 0.31 0.82
Error 205.30 177 1.16
Total 350.92 191
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Al realizar la comparacién de medias con la prueba de Tukey, se pudieron obtener 3
rangos en la variable Diametro, el genotipo S10 tuvo el rendimiento promedio mas alto
(MED=7.13, DE=1.08); asi mismo el genotipo S6 inoculado con M. incognita obtuvo el valor
mas alto (MED=7.68), por otro lado, existieron diferencias estadisticamente significativas
entre S. lasiocarpum y S. quitoense con un valor medio de 5.75 y 3.44 respectivamente,
siendo SL mejor en todos los tratamientos (Figura 8).

Diametro
9
8 c
B
! B "B BB
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3 5 A = M. incognita
[%2] A
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5] An  ®F.oxysporum +
£ 3 A M. Incognita
E Testigo
2
1
0
S4 S5 S6 S9 SL SQ
Genotipos

Figura 8. Diametro en milimetros de las diferentes especies.

5.1.7. Severidad de la marchitez.

El porcentaje de amarillamiento producido por la marchitez vascular mostré que las
especies evaluadas con los tres tipos de inoculacion presentaran diferencias significativas
(p=<0.01).

Realizada la prueba de Kruskal Wallis se pudo obtener 3 rangos (H=68.21, p < 0.01),
siendo que el tratamiento testigo obtuvo un valor de 0, seguido por 11.23 para M. incognita,
por otro lado, F. oxysporum y M. incognita + F. oxysporum fueron los més afectados con una
media de 20.17 y 25.46 respectivamente (Figura 9).
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Severidad de la marchitez
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Figura 9. Efecto de los tratamientos en la severidad de la marchitez.

Realizada la prueba de Kruskal Wallis se pudo obtener 3 rangos (H=31.85, p < 0.01),
de los cuales S. lasiocarpum obtuvo el mejor resultado (MED=1.06), en la misma linea los
genotipos S6, S4, S7 también estuvieron en este rango evidenciando menos severidad; no
obstante, S. quitoense fue la mas afectada por el tratamiento F. oxysporum + M. incognita
con una severidad del 70% (Figura 10).
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Figura 10. Severidad de la marchitez de las diferentes especies.
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5.1.8. Incidencia.

Los resultados de la prueba de Kruskal Wallis, mostraron que para el caso de
tratamientos solo el testigo se diferencio del resto (H=70.76, p < 0.01) puesto que el mismo
conto con incidencia 0, por su parte el resto de tratamientos no tuvieron diferencias
significativas entre si perteneciendo todos ellos al mismo rango. Para el caso de las especies
también existieron diferencias significativas (H=25.46, p < 0.01) ya que nuevamente S.
lasiocarpum obtuvo el mejor resultado junto con S7, por otro lado, S. quitoense, S1, S10, S8

y S4, pertenecieron al rango mas bajo (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de incidencia de las diferentes especies.

5.1.9. Grado decoloracion vascular.

Transcurridos los 90 dias después de la inoculacién se pudo evidenciar que una gran
cantidad de plantas presentaron sintomas caracteristicos en diferentes grados ocasionados
por la infeccién, presentando lesiones necréticas en los haces vasculares (Figura 12, 13).
De acuerdo al analisis no paramétrico de Kruskal Wallis obtenido para esta variable, se
observo que existe diferencias significativas (p= < 0.01).

Realizada la prueba antes mencionada se pudo evidenciar que existen tres rangos en
la variable grado de decoloracion vascular (H=49.44, p < 0.01); se pudo ratificar que el
tratamiento testigo no obtuvo ningan valor, repitiendo el caso con la incidencia, con respecto
a los tratamientos donde F. oxysporum estuvo involucrado estos valores de decoloracion
fueron mas altos; a su vez el tratamiento de M. incognita obtuvo un valor intermedio entre los

otros rangos ya mencionados (Tabla 15).
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Tabla 14. Efecto de los tratamientos en el grado de decoloracion.

Tratamiento Decoloracion Rango
Testigo 0 A
Meloidogyne incognita 0.46 B

+
il?]lézzrrl]lijtr: oxysporum + Meloidogyne 104 c
Fusarium oxysporum 1.04 C

Nota. Las letras marcan los diferentes rangos.

Figura 12. S. lasiocarpum con grado de decoloracion vascular intermedia en raiz y tallo
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Figura 13. S. quitoense con grado decoloracion intermedio de raiz y tallo.

Los resultados de la prueba de Kruskal Wallis, indican que existen diferencias entre
genotipos para el caso del grado de descolonizacion vascular (H=25.89, p < 0.01), S.
lasiocarpum presentaron un grado de decoloracién ausente ya que obtuvo un valor de 0, en
este mismo rango los genotipos S7, S6, y S4; con respecto a la especie S. quitoense se puede
notar que tuvo un efecto negativo en todos los tratamientos con excepcién en el testigo,
obteniendo un grado de decoloracion intermedia, puesto que obtuvo un valor de 1.44 siendo
este el mas alto, el resto de especies se mantuvieron en un rango medio entre 0.69 del

genotipo S9 y 0.94 del genotipo S8, todas ellas en el mismo rango (Figura 14).
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Figura 14. Niveles de incidencia de los diferentes genotipos.

5.2 Andlisis de diversidad molecular para genotipos parentales Solanum quitoense,
Solanum lasiocarpum y Solanum sp.

No se obtuvo amplificaciones con los cebadores empleados para las pruebas de PCR.
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6. Discusion

La presente investigacion se llevd a cabo con el objetivo de evaluar la resistencia a la
interaccion entre M. incognita y F. oxysporum en diez segregantes de la cruza entre S.
quitoense x S. lasiocarpum a nivel de invernadero. Con el analisis fenotipico se pudo observar
gue en gran parte de las plantas tratadas independientemente del tipo de inoculacion
presentaron sintomas caracteristicos asociados a la marchitez vascular (clorosis,
marchitamiento y necrosamiento de los haces vasculares, cabe recalcar que los sintomas se
presentaron en diferentes grados y severidad. Esto concuerda con la investigacion realizada
por Estupifian & Ossa, (2007), donde los resultados obtenidos fueron similares a la de esta

investigacion.

Se evidencia una tendencia constante en el crecimiento de las plantas, que se ve
directamente afectado debido a la presencia de agentes patégenos. De acuerdo con Jacquet
et al. (2005), la presencia de M. incognita y F. oxysporum en las raices de la naranjilla
interrumpe el flujo de agua y nutrientes, lo que resulta en un efecto directo sobre el desarrollo
de la planta. Ambos estudios sostienen que las raices afectadas por estos patbgenos no son
funcionales, lo cual conlleva a una disminucion en la tasa metabdlica del hospedero. Este
impacto negativo en el flujo de recursos esenciales contribuye a la merma en el crecimiento

de las plantas, siendo un fendmeno observado de manera consistente.

Con respecto a la marchitez, pesos secos foliar y en incidencia se puede decir que estas
manifestaciones son consistentes con la descripcion de Retana et al. (2018), quienes sefialan
gue el crecimiento de hifas del patdgeno a lo largo de la xilema facilita la colonizacién y
obstruccién de los conductos, dando lugar a una necrosis observable en secciones
longitudinales del tallo en S. quitoense. De acuerdo con Gonzales (2012), F. oxysporum
produce fitotoxinas que inducen una reaccion inhibidora del crecimiento debido a
desequilibrios hormonales, ya que estas sustancias tienen la fuerza necesaria para superar
la accion estimulante del crecimiento de las giberelinas. Ademas, las plantas afectadas por

este patégeno tienden a mostrar un tipo de enanismo en comparacion con las plantas sanas.

La incidencia de M. incognita en las especies de la familia Solanaceae, segin Navarrete
et al. (2018), puede alcanzar un nivel de incidencia del 100% a los 60 dias en Solanum hirtum;
sin embargo, en los casos de los genotipos los niveles de incidencia fueron diferentes entre
si, pero siempre en niveles mas bajos al primer caso mencionado, esto como lo manifiesta el
mismo autor que puede existir indicios de inmunidad entre genotipos. Adicionalmente, se

destaca que los nematodos del género Meloidogyne muestran una alta especificidad,
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parasitando un elevado numero de especies de plantas sensibles, segun lo informado por
Karssen & Moens (2006).

Los genotipos obtuvieron resultados distintos en todas las variables; estos resultados
coinciden con los informes de Betancourth et al. (2005) acerca de S. hirtum y S. sessiliflorum
con sus genotipos mostrando cierto nivel de resistencia a F. oxysporum; ademas, se sugiere
la existencia de una forma especial del hongo identificada como F. oxysporum f. sp.

quitoense, como previamente sefialaron Ochoa et al. (2001) y Avila et al. (2019) en Ecuador.

Con respecto a la severidad Chavez et al. (2011), menciona que tanto los genotipos de
Solanum quitoense como los genotipos silvestres (S. mammosum, S. hirtum, S. marginatum
y S. umbellatum) exhibieron diversos grados de respuesta a Meloidogyne siendo que 21
genotipos mostraron moderada susceptibilidad (26-50% de severidad), indicando una
marcada sensibilidad de las especies evaluadas al nematodo, por lo cual sugiere que los
mecanismos de respuesta de las especies a Meloidogyne , ya sean constitutivos o inductivos,
se expresan de manera diferencial dependiendo de la interaccién especifica entre el
nematodo y el hospedante, lo que a su vez influye en la activacion o ausencia de la expresion

de estos mecanismos de resistencia (Camacho , 1991).

Comparando los resultados con los hallazgos de Duarte et al. (2020), quienes reportaron
periodos de incubacion de siete dias en plantas de S. quitoense inoculadas con nueve
aislados de Fusarium oxysporum obtenidos en Narifio, y los resultados encontrados por
Ochoa et al. (2001), que registraron periodos de incubaciéon de 39 a 48 dias, se destaca la

discrepancia en los tiempos de incubacion de la enfermedad entre los autores.

En cuanto a la seleccion de genotipos con diferentes grados de reaccion, Hussey y
Janssen (2004), sugieren que la evaluacion preliminar del indice de nudosidad para el caso
de Meloidogyne puede resultar invaluable para continuar con selecciones en evaluaciones
posteriores que permitan determinar el factor de reproduccién siendo el nematodo la limitante
de los materiales seleccionados. Este enfoque integral, que abarca tanto la resistencia
genética de ciertos genotipos combinada a otras condiciones Optimas contribuiria a

desarrollar estrategias mas efectivas para gestionar un cultivo con fines comerciales.
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7. Conclusiones

Al finalizar las etapas de estudio bajo invernadero se revelaron las diferencias a nivel
de genotipo y especies entre S. quitoense y S. lasiocarpum, en el cual el segregante
S10 mostro tener las mejores caracteristicas fenotipicas en cuanto a crecimiento.

El segregante S7 mostré mayor resistencia al ataque de los patdégenos tanto como en
la incidencia, grado de decoloracién vascular, severidad de marchitez, soportando de
esta manera la interaccion entre los dos patégenos.

En cuanto al grado de afectacion de agallas causado por M. incognita, el segregante
S5 presentd mayor resistencia al no tener presencia de agallas en sus raices.

En cuanto a la fase de laboratorio, se puede indicar que no se encontr6 polimorfismo

en los genotipos de las especies con los marcadores moleculares utilizados.
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8. Recomendaciones

Al iniciar con un futuro proyecto es necesario considerar la viabilidad de semillas que
se vayan a evaluar, ya que de esta forma se pueda evidenciar el estado inicial para
continuar con su germinacion.

Seguir evaluando el resto de los segregantes de la cruza entre S. lasiocarpum y S.
quitoense, para identificar cual de ellos presentan mayor resistencia para los
patdogenos evaluados, y entre ellos hacer una comparacion para obtener al méas
resistente.

Realizar andlisis en campo de las poblaciones segregante provenientes de la cruza
de S. lasiocarpum y S. quitoense para identificar la resistencia a patégenos.
Evaluar el rendimiento de cultivo de los respectivos segregantes en investigaciones

posteriores.
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10. Anexos
Anexo A. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Peso seco
foliar”.

0.9 n= 192 r=0.995 (RDUO peso seco folear) [ )

Cuantiles observados(RDUO peso seco folear)

09 L L 1
-0.9 -0.3 0.3 0.9

Cuantiles de una Normal(-1.5844E-016,0.10036)

Shapiro-Wilks {modificado}

Varisble n Media D.E. W* p(Unilateral I)
EDUQ peso seco folear 192 0,00 0.32 0,985 0.2174

RABS peso seco folear

Variable N R®* R* Lj CW
RABS peso seco folear 192 0.10 0.03 72.74

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl [99: 1 F p-valor
Hodelo o.70 14 0.05 1.47 0.1279
Especie 0.49 11 0.04 1.31 0.21598
Tratamiento 0.21 3 0.07 2.03 0.11z21
& a.
&

Error .05 177 o3
Total .76 191
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Anexo B. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Peso seco
radicular”.

0.357

0.001

-0.357

0.717 n= 192 r= 0.996 (RDUO peso seco radicular)

-0.71’.

-0.71

Cuantiles observados(RDUO peso seco radicule

-0.35

0.00 0.35

0.71

Cuantiles de una Normal(-5.2042E-017,0.067391)

Shapiro-Wilks {(modificado}

Variahle

Il

Media D.E. W*

p(Unilateral I

BDUQ peso seco radicular 192

0.00 0.26 0.598

0.1703

RABS peso seco radicular

Variable

N B* E* A3 VW

RALES peso seco radicular 192 0.07 0.0

0 &67.6%7

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 3C gl cM F p-walor
Mode lo 0.29 14 0.02 0.98 0.4705
Especie 0.26 11 0.02 1.14 0.3319
Tratamiento 0.03 3 0.01 0.41 0,7440
Error .73 177 0,02
Total 4.03 191
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Anexo C. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Numero de
agallas”.

%
‘@ 74.607 n=192 r=0.908 (RDUO numero de agallas)

g °

o °

©

D (4

“E" 46.09 ’

=]

o [

(o]

=]

2 17571

o

o

=}

@

c

®  -10.941

Qo

<)

0

Q@

B couch

8 -39.46- ¢ T T T ]
(@] -39.46 -10.94 17.57 46.09 74.60

Cuantiles de una Normal(1.051E-014,210.27)

Shapiro-Wilks {modificado}

Variable n Medi=s D.E. W* pilnilateral D)
RDUO muamero de agallas 192 0.00 14.50 0.854 <0.0001
r

RABS numero de agallas

Varishle i R* R* A3 CW
RAES numero de agallas 192 0.35 0.30 99.46

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V. 3C ol CH F p-wvalor
Mode lo g§z61.36 14 590.10 6.56 <0.0001
Especie 3793.30 11 344.55 4.01 <0.0001
Tratamiento 4465.06 3 1459.35 17.32 <0.0001
Error 15215.98 177 85.97
Total 23477.32 191

Shapiro-Wilks (modificado}

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RAES Raiz #ag 19z 1.11 1.04 0.51 <0.0001
RDUO Log #ag 19z 0.00 0.34 0.97 0.007z
EDUD numero de agallas 192 0.00 14.50 0.54 <0.0001

Nota: La variable no cumplié con el pardmetro de la normalidad pese a la transformacion de
datos (Raiz y Logaritmo)
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Anexo D. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Longitud

del area radicular”.

0.33 % 0.237 n=192 r= 0.994 (RDUO Log-lar1)
S
(=]
-
i o

= 0.2s5 S 0107

= )

m o4

z 7
(=]

g 0.16 ° -0.034

& z

S b

= o

= [s)

= 008 S _0.16
2 @
% [ )]

| — 3 020l Ko T T
DDD T T T T T T T 1 _0 29 _0 16 _0 03
044 051 058 0Bs 072 079 087 094 1. : : :

Log-lart

Shapiro-Wilks {(modificado)

Variable n Media D.E. W¥ pi(Unilateral D)

Cuantiles de una Normal(5.0596E-018,0.0069719)

RDUD Log-larl 192 0.00 0.05 0.99 0.42z0

RABS longitud del area radicular

Variable 19 R* EBE* A CV
RABS longitud del area rad.. 192 0.10 0.03 76.91

Cuadro de Analisis de la Varianra (S5C tipo III)

F.V. 3C gl CcM F p-wvalor
Mode lo 187.16 14 13.37 1.47 0.1251
Ezpecie 174.79 11 15.89 1.75 0.0658
Tratamiento 12.37 3 4.12 0.45 0.7146
Error 1g06.06 177 9.07
Total 1793.22 191

59

Nota: La variable cumplié con el parametro de la normalidad después de la transformacion

de datos (Logaritmo).
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Anexo E. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Severidad

de la marchitez”.

66.321 n= 192 r=0.951 (RDUO severidad de la marchitez)

38.941

11.571

-15.811

-43.18‘r

Cuantiles observados(RDUO severidad de la marchite

-43.18 -15.81 11.57 38.94 66.32

Cuantiles de una Normal(2.2204E-016,251.77)

Shapiro-Wilks {(modificado)

Variahle n Media D.E.

W* pilUnilateral D)

RDUD gseveridad de la mwarch.. 192 0.00 15.87 0.90 <0.0001

Analisis de la varianza

Varishle i) BE* E®* Aj CV

RAEZ sewveridad de la march.. 192 0.31 0.26 54.895
Cuadro de Analisis de la Warianza (S5C tipo III)

F.V. S gl CM F p—wvalor
Modelo 7345.53 14 524.589 5.71 <0.0001
Ezpecie 4573.05 11 415.73 4.52 <0.0001
Tratamiento 2775.47 3 925.16 10.06 <0.0001
Error 16275.44 177 91.95
Total 23623.97 191

Nota: La variable no cumplié con los parametros de la normalidad y homogeneidad.
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Anexo F. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Altura”.
4,531 n= 192 r= 0.990 (RDUO Altura) 'QQ

2.47
0.41-

-1.65

Cuantiles observados(RDUO Altura)

-3.71 T T T 1
-3.71 -1.65 0.41 2.47 4.53

Cuantiles de una Normal(-2.9606E-016,1.8588)

Shapiro-Wilks (modificado)

Wariahle Y Media D_E. M+ pilUnilateral Iv)
EDTI0 altura 12z 0.00 1.2z 0.98 0.1los0
PDUD diawmetro 1592 0.00 1.04 0.535 0.4415
RABS altura

Variahle i) R* R® & C¥
RAES altura 192 0.01 0.00 79.04

Cuadro de Analisis de la Yarianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-walor
Modela 1.19 3 0.40 0.80 0.8184
Tratamiento 1.19 3 0.40 0.80 0.8184
Error 125.14 188 0.67
Total 126,33 191
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Anexo G. Resultados de las pruebas de Shapiro Wills y Levene para la variable “Diametro”.

T

£ 2697 n=192r=0.994 (RDUO Diametro (mm))
o

5]

IS

8 i

o 134

o

o)

a

24

% 0.001

o

el

IS

c

2

a8 -1.341

o

%]

R}

= ®

T -2.69- f T T T |
O -2.69 -1.34 0.00 1.34 2.69

Cuantiles de una Normal(-6.4763E-016,0.97642)

Shapiro-YHlks (modificado)

Variable I Media D.E. W* pilnilateral D)
EDT0 altura 122 0.00 1.3 0.938 0.1080
PDUO0 diametro 192 0.00 1.04 0.959 0.4419

BABS diametro

Wariable N B R? 43 EW
PAES diametro 1592 Z.7E-03 0.00 §l.85&

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.¥. SC gl CH F p-valor
Modeln n.22 30,07 0,17 0.9169
Tratamiento 0.22 30,07 0,17 0.9169
Error 81.20 188 0.43
Total 8l.42 191
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Anexo H. Viabilidad de las semillas con la técnica de tincién con tetrazolio.
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Anexo |. Siembra de las semillas de las diferentes poblaciones

64
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Anexo J. Instalacion de las unidades experimentales.

65
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Anexo K. Aislamiento del hongo F. oxysporum siembra directa en medio PDA.
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Anexo L. Obtencién del nematodo M. incognita en laboratorio.

67
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Anexo M. Crecimiento de las especies a lo largo del experimento.

: O Gar> . P8 AR -
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