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RESUMEN

Existe una alta incidencia del nematodo Meloidogyne incognita en Solanaceas de
importancia econdmica. Este patdgeno ocasiona dafios en la planta, llegando a
producir hasta la muerte y ocasionando pérdidas para el agricultor. En la presente
investigacion, se evalud la respuesta de infestacion de cinco especies de Solanaceas
silvestres (Solanum auriculatum, S.hirtum, S.hispidum, S.arboreum y Nicotiana
glauca) al parasitismo de M. incognita. Se utilizd6 un disefio de bloques
completamente al azar con tres repeticiones. Se obtuvo el inoculo de raices
infectadas de tomate de arbol (S. betaceum), el cual fue propagado en plantas de
tomate (Lycopersicum esculentum) variedad ‘Sheila’. Las Solanaceas silvestres mas
dos testigos susceptibles (S. betaceumy S. quitoense), fueron inoculados con una
dosis de 2500 larvas. Relacionando la poblacion inicial con la poblacion final de M.
incognita, se determind que S. arboreum, S. hirtumy N. glauca presentaron una
respuesta de no infestacion al nematodo; mientras que el resto de especies se
infestaron. Ademas, S. hirtum y N. glauca presentaron el menor nimero de agallas en
raices. En cuanto al rendimiento del follaje (peso fresco y seco), se observo una
respuesta de no infestacion en todos los tratamientos. El contenido de alcaliodes
(solanina y chaconina) en los frutos provenientes de las plantas injertas, en ningdn
caso fue superior al limite permitido. Se concluyd que es adecuado utilizar las
especies S. hirtumy S. arboreum (compatibles con S. quitoense — naranjilla) y N.
glauca (compatible con S. betaceum — tomate de arbol) como portainjertos de
frutales de importancia comercial en Ecuador.
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e INFESTACION
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e PORTAINJERTO
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ABSTRACT

There is a high incidence of the nematode Meloidogyne incognita in Solanaceae
crops of economic importance. This pathogen causes damage to the plant, producing
up to death and causing losses to the farmer. In thos research, the infestation
response of five species of wild solanaceae (Solanum auriculatum, S. cotumum, S.
hispidum, S. arboreum and Nicotiana glauca) to the parasitism of M. incognita was
evaluated. A completely randomized block design with three replicates was used.
The inoculum was obtained from infected roots of tree tomato (S. betaceum), which
was propagated in tomato plants (Lycopersicum esculentum) variety 'Sheila’. Wild
solanaceae plants plus two susceptible controls (S. betaceum and S. quitoense) were
inoculated with a dose of 2500 larvae. Relating the initial population to the final
population of M. incognita, it was determined that S. arboreum, S. hirtum and N.
glauca showed a non-infestation response to the nematode; while the rest of the
species were infested. In addition, S. hirtum and N. glauca had the lowest number of
galls in roots. Regarding to the foliage yield (fresh and dry weight), a non-infestation
response was observed in all treatments. The content of alkaloids (solanine and
chaconine) in fruits from grafted plants, in no case exceeded the limit allowed. It was
concluded that it is appropriate to use S. hirtum and S. arboreum (compatible with S.
quitoense - naranjilla) and N. glauca (compatible with S. betaceum - tree tomato) as

rootstocks of fruit crops of commercial importance in Ecuador.
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INTRODUCCION

1.1.  Descripcion del problema

A nivel mundial se han registrado pérdidas anuales de 100 billones de euros
en alrededor de 3000 plantas hospederas de Meloydogine incognita (Abad, P.,
Favery, B., Rosso, M., Castagnone-Sereno P., 2003). A pesar del incremento de la
superficie cultivable de los frutales, existe una reduccion en los rendimientos debido
al ataque de este nematodo fitopatégeno (Valarezo & Samaniego, 1982), el mismo
que impide el crecimiento normal de la planta y limita la absorcion de nutrientes del

suelo.

En frutales pertenecientes a la familia Solanaceae, como tomate de éarbol y
naranjilla existe una alta incidencia del nematodo M. incognita, en interaccion con
otros patdgenos como el hongo Fusarium sp., lo cual ocasiona dafios en la planta,
Ilegando a producir hasta la muerte de la misma. En el Ecuador, se estima pérdidas
del 90% del rendimiento en cultivos como tomate de arbol (Solanum betaceum) y
cerca del 30% en naranjilla (Solanum quitoense) a causa de este nematodo. (Revelo,
2003).

Por lo mencionado anteriormente, es necesario buscar opciones de materiales
silvestres que presenten caracteristicas de no infestacion / a la infeccion por este
patdgeno, mismos que puedan ser utilizados como portainjertos permitiendo mayor
longevidad de la planta e incremento del rendimiento. Ademas, el uso de
portainjertos no permitiran la reduccion del uso de agroquimicos (nematicidas)

aplicados al suelo, evitando su contaminacion (Revelo & Sandoval, 2003).



1.2.  Justificacién del problema

En forma general, los frutales que pertenecen a la Familia de las solanaceas
son muy susceptibles al ataque de insectos plaga, nematodos y enfermedades. La
utilizacion de productos fitosanitarios como fungicidas, nematicidas e insecticidas

provocan una alta toxicidad en el fruto (Corpoica, 2002).

Todos los agroquimicos utilizados son sintéticos, empleandose en
dosificaciones altas, ademas se realizan mezclas de pesticidas del mismo grupo
quimico, esto evidencia la falta de capacitacion de los agricultores sobre el manejo
racional de los mismos, ocasionando incremento de los costos de produccion y

contaminacion al ambiente (Revelo, 2003).

En lo que refiere al ataqgue de nematodos, el efecto en plantas es
disminuyendo su capacidad de absorcion de agua y nutrientes, provocando clorosis,
enanismo, caida de flores y frutos, y la marchitez de la planta por deterioro del
sistema radicular debido a las agallas que se forman en las raices. Las pérdidas que
ocasionan los nematodos en el Ecuador se estiman en un 70% por la reduccion de la
vida dtil de la planta (Viteri et al., 2010).

Para su control los productores emplean nematicidas sistémicos cada tres
meses, que se acumulan en el fruto afectando la calidad y la salud de los trabajadores

y consumidores (Revelo & Sandoval, 2003).

La situacion fitosanitaria de los frutales en nuestro pais requiere de muchos
estudios para poder disponer de un entendimiento epidemioldgico de las
enfermedades, nematodos e insectos plaga, y desarrollar estrategias de manejo
integrado, a través de la identificacion de la presencia del patdgeno y estimacion de
su incidencia, con el proposito de seleccionar y aplicar las medidas de control mas
adecuadas (Revelo et al., 2010).

Con el fin de contribuir al mejoramiento de los cultivos, se busca reforzar el
manejo integrado de plagas, como los nematodos, mediante el uso de portainjertos
gue permitan el adecuado desarrollo de la planta y mantengan la productividad. El
nematodo del nudo de la raiz (M. incognita) es uno de los géneros parasitos de
plantas mas abundante en los cultivos comerciales frutales y se considera de

importancia debido al deterioro econdmico que ocasiona por su distribucion mundial,
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su enorme grupo de hospederos y su interaccion con otros agentes como hongos y
bacterias, constituyéndose en uno de los mayores problemas para las plantas

cultivadas en el mundo (Revelo & Sandoval, 2003).

Aunque existen informacion generada anteriormente en este tema, fue
importante la realizacion de este estudio debido a que la propagacion de solanéceas
silvestres es mediante semilla sexual (Eguiguren, 1982). Lo que provoca variabilidad
genética en la progenie obtenida, por lo que se puede producir variacién en la
respuesta de la planta al patdgeno. Esta investigacion permitié validar solanaceas
silvestres que presentan infestacion al nematodo en mencion y que pueden ser
utilizadas como portainjertos en cultivos comerciales de tomate de arbol y/o
naranjilla, contribuyendo a la reduccion del uso de nematicidas, menor contaminn del
suelo y prolongar la vida util del cultivo. Ademas, permitié determinar si se mantiene
la respuesta de investigaciones previas o existe una variacién provocada por la
segregacion genética debido a la dosis de inoculacion utilizada, ya que es inferior a
investigaciones anteriores, para determinar la repuesta de las solanaceas silvestres

evaluadas a una menor presion de inéculo.

También sirvio para determinar si existen residuos de principios activos
(alcaloides) en los frutos de tomate de arbol y naranjilla que han sido injertados con

patrones silvestres, debido a que podrian ser peligrosos para la salud humana.

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la Infestacion de cinco especies de Solanaceas al parasitismo del
nematodo del nudo de la raiz Meloidogyne incognita y el contenido de alcaloides

en frutos de tomate de arbol y naranjilla injertados en estas especies.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar mediante medidas morfométricas y pruebas moleculares la

caracterizacion del nematodo Meloidogyne incognita
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2. Correlacionar el indice de agallamiento de cada especie de solanacea con la
poblacion final de Meloidogyne incognita.

3. Determinar la infestacion a Meloidogyne incognita de cada especie de
Solanécea silvestre.

4. Correlacionar la parte aerea de la planta con el peso de la raiz inoculada con
Meloidogyne incognita.

5. Determinar niveles de los principios activos (alcaloides) presentes en las
especies silvestres y su presencia en frutos de tomate de arbol y naranjilla.

6. Difundir los resultados obtenidos en esta investigacion a los productores y
técnicos en el campo de la fruticultura del INIAP.

1.4. Revision de literatura

1.4.1. Solanéceas silvestres

La familia Solanaceae, contiene una cantidad aproximada de 96 géneros y 2300
especies (Cuevas-Arias, et al., 2008), que incluye especies domesticadas de gran
importancia alimenticia como (papa, jitomate, tomate, berenjena)., industrial,
(tabaco)., ornamental (petunias, floripondio, copa de oroy, huele de noche) y
medicinal (toloache y belladona) (Villasefior, Encima, Ortiz, & Valdés, 2015). Su
distribucion es cosmopolita, con mayor frecuencia en géneros tropicales,
subtropicales y templados en pisos altitudinales de 0 a 4000 msnm. Tiene gran
variedad de formas vegetativas y reproductivas, por lo tanto tienen la capacidad de

colonizar distintos tipos de habitats.

Se caracteriza por presentar flores hermafroditas y actinomorfas, en general
pentameras y con gran variedad de tamafio, ovario stpero, esencialmente bilocular y
fruto en forma de baya o capsula. EI nombre de esta familia de plantas proviene del
latin solamen, que quiere decir confortar o calmar y se refiere a las propiedades
sedativas que caracterizan a algunas de las especies. El botanico americano Charles
Heiser mencionaba que las Solanaceas eran plantas tranquilizantes en extremo y que

podrian ocasionar efectos mortales (Towell, 2001).
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Una de las principales caracteristicas de esta familia de plantas es la presencia de
alcaloides (nicotina, atropina y la solanina) que son compuestos toxicos para el
hombre y los animales, causando envenenamientos y hasta la muerte de personas que
lo hayan ingerido (Raddick, 1986). Estos alcaloides se encuentran en la mayoria de
organos como el follaje y frutos en estado inmaduro. Ademé&s pueden encontrarse
ciertos esteroides conocidos como glicoalcaloides usados como precursores de
hormonas que sirven para la fabricacion de farmacos como la cortisona, los

esteroides y las pastillas anticonceptivas (Nee, 1986).

Entre las Solandceas silvestres empleadas como portainjertos podemos
mencionar a: Nicotiana glauca, S. auriculatum, S. hispidium, S. arboreum, S.
hirtum que crecen en forma silvestre, bajo diferentes condiciones de clima y suelo
del Ecuador. Estas especies silvestres, conjuntamente con otras solandceas se
colectan para emplearlos como portainjertos de tomate de arbol, con el fin de evaluar
la infestacion a plagas como el nematodo M. incognita (Viteri et al., 2010; Revelo et
al., 2010).

El tabaquillo (N. glauca) es una planta silvestre de hasta 7 metros de altura,
que crece en suelos pobres, zonas aridas, posee un tallo sin pubescencias y copa
piramidal. Sus hojas son lanceoladas, simples y sin pubescencias, peciolo largo de
color verde azulado, la inflorescencia es una panicula terminal, con flores
actinomorfas, hermafroditas de color amarillo. El fruto es una capsula dehiscente con
semillas redondas de 0.5 mm, que son muy importantes debido a su alto contenido de
alcaloides (Viteri et al., 2010).

El palo blanco (S. auriculatum) planta silvestre, que crece a 2400 msnm, en
suelos franco arcillosos, con pH de 7.5. Las plantas son pubescentes y pueden
alcanzar hasta los 4 m de alto. Tiene la copa abierta, las hojas son grandes, ovales,
simples, de coloracion verde gris y con pubescencia. La inflorescencia es un corimbo
terminal, posee flores hermafroditas de color lila, los frutos son bayas de color

amarillo, conteniendo semillas aplanadas de 1 a 2 mm (Viteri et al., 2010).
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El Cujacu (Solanum hispidum) crece a una de altitud de 1500 msnm, en suelos
de textura franca arcillosa, con 2.6% de contenido de materia orgénica y 4.6 de pH.
Es un arbusto pequefio que puede llegar a los 5 m de altura, copa redonda, espinoso
en su tallo y ramas, sus hojas son ovaladas elipticas, mds o menos oblicuas
acuminadas y sinuosas con siete a once lobulos, presenta numerosos tricomas. En su
etapa juvenil siempre presentan espinas tanto en el haz como en el envés. Las flores
forman inflorescencias de tipo corimbo, el fruto es globoso, amarillento y tiene 1.5
cm de diametro (Viteri et al., 2010).

S. arboreum (S. grandiflorum) arbol erecto, de tronco robusto lignificado,
ramas gruesas con abundante follaje, peciolos llenos de espinas, hojas puntiagudas,
ovaladas, elipticas sinuosas y lobuladas, que presentan tricomas en la superficie.
Posee el tipo de inflorescencia cimosa, con pedunculos robustos, aunque el arbol
presenta poca floracion. El boton floral es ovalado acuminado, los frutos tienen 5 cm
de diametro de forma de ladd y caliz subacampanulado y soldado al fruto (Moller,
Jorgensen, & Ledn, 1999).

S. hirtum arbusto ramificado espinoso de 1.19 a 1.90 m de altura, con tallos de
color blanguecino pubescente, hojas alternas, simples, ovales, base cordiforme,
margen con lébulos, de apice redondeado, inflorescencias tipo cimosa lateral, con
flores de corola blanca, los frutos al madurar son de color anaranjado, pubescentes,
globosos, pequefios de 1.5 a 2.5 cm, que pueden ser comestibles (Revelo, et al.,
2010).

1.4.2. Mecanismos de resistencia de las plantas

Las plantas estan predispuestas constantemente al ataque de una amplia
variedad de patdgenos que incluyen bacterias, virus, hongos, nematodos e insectos,
lo cual hace que éstas activen sus mecanismos de defensa para contrarrestar la
infeccion provocada por estos microorganismos. Entre estos mecanismos tenemos la
resistencia inducida, que consiste en la expresion diferencial de genes y cambios
metabolicos ocurridos como consecuencia del proceso de reconocimiento entre la

planta y el patogeno (Ordefiana, 2002).



Las reacciones que los patdgenos ocasionan pueden ser diferentes en los
distintos hospederos, asi como su grado de patogenicidad (Collinge, Borch, Madriz-
Ordefiana, & Newman, 2001). A pesar de que estos conceptos han sido discutidos
por Vanderplank (1984), quien propuso que el nivel de virulencia se determina con
respecto a la resistencia del hospedante, lo que deja entre dicho que la virulencia es
un concepto estrechamente ligado a la habilidad del patégeno de superar la

resistencia de la planta.

Segln el estudio realizado por Vanderplank (1984), la resistencia a una
enfermedad no puede ser absoluta, varia desde una forma parcial de resistencia hasta
la casi total inmunidad. Esta variacion en la resistencia puede deberse a diferencias
en la patogenicidad del agente causal o también a diferencias en los genes que
gobiernan la resistencia de la planta hospedante, y a los ambientes que afectan la
expresion final, asi como también a la intensidad del desarrollo de la enfermedad
(Renfro, 1985).

De igual manera, este autor indica que los genotipos resistentes a una
enfermedad, en un determinado ambiente, pueden no ser eficientes en otro, donde
hay una fuerte presion de la enfermedad u otra raza del patdgeno.

Las primeras evidencias genéticas de resistencia a nematodos, fueron
encontradas en la interaccion tomate (Licopersum esculetum) con M. incognita.
Algunos genes de resistencia dominantes han sido identificados y mapeados, por
ejemplo en tomate los genes Mi, Mi-3 y Mi-9 (Ammiraju et al., 2003), pimiento el
gen Me3 (Castagnone et al., 2001) y en mani los genes Mae y Mag (Garcia et al.,
1996), el gen Mi ha sido clonado y pertenece a la clase de genes NBS-LRR, que
también incluye genes que dan resistencia a virus, bacterias y hongos (Hwang et al.,
2000).

En resultados obtenidos en tomate, indican que el reconocimiento de la
resistencia de la planta al nematodo es a través del gen Mi-1, 2 LRR, que esta

implicado en la regulacién de la transmision de la respuesta de resistencia asi como
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también en el reconocimiento del nematodo, produciendo una rapida muerte celular
localizada, 0 una respuesta de hipersensibilidad en el sitio de la infeccion (Hwang et
al., 2000).

1.4.3. Respuestas de defensa de las plantas

El ingreso de los nematodos a los tejidos de la planta es a través de heridas,
particularmente durante la migracién y expansion del sitio de alimentacién. Los
nematodos agalladores evitan provocar respuestas fuertes de la planta migrando entre
las células de la raiz. Al contrario, los quistes de los nematodos migran a través de
las células corticales en el centro de la raiz, causando necrosis desde su punto de
entrada hasta el sitio donde se asientan para alimentarse. Las plantas son capaces de
reconocer y reaccionar a pardsitos activando varias respuestas de defensa. Las
respuestas de defensa incluyen la produccién de radicales oxigeno toxicos y
componentes sistémicos de sefializacion asi como la activacion de los genes de
defensa que conllevan a la produccion de barreras estructurales u otras toxinas

disefiadas para lastimar a los patégenos (Gheysen & Jones, 2013).

El mecanismo del sistema de defensa en la planta consiste en dos tipos de
respuestas y es conocido mediante un modelo “zigzag” (Figura 1). Las plantas
detectan  moléculas patdgenas conservadas (patdgenos-asociados a patrones
moleculares, PAMPs) mediante receptores de reconocimiento de patrones de
superficie celular (PRRs) y patrones de inmunidad activados por gatillo (PTI),

también conocidos como defensas basales (Gheysen & Jones, 2013).

Sin embargo, poco es conocido acerca de PAMPs en nematodos, en otros
microorganismos fitopatdgenos no son muy estudiados, son especificos de los
patdgenos y son usualmente moléculas estructurales esenciales para la supervivencia
del patdgeno. PTI es relativamente duradero ya que los patdgenos no son capaces de

evolucionar a cambios facilmente para PAMPs (Gheysen & Jones, 2013).
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Todos los patdgenos biotroficos necesitan suprimir sus patrones de inmunidad
para infectar a las plantas, esto se logra usando efectores, proteinas secretadas e
introducidas en el hospedero, las cuales atacan vias de sefializacion involucradas
durante la PTI. De cualquier modo, las plantas han evolucionado subsecuentemente
otro mecanismo de defensa conocida como inmunidad efector-disparador (ETI). ETI
se realiza mediante los genes de resistencia y éstos reconocen a los efectores y los
cambios del metabolismo del hospedero inducidos por los efectores (causantes). ETI
estd frecuentemente mediado por una fuerte respuesta a una célula muerta localizada
(respuesta hipersensitiva), la cual indica los tejidos en los cuales el patégeno se
intenta alimentar (Williamson & Roberts, 2009).

PTI ETS ETI ETS ETI

®, o°

Pathogen ® ® o

effectors -
Pathogen

¢

¢
° %O PAMPS

Figura 1. Modelo de “zigzag” para reconocer la defensa de las plantas
Fuente: Jones & Dangl, 2006

Los cambios genéticos relacionados con heridas o respuestas de defensa han
sido estudiados en varias interacciones planta-nematodos. Justo 12 horas después de
la inoculacion de nematodos agalladores en raices de tomate, los genes generales de
defensa de la planta son regulados. La mayoria de estos genes son inducidos por
interacciones compatibles e incompatibles, aunque con diferencias en nivel y
sincronizacion. Los genes que codifican directamente las proteinas de defensa que
son activadas incluyen inhibidores de peroxidasa, quitinasa, lipooxigenasa, extensina

y proteinasa (Williamson & Roberts, 2009).

Los genes que codifican enzimas en las vias que resultan en sintesis de otros

componentes de defensa son también activados durante las respuestas de defensa de
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las plantas. Por ejemplo, los genes que codifican enzimas que lideran la sintesis de
fitoalexinas (tales como glyceollina en soya), o deposicion de barreras fisicas, tales
como callosa y lignina, son inducidos en las fases tempranas del proceso de infeccién

de los nematodos (Moens , Perry, & Starr , 2009).

La aplicacion de andlisis moleculares de rendimiento (micro-arreglos,
secuenciacion de RNA) a interacciones plantas-nematodos ha permitido una mayor
comprension de las respuestas de las plantas a la invasion de nematodos, indicando
que las respuestas moleculares de defensa a infecciones por nematodos son muy
similares a las respuestas para otros patdgenos. Estas respuestas incluyen la
activacion de genes que codifican proteinas relacionadas con patégenos (PR) y
componentes de sefializacion de defensa, asi como genes de respuesta a stress
general y genes asociados con las respuestas hipersensitivas. Como sea, las vias de
defensa especificas de las plantas pueden ser suprimidas localmente en los sitios de
alimentacion. Se encontr6 que algunos genes que codifican enzimas claves en la
biosintesis de acido jasmonico disminuyen en sincitios inducidos por Heterodera
glycines en soya y algunos genes para proteinas relacionadas a patdgenos disminuyen

en células gigantes de Arabidopsis (Gheysen & Fenoll, 2011).

La resistencia inducida es una respuesta activa de la planta que involucra la
expresion diferencial de genes y cambios metabdlicos que ocurren como
consecuencia del reconocimiento especifico entre la planta y el patdgeno. Sin
embargo, en algunos casos la defensa de la planta en tejidos sistémicos es suprimida,
posiblemente causando que la planta sea mas susceptible a patdégenos de hojas
después del ataque de nematodos. Ejemplo de esto ocurre durante la infeccion de H.
schachtii en Arabidopsis, la expresion de los genes PR-1, PR-2 y PR-5 son
considerados marcadores para acido salicilico (SA)-resistencia adquirida sistémica

(SAR) dependiente, inducida en raices y hojas (Moens , Perry, & Starr , 2009).

Las expresiones de genes PR-3 y PR-4, fueron usadas como marcadores para
acido jasmonico (JA)-SAR, no fueron alterados en raices, pero PR-3 fue inducida,
mientras que PR-4 disminuyd en las hojas de plantas infectadas con H. schachtii. Sin
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embargo, todos los genes PR (PR-1 a PR-5) disminuyeron en las hojas de plantas
infectadas con M. incognita, sugiriendo la supresién de SA- y JA- SAR (Moens ,
Perry, & Starr , 2009).

Similarmente, muchos genes relacionados a defensa fueron suprimidos en
brotes de arroz infectado con nematodos agalladores, tres dias después de la
infeccion, pero no en brotes de arroz infectado por quistes de nematodos o
nematodos migratorios. Estos resultados sugieren que los nematodos agalladores no
solo son especializados en evadir las respuestas de defensa de las plantas sino
también en activamente suprimir las defensas del hospedero (Gheysen & Fenoll,
2011).

1.5 Principios activos encontrados en los portainjertos

Los principios activos son sustancias con actividad bioldgica, que tienen la
capacidad de alterar o modificar el funcionamiento de érganos y sistemas del cuerpo
humano y animal. Entre los principales estan los aceites esenciales, alcaloides, los
glucdsidos o heterdsidos los mucilagos o gomas y los taninos. Los alcaloides son
bases nitrogenadas, producidas por las plantas en forma de metabolitos secundarios,
presentan una accion fisiolégica intensa sobre los animales estando ain en bajas
dosis, entre los mas conocidos de las solanaceas se encuentran los tropanos, las
plantas que contienen estas sustancias son usadas como venenos y son utilizadas por
sus propiedades farmacéuticas, entre éstos estan: escopolamina, atropina,

hiosciamina, nicotina, abamasina, solanina, solauricidina, etc (Hemming , 2013).

Las especies de la familia Solanaceae se caracterizan por la produccion de
diversos tipos de principios activos-alcaloides, de los cuales una gran cantidad,
podrian ser beneficiosos en la medicina por sus incalculables propiedades
farmacéuticas, o en la obtencion de insecticidas, entre otras cualidades. Los
principales alcaloides encontrados en especies de esta familia son los siguientes:
solanina, glicoalcaloide presente principalmente en la papa, tomate y berenjena;
alcaloides tropanicos, como la escopolamina (en especies de Hyoscyamus sp., Datura

sp., Brugmansia sp., etc.) y atropina (Atropa sp.), nicotina, principalmente en el
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tabaco; y la capsaicina, un capsaicinoide causante del sabor picante en especies del
género Capsicum (Acosta, 2011).

Existen cuatro grupos de alcaloides esteroidales que son de origen vegetal:
Veratrum, Solanum, alcaloides esteroidales de Apocynaceae y alcaloides Buxus. El
segundo grupo se desarrolla en plantas solandceas pertenecientes al género
Solanum; los cuales tienen su origen en precursores no nitrogenados. La mayoria de
las especies silvestres han dado lugar a la presencia de solo dos glicoalcaloides
principales solanina y chaconina que comprenden el 95% del total de glicoalcaloides
(Martinez, 2002; Lgbal, 1997).

El contenido de glicoalcaloides puede ser o no perjudiciales o0 nocivos para el
ser humano dependiendo de su concentracion. Por ejemplo se ha reportado en S.
tuberosum (tubérculo maduro), una concentracién de glicoalcaloides en un rango de
10 mg/100 g no produce ningun efecto (Lisinska & Leszczynski, 1989), con una
concentracion de 14 a 15 mg/100 g se produce un sabor amargo (Friedman, 2006,
Lisinska & Leszczynski, 1989 mientras que rangos mayores a 20 mg/100 g son
considerados perjudiciales para la salud humana (Korpan et al., 2004).

Al contenido de glicolacaloides en solandceas como las papas se las
denomina como TGA (glicoalcaloides totales) y su contenido cuando este tubérculo
maduran, oscila entre 3 a 10mg/100g., concentraciones entre 14 y 15 mg/100 g
presentan un sabor amargo perceptible. Valores mayores a los 20mg/100g
representan un nivel toxico para el ser humano (Tajner-Czopek et al., 2007; Esposito
et al., 2002; Friedman, 2006).

Lo importante de estos alcaloides es determinar el limite maximo de residuos
(LMR) que es la concentracion mas alta de un residuo quimico que esté legalmente
autorizado o aceptado en un alimento, y se basa en las buenas practicas de uso
agricola y quimico. LMR son normas reguladoras que ayudan a controlar si un
producto quimico agricola o veterinario se ha utilizado como se indica en la etiqueta

aprobada. Si se supera un LMR, por lo general indica un mal uso de la sustancia
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quimica pero normalmente no significa que haya un problema de salud o de
seguridad publica (FAO, 2016).

Los glicoalcaloides como la solanidina, solasodina, solanina y tomatina,
producen sabores amargos cuando se encuentran a concentraciones por encima de
140 mg/kg, y sensacion de quemadura en la boca y garganta a concentraciones

superiores a 200 mg/kg (Calvo, 2016).

Solanina y chaconina han sido relacionas con factores de resistencia en las
plantas, especialmente en la reduccion del ataque de insectos (Yencho et al., 2000;
Celis et al., 2008) y enfermedades flngicas y bacterianas (Diaz, 2009). Los
resultados obtenidos por Andrivén et al., (2003) indican que ni la resistencia
especifica, ni la resistencia parcial a enfermedades dependen de la presencia de altas

concentraciones de solanina o de chaconina.

1.5.1. Solanina

Solanina (Figura 2) es una sustancia tdxica, de sabor amargo que responde a
la formula elemental C4sH73NOgs. Existe en estado natural en hojas, frutos y
tubérculos de varias solanaceas. Su uso es potencial en la sintesis de corticosteroides
(hormonas sexuales), sirve para ser utilizado como una estrategia adaptativa de
mecanismo de defensa contra la herbivoria. La intoxicacién por solanina es
producida con la maduracion del fruto, dando cantidades elevadas de estos
alcaloides, por la exposicién a la luz o por dafios mecénicos. Los sintomas son
alteraciones gastrointestinales (diarrea, vomito, dolor abdominal) y neuroldgicas
(alucinaciones y dolor de cabeza). La dosis toxica es de 2 a 5 mg por kilogramo de
peso corporal (Bell et al., 1942; Salinas, 2012).

Las solanaceas como la papa contienen el alcaloide solanina un inhibidor de
colinesterasa que interfiere en la trasmision nerviosa. Los tubérculos expuestos a una
alta intensidad de luz pueden llegar a sintetizar niveles toxicos de solanina
(Martinez, 2002; Lgbal, 1997).


https://es.wikipedia.org/wiki/Intoxicaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Diarrea
https://es.wikipedia.org/wiki/V%C3%B3mito
https://es.wikipedia.org/wiki/Alucinaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Cefalea
https://es.wikipedia.org/wiki/Dosis_mortal_50%25
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Bajas concentraciones de glicoalcaloides pueden considerarse sabor
caracteristico del alimento procesado (Tajner-Czopek et al., 2007). En solanaceas
como los tubérculos de papa, expuestos a la luz por 10 semanas pueden desarrollarse
mayormente su contenido de glicoalcaloides hasta 4 veces mas (Edwards et al.,
1998; Friedman, (2006); mientras que en los tubérculos fisiol6gicamente inmaduros
el contenido puede ser 1.5 veces mayor con relacion a las papas maduras (Tajner-
Czopek et al., 2007).

En general, las condiciones que promueven la formacion de alcaloides
aumentan también la sintesis de clorofila, por lo que al madurarse los tubérculos
presentan un color verdoso, lo que representa un riesgo para la salud. Algunas
variedades de patata, como la ‘Lenape’, se han retirado del mercado por su alto
contenido en solanina, y en la introduccion de nuevas variedades se exige que el
contenido de solanina sea siempre menor de 200 mg/kg. Los sintomas de
intoxicacion como vomito, diarrea, dolores de cabeza y estomago, dificultad para ver
y hablar, debilidad, sudoracion, frio, alteracion del pulso, alucinaciones e
inconciencia, aumento de temperatura, y en casos extremos, paralisis y finalmente la
muerte por fallo cardiaco, son atribuidos al efecto de la solanina y solanidina, al igual
que otros alcaloides como la chaconina y solasodina. Sin embargo esta toxicidad no
ha sido demostrada en Solanaceas como S. nigrescens o S. americanum (Giron ,
2006; Griffiths & Dale, 2001).

La papa (S. tuberosum) se caracteriza por la presencia de los alcaloides
esteroidales beta-chaconina, demisidina, solanisdina, alfa-solanina, solantreno,
solasodienio, solasodina, tomatidina y tomatina. En el humano, el tubérculo seco
ingerido por via oral a una dosis de 193 g/individuo adulto disminuye los niveles
postprandiales de glucosa e incrementa los niveles de insulina en los individuos

normales (Sanabria, 2009).

La solanina (figura 2) ha sido relacionada con mecanismos de defensa, por

ejemplo reduce el consumo foliar causado por Leptinotarsa decemlineata en plantas
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de papa (Yencho et al., 2000). En general, este alcaloide tiene un papel esencial en la
defensa de las plantas (Diaz, 2009).

Figura 2. Estructura quimica de la Solanina y Chaconina
Fuente: Furer et al., 2011.

1.5.2. Solasonina

La solasonina es un alcaloide esteroidico, que ha mostrado actividad
antiproliferativa, que aunque inhibe la produccién de células cancerigenas, puede
actuar sobre células normales como las de medula dsea, intestinales, piel o cabello;

también posee accion antiinflamatoria y anticonvulsivante (Rosas et al., 2013).

Es parte aglicona de solasonina y presenta actividad hemolitica
(concentracion de eritrocitos - glébulos rojos) y actividad toxica (Martinez, 2002). La
concentracion de solanina toxica para humanos es de 2 a 5 mg/kg de peso corporal
(Tajner-Czopek et al., 2007).

La solasonina, que contiene glicésidos posee actividades farmacoldgicas
potencialmente Utiles para mejorar la salud humana y es utilizado en la sintesis de
esteroides. Su obtencion se realiza a través de cultivos in vitro de tejidos
provenientes de las hojas de la especie S. marginatum (Pinell et al., 1998). Algunos
preparados conteniendo glicosidos de solasonina son utilizadas en el tratamiento del

cancer en la piel (Borloz, 2009).
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Un analisis del contenido de solasonina en tres estados de madurez de los
frutos de S. marginatum presentes en Ecuador, encontr6 que los frutos verdes
contienen 2,18%, los frutos pintones 2,23% Yy los frutos maduros 2,24% (Sanabria,
2009). Al realizar otro método de evaluacion como el de Birner, determind que el
contenido de solasonina vario en los frutos verdes 2,5% vy pintones 2,3%,
observandose que al llegar a la madurez el contenido del alcaloide decrece a 1,4%
(Sanabria, 2009).

La mayoria de los glicoalcaloides esteroides (solanina, tomatina,
solangustidina, solasonina, etc.) presentes constituyen venenos protoplasmaticos y

hemoliticos, asemejandose por su actividad a las saponinas (Espil, 2012).

1.5.3. Nicotina

La nicotina (Figura 3), se produce en altas cantidades en la misma planta
(Nicotiana tabacum), pero también se halla en menor concentracidn en otras especies
de solanaceas como por ejemplo, plantas de papa, frutales tomate, berenjena y el
pimiento. Este alcaloide se ha encontrado en todos los érganos de la planta. Su
principal funcidn en los vegetales es actuar como defensa ante los herbivoros, siendo
una excelente neurotoxina, en particular contra los insectos. De hecho la nicotina se
la empleado por muchos afios como insecticida, siendo su uso desplazado
actualmente por moléculas sintéticas derivadas de su estructura (Furer et al., 2011).
A bajas concentraciones la nicotina actiia como un estimulante para los mamiferos,

siendo ésta la causa de la dependencia de los fumadores.

Se le considera a la nicotina un alcaloide altamente tdxico en dosis desde 40 a
60mg/100g que puede llegar a ser letal. Se lo puede ingerir de varias maneras como:
absorbido por la mucosa oral, las vias respiratorias y por la via subepidermica.
Produce por via oral trastornos gastricos e intestinales con vomitos, nauseas sialorrea
y diarreas. Conjuntamente produce cefaleas, palpitaciones arritmias Yy
vasoconstriccion. Los trastornos visuales y auditivos son muy frecuentes. En
pequefias dosis induce temblores, hipertension arterial y estimulacion de la
respiracion, mientras que en gran cantidad puede provocar convulsiones y paralisis

respiratoria. Al probar en altas dosis acaba actuando como el curare (Strychnos
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toxifera), que es una planta toxica de américa del Sur, la cual produce paralisis de
los masculos respiratorios y la muerte, a corto plazo por su accién ganglioplégica
(Nogué et al., 2009).

La produccion de nicotina es un mecanismo de defensa en la planta de tabaco
contra insectos herbivoros. Sin embargo, las plantas no tienen un compuesto
especifico, sino una combinacién de compuestos y de su interaccidn para tener un

efecto eficiente y efectivo (Zavala, 2010).

Figura 3. Estructura quimica de la Nicotina
Fuente: Furer et al., 2011.

1.5.4 Anabasina

La anabasina (Figura 4) es un alcaloide isomero de la nicotina que se
encuentra también en el tabaco y plantas de la familia quenopodiacea como Anabasis
aphylla. Su formula elemental es Cig0H14N, (Furer et al., 2011). Es un agonista del
receptor nicotinico. En altas dosis produce un blogueo despolarizante de transmision

nerviosa.

Segun Anguisaca et al., (2011) y Hans y Wolfgang (1987), afirman que el
consumo de este alcaloide provoca malformaciones congenitas, esto en base a un
estudio realizado cuando cerdas gestantes han consumido hojas de tabaco y plantas

silvestres pertenecientes al mismo género en periodos especificos de la gestacion.


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nicotine-2D-skeletal.png
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La anabasina se ha identificado como un compuesto teratogénico que puede
afectar porcinos, bovinos, ovinos y caprinos. La teratogénesis se manifiesta
principalmente como artrogriposis y/o paladar hendido, dependiendo de la especie de
Nicotiana y su contenido de anabasina, puede llegar a constituir el 99% de los

alcaloides presentes en N. glauca (Lee et al., 2006).

En cerdas gestantes el suministro de tallos de N. tabacum ocasiond
artrogriposis en las crias, con flexion o extension de los miembros delanteros en una
posicion fija a nivel del codo o el carpo, anquilosamiento de las articulaciones y
miembros delanteros cruzados o pegados al térax. Por otra parte, ovejas gestantes
que consumieron N. glauca a dosis de anabasina de 1.99 a 3.42 mg/kg de peso,
presentaron signos de intoxicacion que incluyeron salivacion excesiva, ataxia,

incoordinacién, recumbencia y muerte (Diaz, 2009).
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Figura 4. Estructura quimica de Anabasina
Fuente: Furer et al, 2011.

1.5.5 Tomatina

La tomatina (Figura 5), estd formada por la tomatidina, unida a cuatro
moléculas de azucares. La o-tomatina conocida también
como tomatina o licopersicina es un glicoalcaloide de la clase de las saponinas que se
encuentra en las plantas del tomate (especialmente en los tomates verdes). El
principal sitio de sintesis de es en el tejido meristematico tomatina | Estd compuesto

por una aglicona de origen terpénico-esteroidal, latomatidinay una cadena
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ramificada de azUcares unidas ambas por un enlace glicosidico (Friedman, 2006;
Raddick, 1986).

La tomatina es un insecticida y fungicida natural que forma una barrera
natural contra microorganismos como hongos fitopatdgenos y algunas bacterias
(Diaz, 2009). Este alcaloide tiene actividad contra varias bacterias y hongos,
actuando en la planta como un metabolito de defensa contra un amplio espectro de
agentes fitopatdgenos gracias a un mecanismo de accion basado en la interaccion de

membranas celulares (Forner, 2015).

En los humanos este alcaloide se caracteriza por sus multiples actividades
bioldgicas, Se lo puede usar en tratamientos terapéuticos como antiinflamatorio y

antitumoral (Maxwell et al., 1996).

Los glicoalcaloides son mal absorbidos por el tracto gastrointestinal en los
mamiferos, pero una cantidad apreciable de estos glicoalcaloides se hidroliza en el
intestino, separadndose la tomatidina; esta fraccion es la parte toxica de la tomatina,
pero es necesario cantidades relativamente grandes de estos compuestos para causar

la muerte (Forner, 2015).
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Figura 5. Estructura quimica de la Tomatina
Fuente: Maxwell et al., 1996.

1.5.6 Solasodina

La solasodina (Figura 6) es un alcaloide utilizado mayormente para
investigaciones con animales como calmantes, antinflamatorio diurético, dolor de

cabeza, antibacterial y para tratamiento de anticilostomatosis (Bell et al., 1942).
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En un ensayo realizado con papa, se determiné que al extraer los brotes que
fueron consumidos por los conejos, se observo la disminucion en la viabilidad de los
neutrofilos al 0%, a una concentracion de 12.5 mg de brotes/ml. De igual forma, a
una concentracion de 0.5 mg de brotes/ml, la a-solanina disminuye la viabilidad a
0% y la solasodina a un 50 % (Martinez, 2002).

HO

Figura 6. Estructura quimica de la Solasodina
Fuente: Bell et al., 1942.

1.6 Género Meloidogyne

1.6.1 Clasificacion taxon6mica

La clasificacién taxondmica del nematodo M. incognita (Taylor & Sasser,
1983) corresponde a:
e Reino: Animal
e Division: Nematelmitos
e Clase: Nematoda
e Orden: Tylenchida
e Superfamilia: Meloidogyne
e Familia: Heteroderidae
e Subfamilia: Meloidogynae
e Género: Meloidogyne

e Especie: incognita
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1.6.2 Ecologia y distribucion

Los nematodos de este género Meloidogyne spp, son conocidos como
nematodos agalladores, debido a que inducen la formacién de engrosamientos en las
raices infestadas, Ilamadas agallas, y son un grupo importante de patdgenos de
vegetales. Su amplia distribucién, su amplio rango de hospedantes, su capacidad de
reducir los rendimientos y calidad de los productos, su capacidad de asociarse a otros
microorganismos (hongos, bacterias) y lo dificil de su control hacen que estos

nematodos sean considerados los mas importantes en el mundo (Crozzoli, 2014).

Segln Siddigi (2000), existen 80 especies de Meloidogyne, sin embargo
cuatro son las causantes de mas de los 95% de los dafios que este grupo ocasiona en
cultivos agricolas. Estas especies de acuerdo a su orden de mayor distribucién y de
dafios que ocasionan son: M. incognita, M. javanica, M. hapla y M. arenaria. Otras
especies que revisten importancia y que estan presentes en Ameérica tropical y
subtropical son: M. arabicida, M. cruciani, M. exigua, M. enterolobii. M.oryzae, M.
paranaensis y M. salasi. Especies presentes en otras latitudes e igualmente
importantes son: M. artiellia, M.chiwoodi, M. citri, M. decalineata, M. ethiopica, M.
graminicola, M. lusitanica, M. mali. M. megadora, M. naasi, M. ottersoni, M.

quercianay M. sinensis.

Se desconoce el habitat original de las especies de Meloidogyne, la amplia
distribucion del material vegetal infestado por estos nematodos dificulta reconocer
entre las especies nativas de una region, de las especies introducidas y adaptadas a
un determinado clima, ya que son capaces de existir indefinidamente, sin embargo
algunas especies introducidas son capaces de sobrevivir solo unos pocos meses 0

unos cuantos afios (Moens et al., 2009).

En climas frios donde la media de temperatura del mes mas frio del afio es de
cerca de 0°C o inferior, y el promedio de temperatura del mes mas calido del afio es
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cerca de 15°C, la especie m&s comdn es M. hapla. La informacion actual indica que
M. hapla esta adaptada para una existencia prolongada en el norte de los Estados
Unidos y en el sur de Canada, en el norte de Europa y en el norte de Asia. En
Ameérica del Sur, se encuentra a partir de los 40° de latitud sur y en las regiones mas

comunes del lado occidental del subcontinente (Crozzoli, 2014).

En la zona torrida, las especies mas comunes son M. incognita y M. javanica.
En Norteamérica y Suramérica, M. javanica se encuentra muy escasamente sobre los
30° de latitud norte y 35° de latitud sur, y se va haciendo mas comun a medida que
nos acercamos al Ecuador. En muchas partes de la zona térrida de Africa, Australia y
el sur de Asia, M. javanica, probablemente es la mas comun, sin embargo M.
incognita y M. arenaria también se encuentra ampliamente distribuidas en las

mismas regiones (Crozzoli, 2014).

Asi las partes del mundo entre 35° de latitud sur y 35° de latitud norte estan
ampliamente infestadas por tres especies (M. javanica, M. incognita M. arenaria)
adaptadas a una existencia permanente en climas calidos. En el hemisferio norte a
mas de 35° de latitud, M. hapla es la mas comun (Taylor & Sasser, 1983; Karssen &
Moens, 2006).

Trivifio (2004), indic6 que Meloidogyne spp, es el nematodo plaga de mayor
importancia econémica en Ecuador y que se encuentra distribuido en todos los
estratos geogréaficos. De igual forma indica que dentro de este genero, M. incongnita
es la especie méas abundante con el 80% de incidencia, sobre todo en areas climaticas
calidas, incluyendo los valles de la sierra en cultivos como frutales, hortalizas, flores

de corte y especies ornamentales.

1.6.3 Ciclo biolégico

El ciclo de vida de Meloidogyne spp. (Figura 7), comienza en el estado de
huevo, usualmente en estado celular, depositado por una hembra, la cual esta
completamente o parcialmente embebida dentro de la raiz de la planta hospedera.
Los huevos son depositados dentro de un saco gelatinoso, llamado matriz la cual
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sostiene conjuntamente las masas de huevos que puede llegar hasta en nimero de mil
(Taylor & Sasser, 1983).

Los huevos depositados comienzan su desarrollo unas horas después de su
eclosion, hasta completar una larva formada con un estilete visible y una envoltura
falsa como membrana del huevo, forméandose asi el primer estadio, que puede ser
movil en el huevo, pero no es muy activo. Posteriormente ocurre una muda dentro
del huevo y la larva emerge haciendo repetidos pinchazos en la falsa cuticula, a este

estado se lo conoce como juvenil 2 (Taylor & Sasser, 1983).

En este estado la larva puede o no salir de la masa gelatinosa, normalmente
hay larvas en las masas de huevos y huevos en varios estados de desarrollo; luego las
larvas empiezan a salir poco a poco de las masas gelatinosas y se mueven a traves
del suelo en busca de una raiz sobre la cual alimentarse. La larva es guiada por
algunas sustancias emanadas por las raices y se mueven directamente al extremo de
la raiz (Taylor & Sasser, 1983; Eisenbanck & Hunt, 2009).

Segln Eisenbanck y Hunt (2009), estos microorganismos se caracterizan por
presentar un dimorfismo sexual, las hembras son abultadas, mas o menos periformes
o redondeadas, mientras que los machos son vermiformes. Los juveniles son de
forma vermiforme en su segundo estadio temprano y obesas en su estadio tardio

(tercero y cuarto estadio).

Son endoparasitos obligados de las raices, aun cuando se pueden encontrar en
tallos aéreos, bulbos, rizomas y hasta en las hojas. El ciclo de vida de las especies de
Meloidogyne es esencialmente el mismo, sin embargo, algunos autores (Eguiguren,
1982), menciona que el tipo de hospedero y las condiciones ambientales modifican el
ciclo. La duracion del ciclo depende mucho de la temperatura. En ambientes menores
a 5°C y mayores a 40°C, la actividad es muy baja, de este modo, a 14°C por ejemplo,

el ciclo es de 56 dias, mientras que, alrededor de 26°C es de solo 21 dias.
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Taylor y Sasser (1983), en un estudio con S. lycopersicum, indicaron que la
muda de Meloidogyne spp. se produjo entre 8.5 y 11 dias, cuando la temperatura
fluctlo entre 22 y 26 °C; en tanto que, el segundo estadio larval infectivo emergio
entre los 15 y 17 dias. Un gran numero de larvas penetro en las raices en 24 horas y
que las larvas se hicieron sedentarias en posicion alimenticia en 2 6 3 dias. El cuerpo
comenz6 a ensancharse mas o menos en 6 dias después de la penetracion y la
diferenciacion sexual fue evidente luego de 12 dias. La segunda muda ocurrio a los
18 dias, seguida por la tercera muda entre 18 y 24 dias. Entre los 24 y 30 dias, la
hembra crecio6 rapidamente y la matriz gelatinosa se aprecio después de 27 a 30 dias.
Los huevos fueron depositados a partir del trigésimo al cuadragésimo dia. En
conclusion, una vez que el nematodo cumple su ciclo de vida, emerge de
determinada manera de acuerdo al ambiente y en base a la temperatura y humedad

existente.

Al inicio de sequia los huevos estan sujetos a un estrés osmatico, cesando una
continua emergencia y desarrollo de los huevos, de modo que todos los huevos
viables pronto contendran segundos estados larvales. Si se vuelven muy secos las
larvas mueren, pero las larvas sobreviven hasta comienzos de la temporada lluviosa,

cuando las larvas pueden emerger e infectar las plantulas (Taylor & Sasser, 1983).

Si un suelo agricola es utilizado para cultivos anuales susceptibles, su
distribucion es casi la misma que la de las raices de la planta cultivada. La mayoria
de la poblacion se localiza de 5 a 30 cm debajo de la superficie del suelo,
disminuyendo su densidad hasta 1 m de profundidad. Por otra parte en suelos con
gran porcentaje de arcilla, el dafio del nematodo es minimo, y se convierte en
maximo en suelos arenosos. Si el pH del suelo esta en un intervalo de 4.8 a 8.0 tiene

poco efecto directo en las actividades de Meloidogyne (Taylor, 1968).

Para poder entender mejor el ciclo de vida, se debe diferenciar los estados

larvales hasta llegar a un adulto, como se indica a continuacion:
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Huevos. El ciclo de vida se inicia a partir de huevos en estado unicelular, que
son depositados por la hembra y permanece en la raiz. Cuando la hembra esta
implantada en la raiz, deposita los huevos en una ooteca (sustancia gelatinosa); pero
con mucha frecuencia la vulva queda expuesta a la superficie y la masa de huevos se
forma por fuera conteniendo una cantidad aproximada de 500 huevecillos en cada
una (Eisenbanck & Hunt, 2009).

Primer estadio larval (J1). Empieza con el desarrollo del huevo pocas horas
después de la oviposicion, resultando en 2, 4, 8 0 més células hasta formar una larva
con un estilete que puede movilizarse dentro del huevo, la misma que no es muy
activa. Hasta esta etapa se tiene el primer estado larvario y en él sucede la primera
muda (Trivifio & Escobar, 2003).

Segundo estadio larval (J2). Una vez que llega al segundo estado larvario, la
larva emerge del huevo si las condiciones ambientales son favorables, y empieza su
fase parasitica, empezando con la penetracién en las raices, llegando con cabeceos
hasta la estela de desarrollo, cerca de la zona de elongacion celular y se localiza en el
cortex. Las paredes celulares son atravesadas con el estilete y secreciones (ciertas
enzimas llamadas pectasas contenidas en su saliva) de la glandula esofagica son
inyectadas, provocando elongacion de las células en el cilindro vascular e
incrementan la tasa de division en el periciclo. Esto conduce a la formacién de
células gigantes, ensanchamiento del nlcleo y cambios en la composicion del
contenido celular, resultando en engrosamiento de las raices (agallas) (Taylor &
Sasser, 1983).

Taylor y Sasser (1983), mencionan que el citoplasma de una célula gigante
contiene 10 veces mas proteina que el de una célula normal, al igual que las trazas de
carbohidratos y grasas. Por otro lado, al mismo tiempo que ocurre la hipertrofia, se
produce una intensa multiplicacion de las células vegetales (hiperplasia) como un
mecanismo de defensa de la planta, que trata de bloquear el avance del nematodo a
través de una division anormal de las células lindantes. Todos estos cambios son

acompariados por el engrosamiento de la raiz para la formacién de las agallas.
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Tercera muda y estado adulto. En individuos como hembras, una vez que
termina la segunda y tercera muda, el estilete y el bulbo medio esofagico
desaparecen. Posteriormente en la cuarta muda, estas estructuras se regeneran, se
forma el Gtero y la vagina, y adquieren una forma ensanchada como de pera. En
comparacion, en el macho después de la segunda y tercera muda, el estilete no es
muy visible, el bulbo medio se degenera y solo la génada se alarga. Finalmente,
ocurre una metamorfosis y el cuerpo alargado del nematodo posee el estilete, eséfago

con el bulbo medio, espiculas y esperma en los testiculos (Jenkins & Taylor, 1968).

Después de la cuarta muda, el macho adulto, puede abandonar o no la raiz a
través del suelo. Por su parte, la hembra permanece de modo sedentario en la raiz y

deposita los huevos en una ooteca (Jenkins & Taylor, 1968).
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1.6.4 Reproduccion

La reproduccion se realiza por fertilizacion cruzada (Anfimixis) reproduccion
de dos seres diferentes de sexos diferentes) dependiendo de la especie de nematodos
que se trate. Si en la reproduccion hay la carencia de machos, los nematodos poseen

un mecanismo facultativo de reproduccion por partenogénesis meiotica este es el
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caso habitual o, mas escasamente por hermafroditismo. El proceso de partenogénesis
se inicia en el extremo distal de las gonadas donde existen células que se dividen
formando oogonios, después las células maduran y por una nueva division mitética
se forma el oocito. Posteriormente comienza la maduracion del huevo conservando el

namero diploide de cromosomas (Perry et al., 2009).

El Sistema reproductor de la hembra de Meloidogyne consiste de dos ovarios,
cada uno con una zona genital, zona de crecimiento, oviducto, espermateca y Utero.
El atero conduce a la vagina. En la instancia final del sistema reproductor del adulto,
las células germinales se dividen muchas veces formando oogonios, con ndmero
somatico de cromosomas 2n. La mayoria de oogonios detiene la division para
convertirse en oocitos, los cuales pasan a través de la zona de crecimiento,
haciéndose cada vez mas grandes y pasando por el oviducto y la espermateca. Otra
division mitética tiene lugar y los huevos se vuelven ovalados y forman una cubierta
flexible, finalmente pasan a través de la vagina y son depositados en masas de
huevos en un primer estado celular. Este tipo de reproduccion es llamada
partenogénesis y es usual en M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla y
otras especies. Los cromosomas diploides son preservados, la esperma no es

necesaria, no hay fecundacion (Eisenbanck & Hunt, 2009).

Todas las especies con reproduccién partenogenética tienen machos en un
nimero que varia de acuerdo al suplemento del alimento y otros factores
(condiciones adversas, como disminucion de la calidad de alimento e infecciones
graves en plantas viejas). Cuando la alimentacidn esta en abundancia, la mayoria de
larvas se desarrollan como hembras. En este tipo de reproduccién, los huevos
reducen su numero de cromosomas a 1n y se desarrollan normalmente sin fecundar
(Eisenbanck & Hunt, 2009).

En el caso de la hembra la determinacion del tiempo de vida no ha sido
estudiado, por observaciones realizadas en el campo, Taylor y Sasser (1983) indican
que las hembras contintdan produciendo huevos durante dos o tres meses y viven por

algun tiempo, después de que la produccion de huevos se detiene.
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1.6.5 Sintomatologia

La formacion de agallas es un sintoma de ataque del nematodo, sin embargo
la deteccidon de una infeccion por nematodos mediante la observacion de la parte
aérea de la planta es dificil, ya que las deficiencias nutricionales e hidricas son
esencialmente las mismas resultantes de una patologia ocasionada a nivel radicular.
Las plantas afectadas se presentan débiles y poco resistentes a la sequia, sus hojas
son clordticas y se desprenden facilmente, en forma general se puede observar en el

cultivo parches amarillentos con plantas pequefias y marchitas (Agrios, 2012).

La presencia de raices agalladas no siempre se puede dar por hecho que es,
una especie de Meloidogyne porque también causan agallas las especies de otros
géneros de nematodos como Nacobbus spp., Meloidodera spp y otros géneros de
nematodos, 0 ser causadas por otros microorganismos como Plasmodiophora
brassicae, o por nédulos de Rizhobium spp. En leguminosas, las cuales pueden ser

confundidos con las agallas de nematodos del nddulo de la raiz (Agrios, 2012).

La sintomatologia particular para Meloidogyne spp (figura 8) son raices
infectadas con agallas, las cuales forman ramificaciones cortas que nacen de la parte
superior de la agalla formando un sistema radicular muy denso y tupido. En raices
altamente infestadas, se puede observar un acortamiento y disminucién de las raices
laterales y de los pelos radiculares, asi como una pudriciéon o necrosamiento. Las
lesiones en las raices favorecen posteriores invasiones de hongos, bacterias, virus y
otros nematodos que causan también pudriciones, causando posteriormente hasta la
muerte de la planta (Eisenbanck & Hunt, 2009)

Fraga (1984) y (Arias et al., 2009), mencionan que por por efecto del
agallamiento, en el follaje se observa sintomatologia de clorosis, necrosis,
disminucion del ritmo de crecimiento y achaparra miento general. En algunos casos

la planta muere, pero si esto no sucede, su produccién disminuye completamente.
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Figura 8: a) Raiz sana tomate rifion b) Raiz infectada con Meloidogyne incognita

1.6.6 Interacciones entre Meloidogyne spp con otros fitopatogenos

Crozzoli (2014) menciona que Meloidogyne incognita es la especie del
nematodo agallador m&s comun y difundida del mundo, ha causado pérdidas de
rendimiento en innumerables cultivos, hortalizas de la familia Solanaceae,
Cucurbitaceae, Leguminosae, Liliaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Umbelliferae,
Cruciferae, Hypericace y Malvaceae, siendo también muy patogénica en la mayoria
de los cultivos industriales, ornamentales y frutales. Las infecciones ocasionadas en
los cultivos frecuentemente son resultado de interacciones entre nematodos
especialmente del género Meloidogyne spp, ya que perforan las raices con sus
estiletes y dejan entrada libre para otros microorganismos patégenos como hongos,
bacterias, virus hacia el interior de la raiz (Revelo J. , 2003; Manzanilla & Marbaén,
2012).

En el caso de los nematodos pertenecientes a la familia Dorylaimidae que son
transportadores de virus vegetales, pueden trasmitir la enfermedad de planta en
planta, se conoce de géneros como Longidorus spp, Xiphinema spp, Trichododru
spp, que son trasmisores de virus, algunas de éstas interacciones y complejos de
enfermedades se han descrito por autores (Barbetti et al., 2006; Haseeb et al., 2005;
Back et al., 2003; Bertrand et al., 2001; Dullarhide et al., 1994).
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Son polifagos se alimentan de forma ectoparasitaria de raices de plantas
perennes y de ciclo corto, eventualmente la raiz principal deja de crecer y se
desarrollan raices laterales que también son atacadas, formandose un sistema
radicular muy pobre y con raicillas muy cortas, hasta que la planta queda muy débil,
susceptible a la entrada de otros patégenos que en asociacion pueden llegar a tener
otras enfermedades, produciéndose hasta la muerte de la planta (Revelo J, 2003).

Existen varias interacciones de la enfermedad hongos-nematodos, por
ejemplo marchitez causada por Fusarium, ahogamiento de las plantulas por Pythium
aphanidermatum pudricion de la raiz por Rhizoctonia. Macrophomina phaseolina,
Phytophthora parasitica, Ralfstonia spp y Agrobacterium tumefasciens entre otros
(Roberts, Smith, Mathews , & W. C., 1985).

Variedades de plantas que son susceptibles a estos hongos sufren dafios
mucho mas graves cuando son infectados por nematodos. Ademas, variedades
resistentes a estos hongos son infectados por ellos una vez que han sido lesionadas
previamente por nematodos. A diferencia de lo anterior, se conocen pocos casos de
interacciones de nematodos con bacterias. Algunas de las enfermedades mas
comunes constituyen el marchitamiento del tabaco causado por Pseudomonas
solanacearum y M. incognita, y la marchitez bacteriana del clavel ocasionada por
Pseudomonas caryophylli y Meloidogyne spp. Karssen y Moens (2006), concluyeron
que las plantas que crecen a campo abierto estan constantemente expuestas a padecer
infecciones multiples del sistema radicular. Los nematodos son componentes moviles
del suelo y al penetrar en las raices de las plantas, producen cambios fisioldgicos en

el hospedero, afectando su susceptibilidad a los patdgenos.

1.6.7.- ldentificacion de especies Meloidogyne spp

La identificacion de especies de Meloidogyne se facilita cuando se analizan
todos los factores relacionados con el entorno como localidad, clima, relaciones

botanicas del hospedante y plantas relacionadas (Eisenbanck & Hunt, 2009).
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La morfologia bésica es bastante similar, asi como su morfometria, sin
embargo, existen ciertos caracteres distintivos en hembras, machos y juveniles de
segundo estadio que son de utilidad en su identificacion. Estos caracteres incluyen la
morfologia de la cabeza en las hembras (Figura 9), machos y juveniles del segundo

estadio y la morfologia del estilete de las hembras y machos (Eisenback et al., 1983).

Los modelos perineales de las hembras y las formas de la cabeza de los
machos parecen ser las caracteristicas mas Utiles. Para obtener patrones perineales
tipicos o promedios de longitud larval es necesario examinar una muestra
representativa de una poblacion. Esta muestra debe contener nematodos de varias
partes del campo y es muy importante que sean examinadas por lo menos de 10 a 20
hembras o larvas (Eisenbanck & Hunt, 2009).

Las hembras se caracterizan por ser hinchadas, en forma de pera o de limén,
mientras que los machos por poseer espiculas en el extremo, con una cola redonda y
carente de bursas. Las larvas del segundo estadio son delgadas y de cola aguda, con
estilete mediano a fuerte y su es6fago en forma inclinada en la unién con el intestino
(Eisenbanck & Hunt, 2009).

El modelo perineal de la hembra comprende la parte final de la cola,
fasmidios, lineas longitudinales, ano o desembocadura de la glandula matriz y vulva,
rodeados por pliegues cuticulares o estrias. El disefio perineal de individuos y
poblaciones dentro de la misma especie varia, sin embrago, las caracteristicas basicas
no cambian significativamente, éstas incluyen la forma (circular, oval, periforme o
de reloj de arena), la presencia o ausencia de marcas en las areas laterales y de
puntuaciones al final de la cola, la forma de las estrias (lisas, enteras, onduladas,
quebradas, zig-zag), y si las estrias forman alas en uno o ambos lados de disefio.
Pueden existir diferencias significativas entre especies y poblaciones con respecto a
la posicion relativa de la vulva, ano, terminacién de la cola y fasmidios (Hunt &
Handoo, 2009; Perry et al., 2009).
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Los modelos perineales de M. incognita tienen un arco dorsal alto formado
por estrias que pueden ser desde lisas hasta onduladas. Algunas estrias se bifurcan
cerca de las lineas laterales las que no estan claramente visibles. Frecuentemente se
observan estrias que se dirigen hacia la vulva. El arco dorsal alto y cuadrado es la

caracteristica determinante para identificar esta especie (Hunt & Handoo, 2009).
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Figura 9: a) Cabeza de la hembra. b) corte perineal
Fuente: Eisenback, 1983.

En la especie M. arenaria, el caracter determinante son las lineas laterales
visibles que separan las estrias dorsales de las ventrales. Posee el arco dorsal con
“hombreras” formadas por ondulaciones pronunciadas de las estrias dorsales cerca de
las lineas laterales. Las estrias se bifurcan también cerca de las lineas laterales,
siendo éstas las caracteristicas mas importantes. Por otro lado, la forma hexagonal,
redondeada u ovalo aplanado, y la presencia de puntuaciones en el area en que
termina la cola, son los caracteres determinantes para M. hapla (Eisenback et al.,
1983).

M. incognita representa alrededor del 52% de las especies de este género.
Esté presente donde el promedio anual de temperatura fluctia entre 18 a 30° C y la
temperatura alta 6ptima mensual es aproximadamente de 27°C (Hunt y Handoo,
2009).
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1.6.7.1 Medidas Morfométricas

Para determinar los caracteres importantes del nematodo, existen diferencias
significativas que se pueden determinar con la medidas morfométricas. Dentro de
esta variabilidad de caracteres morfolégicos se destacan la regién cefalica o cabeza,
labios, boca, cavidad bucal, cuello, la base de la faringe y cola. La cabeza posee una
delicada estructura cefalica, el disco labial es ligeramente levantado y esta fusionado
con los labios medios y laterales, posee dos anfidios y diez pequefias unidades
sensoriales alrededor del estoma del estilete.

El estilete promedia entre 10 a 25 micras, en la mayoria de las especies, el
cono es ligeramente curvado y el eje es recto e incluye tres nddulos basales, la forma
de los nddulos basales del estilete varia de redondeada a transversalmente alargada y
posteriormente pueden ser inclinados. La abertura de glandula esofagica dorsal

(DGO) esté localizado entre 2.5 a 9 micras detras de los nddulos del estilete.

Las hembras inmaduras se caracterizan por la estructura de los campos
laterales que poseen el mismo estadio, mientras que los machos por los anillos
cuticulares, la presencia de anfidios que se abren en la region de los labios, estilete
hueco en la pared axial del estoma que sobresale para su alimentacién, sistema
excretor con un Unico campo lateral, faringe, procorpus anterior, metacorpus con
placas, itsmo rodeado de anillos nervioso, pared del cuerpo con fibras musculares
longitudinales. La posicion de la vulva y la cantidad de anillos del cuerpo entre la
vulva y el ano en las hembras inmaduras y machos, es uno de los caracteres menos
variables, por lo cual constituye un parametro de excelente valor de diagnostico para

la especie (Perry et al., 2009).

El macho es vermiforme (figura 10), no sedentario, claramente anillado y con
un rango de longitud de 600 a 2500 micras. La cabeza estd compuesta de un anillo
post-labial. La region de la cabeza puede ser compensada y/o en parte subdividida
por una cisura transversal o anillamientos. La capa protectora de la cabeza tiene un
largo disco labial redondeado y estd usualmente fusionado con los cuatro labios

medios. Seis labios interiores estan centrados alrededor de la abertura oral y una
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sensilia cefélica esta presente en cada labio medio, las aberturas anfidiales estan
localizadas entre el disco labial y el labio lateral, en algunas especies de Meloidogyne
estos labios laterales son reducidos o estan ausentes. El estilete y la region cefélica
estdn bien desarrollados, los rangos de estos ultimos varian de 13 a 33 micras.
(Hussey & Janssen, 2002; Perry et al., 2009).

La abertura de la glandula dorsal (DGO) esta localizado 2 al3 micras, atras
de los tres nodulos basales del estilete; la forma del nédulo basal del estilete es como
la de las hembras. En la mayoria de las especies el campo lateral tiene cuatro
incisiones y las bandas de afuera son a veces areoladas, la cola es muy corta,
pequefia, redondeada y sin bolsa, los fasmidios estan localizados cerca de la cloaca,
las espiculas son finas y de 20 a 40 micras de largo, mientras que el gubernaculo

tiene 10 micras de largo (Perry et al., 2009).

Los juveniles de Meloidogyne (figura 11), son vermiformes, anillados y con
rangos de longitud de 250 a 600 micras, la cabeza casi igual a la de los machos, méas
pequefia con una débil region cefélica esclerotizada. El estilete es recto tiene una
longitud de 9 a 16 micras y la posicién del DEGO (Dorsal Esophageal Gland Orifice)

esta de 2 a 12 micras detras del nédulo basal del estilete.

La cola tiene de 15 a 100 micras de largo y la punta de cola es estrecha y
termina en una parte hialina, los fasmidios son pequefios y estan localizados a un
tercio de la longitud de la cola abajo del nivel del ano, los campos laterales tienen
cuatro incisiones con bandas usualmente areoladas, la tercera etapa juvenil y cuarta
etapa son sedentarias estan localizadas dentro de la raiz; no tienen estilete y se

desarrolla dentro de la cuticula de la larva. (Perry et al., 2009).

1.6.7.2 ldentificacion de Meloidogyne incognita por Técnicas Moleculares

Para la identificacién de las especies de Meloidogyne por los métodos
tradicionales, se ha determinado que no exacta, por lo tanto se han buscado otras

alternativas basados en marcadores moleculares especificos para identificacion de
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especies, tales como sondas de ADN Yy primers de PCR, los cuales se han enfocado
principalmente en las especies de mayor interés como M. incognita, M. javanica, M.
arenaria y M. hapla (Velasco, 2005; Qui et al., 2006).

La reaccion en cadena polimerasa (PCR), es una metodologia que tiene como
objetivo principal la amplificacion enzimética de una region determinada del genoma
entre dos regiones conocidas del ADN, en este proceso una polimerasa trabaja a
elevadas temperaturas de entre79 y 85°C, de tal manera que la reaccion del PCR
simula la sintesis del ADN, como la que es producida en el interior de la célula
(Dale et al., 2011).

Al realizar una PCR, es importante tener en cuenta las condiciones y
componentes que esta técnica involucra, la presencia de primers que conllevan las
partes conocidas del ADN que se desean amplificar, dNTP’s (dinucleotidos
trifosfatados) que constituyen las bases nucleotidicas de la cadena complementaria,
cofactores como el MgCl, y un amortiguador de reaccién o Buffer que optimiza la
actividad del ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa o Pful) (Espinosa,
2007; Adams et al., 2009).

La Metodologia de la PCR posee una alta sensibilidad, al ser una técnica
cuantitativa existe una probabilidad muy alta de obtener falsos positivos por
contaminacion (Okada, 2010). Por lo tanto es necesario optimizar la temperatura
precisa de los primers para detectar la unién de las partes conocidas del ADN que se
quiere amplificar, asi como mantener un adecuado manipuleo de los reactivos
(Tesarova et al., 2003).

La temperatura que se emplea en la tecnica de amplificacion (Dale et al.,
2011), que actuara sobre el ADN es: a) Desnaturalizacion: el ADN bicatenario por
fusién de temperatura a 94°C por el periodo de un minuto se desnaturaliza hasta
quedar una hebra sencilla de ADN monocatenario; b) Apareamiento o annelling: el
disefio adecuado de primers se acopla a los sitios de reconocimiento especificos por

complementariedad de bases utilizando como cebador el ADN al reducirse la



37

temperatura de recorrido (temperatura anneling 62.1 °C) de los imprimidores
utilizados; y c¢) Polimerizacion o extension: el ADN polimerasa coloca
deoxynucleotidos (ANTP’s) a lo largo de la extension flanqueada por los primers de
la secuencia problema, sintetizando una hebra complementaria de ADN a una

temperatura de extension de 72°C hasta que la polimerizacion sea inactivada a 94°C.

En los primeros ciclos de la PCR se sintetizan los primeros fragmentos a
partir del ADN genomico, pequefios fragmentos que no tendran el tamafio especifico.
Posteriormente al repetirse los ciclos de temperaturas se obtendran los fragmentos
del tamafio esperado, de tal forma que con cada ciclo la Taq polimerasa aumentara

exponencialmente el namero de fragmentos del tamafio esperado (Espinosa, 2007).

Actualmente, la prioridad de obtener técnicas confiables, precisas y précticas
para la identificacion de especies de nematodos, ha ido incrementando rapidamente,
debido a la implementacién de nuevas metodologias, para la deteccion de nematodos
patdgenos, el manejo de plantas resistentes y el disefio de rotacion de cultivos, ponen
a prueba nuevas alternativas destinadas a mejorar la productividad en los cultivos
(Jenkins & Taylor, 1968).

El empleo de regiones de ADNr se esta convirtiendo en la herramienta mas
utilizada para la identificacion de especies de microrganismos patdgenos del suelo
(Zijlstra, 2000) ,por su amplia variabilidad, convirtiéndose en una “huella digital”
que favorece la implementacion de técnicas de diagnostico ya que son especificos,
muy sensitivos y permiten el analisis de un ndmero considerable de muestras en

menor tiempo que los métodos morfoldgicos o bioquimicos (Powers et al., 2005).

Powers et al., (2005), menciona que no existe uniformidad en la distribucion
de nematodos en suelo y raiz, esto hace que el diagnéstico de muestras por
microscopia requiera de mucho tiempo y experiencia para realizar una identificacion.
Este proceso se va atenuando con la implementacion de técnicas moleculares que
tienden a mejorar la eficiencia y sensibilidad para el proceso, sin embargo la

realizacion de la técnica de PCR en extracciones de nematodos para suelo y raiz se
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dificulta debido a que existen contaminantes organicos e inorganicos que interfieren

atenuando o inhibiendo la accion de la Taq polimerasa (Siddigi, 2000).
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

2.1 Zona de estudio

La presente investigacion se realizé en los invernaderos de la Granja
Experimental del Programa de Fruticultura del INIAP y en los laboratorios e
invernaderos de Agrocalidad ubicados en el Cantén Quito, Parroquia Tumbaco de la
Provincia de Pichincha, con una altitud de 2348 msnm, latitud 0° 13’ 0” S y longitud
78°24° 0” W. Las temperaturas promedios del invernadero fueron de 29°C y en el
laboratorio de 23°C.

2.2 Periodo del inicio de la investigacion

La presente investigacion tuvo una duracién de 12 meses iniciandose en

noviembre del 2015 y culmind en el mes de octubre del 2016.

2.3 Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion se la realizo en tres fases: fase de laboratorio
para el aislamiento del patdgeno, la preparacion del indculo inicial, morfometria e
identificacion molecular; fase de invernadero en la cual se inoculé M. incognita en
plantulas de Solanéceas silvestres para evaluar la respuesta a la infestacion de M.
incognita y por ultimo una fase de campo en la cual se recolectaron frutos de
tomate de arbol y naranjilla de plantaciones comerciales injertadas con las solanaceas

silvestres para determinar su nivel de alcaloides.

2.4 Metodologia

2.4.1 Obtencion de las plantulas de solanaceas silvestres.

En los invernaderos del Programa Nacional de Fruticultura del INIAP, se

germinaron semillas de las siete especies de solanaceas (Anexo 1, Figura 12), que
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sirvieron para la obtencion de plantulas que fueron utilizadas en la inoculacion del
nematodo M. incognita y poder evaluar la infestacion y no infestacion de las plantas
al nematodo. Las semillas fueron sembradas en camas de germinacién de 1 x 3 m de

largo con un sustrato estéril (tierra negra mas pomina, en una proporcion de 2:1).

Se realizaron dos riegos por semana Yy fertilizacion cada 15 dias con un
fertilizante completo (Yaramila complex 10g/ planta). Se espero tres meses para que
las plantulas se desarrollen y posteriormente se trasplanté a macetas de 1 kg de
capacidad, conteniendo el mismo sustrato estéril utilizado en la germinacion. El
mantenimiento de las mismas se basé en el manejo del Programa de Fruticultura de

INIAP (riego, fertilizacion y controles fitosanitarios).

Figura 12: Semillero de las distintas especies de las Solanaceas.

2.4.2 Aislamiento del patogeno e inoculacion

2.4.2.1 Obtencion del patdgeno

A partir del extracto obtenido de raices de plantas de tomate de arbol que
presentaban agallas y consecuentemente infectadas por el nematodo fitopatdgeno, se
obtuvo el inoculo inicial de M. incognita. Se utilizo el procedimiento de extraccion
de raices por la técnica de (Stemerding et al., 1963), (PEE/N//02) (Anexo 2)
procedimiento  especifico de ensayo del laboratorio de Nematologia
(AGROCALIDAD, 2014).

Esta metodologia consistié en recolectar las raices de plantas infectadas de

tomate de arbol, se lavo sus raices con agua potable para eliminar tierra y evitar
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desprender los sitios que contenian nodulaciones y presencia de masas de huevos.
Posteriormente, se retaced en pedazos pequefios de 2 a 5 mm y se licué en dos
tiempos de 15 segundos, agitando por 3 minutos, se filtré en tamices de 250, 45 y 38
micras de apertura, recogiéndose el extracto del dltimo tamiz que es el que contiene
nematodos. De este extracto se obtuvo el indculo inicial que fue multiplicado para su
inoculacidn en las distintas especies de Solanéceas (Figura 13).

Figura 13: Obtencion del indculo inicial: a) Planta de tomate de arbol, b) raiz con
agallas, c) Lavado, d) Corte de raices, €) Proceso de extraccion, f) Filtracion por
tamices, g) Lavado y recoleccion del extracto

2.4.2.2 Multiplicacién del inoculo inicial

Se sembr6 semilla de tomate rifion variedad ‘Sheila’, estas plantulas se
utilizaron para la multiplicacion del in6culo obtenido a partir de raices de plantas de
tomate de arbol. Cuando las plantulas de tomate rifién tuvieron un par de hojas se las
trasplant6 a macetas de 1 kg de capacidad. El sustrato utilizado fue tierra negra mas
pomina, en una proporcion de 2:1.

Se realizaron dos riegos por semana y fertilizacion cada 15 dias con un
fertilizante completo (Yaramila complex 10g/planta). En un mes aproximadamente,
las plantas tuvieron 15 cm de altura y 5 mm de diametro y se procedio a la
inoculacidn realizando cuatro orificios de 3 a 4 cm de profundidad con un palito de
madera con punta, se coloc6 20 cm3 de in6culo por planta, distribuidos en forma
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equidistante y se esperd tres meses para observar sintomas o nodulaciones en sus
raices (figura 14).

Figura 14: Multiplicacion del ino6culo inicial: a) orificios para inoculacion, b)
dosificacion del inocul6, c) medida de in6culo, d) inoculacion en plantulas de tomate
rifén.

2.4.2.3 Preparacion del indculo e inoculacion de las plantulas de solanaceas

La figura 15 indica las especies de solanaceas utilizadas en el ensayo. Una
vez agalladas las raices de plantulas de tomate rifion, se procedid a cortar, lavar,
abrir, examinar y sacar las masas ovales de huevos. Con la ayuda de pinzas y
alfileres entomoldgicos se observd en un estereoscopio éptico que en estas masas

ovales se encuentran embebidos huevos y larvas de M. incognita.

Se separ6 estas masas del tejido vegetal y se las colocé en cajas petri
previamente impregnadas de agua potable, recubiertas con una malla plastica y con
papel clinex, se las dejé por 72 horas a temperatura de 28°C en el laboratorio, tiempo
durante el cual eclosionaron los huevos y juveniles J2 del nematodo fitopatégeno.

Transcurrido este tiempo, se coloco la suspension agua-nematodos de las
cajas petri y se recolecto la misma en vasos de precipitacion y matraces de 500 ml Al
matraz que contenia el extracto de nematodos se le colocé un agitador de pecera con
el que se mantuvo constante agitacion. Se cogié una alicuota de 5 ml con una pipeta
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automatica, se colocd en una caja contadora y utilizando un estereoscopio Optico
marca Leitz Wetzlar; modelo 884808 se procedid a contar las larvas existentes para
finalmente ajustar a la dosis de inoculacién (2500 larvas por maceta de 1kg de

capacidad).

Se menciona autores como Sasser (1979) y Dong et al., (2007), los cuales
realizaron trabajos en tomate rifidn con juveniles J2 en dosis de 2000 a 10.000 larvas
por planta, en el presente ensayo se realizé con un volumen de 2500 larvas por planta
de 1 kg de capacidad. Se repiti6 este proceso hasta obtener el volumen individual y
total de larvas para poder infectar todas las plantas del ensayo.

Figura 15: Plantulas de Solanaceas silvestres: a) S. betaceum, b) S. quitoense,
¢) S. auriculatum, d) N. glauca, €) S. hispidum, f) S. arboreum, g) S. hirtum
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Del extracto obtenido de plantas de tomare rifién realizado mediante el
procedimiento de extraccion de raices por la técnica de Stemerding (PEE/N//02)
procedimiento  especifico de ensayo del laboratorio de Nematologia
(AROCALIDAD, 2014), se saco raicillas con agallas representativas, se sacudio la
tierra y se lavé con agua potable y con ayuda de pinzas entomoldgicas se extrajo
masas de huevos (figura 16) y se coloco en cajas petri, se volvio a replicar las cajas
hasta obtener suficientes larvas J2 del nematodo M. incognita para todas las
solanéceas silvestres del ensayo (S.betaceum, S. quitoense, S. auriculatum, N.
glauca, S. hispidum, S. arboreum, y S. hirtum); se coloc6 2500 larvas por maceta de
1 kg de suelo, que se obtuvo por calcul6 matematico, y posterior a esto se procedi6 a

la identificacion por morfometria y por biologia molecular .

Figura 16: Preparacion del in6culo por medio de masas de huevos: a) Inoculacion en
plantulas de tomate rifidn, b) plantulas de tomate rifién, c) raices agalladas con masas de
huevos, d) separacion de raices agalladas con masas de huevos, €) caja petri con raices para
obtencion de masas de huevos, f) caja petri con masas de huevos, g) conjunto de cajas petri
con masas de huevos, h) extracto de indculo.
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2.4.3. Morfometria
2.4.3.1 Preparacion de la muestra

Una vez que se extrajo el nematodo, mediante la técnica de Stemerding
(PEE/N//02), de las raices de las plantas inoculadas, utilizando un estereoscopio
oOptico se identificaron larvas J2, machos y hembras en cada solandcea. Una parte de
estos individuos se utilizaron para obtener las fotografias en las cuales se realizaron
las medidas para morfometria, y el resto de individuos se utilizaron para la

extraccion de ADN para andlisis molecular.
2.4.3.2 Identificacién de M. incognita mediante morfometria

Se fotografio los individuos de larvas J2, machos y hembras utilizando un
microscopio invertido Olympus. CellSeens 1X53 PIF  serie 3G3741. Las
microfotografias de los nematodos se enfocaron, calibraron y registraron en el
software con los objetivos de: 4X, 10X, 20X y 40X. Para realizar las mediciones de
morfometria se utiliz6 el software CellSeens Estandar version 9.7. La descripcién de
las partes anatomicas del cuerpo como cabeza, cuerpo, cola, estilete, es6fago, vulva y
espicula, permitio diferenciar caracteres generales de nematodos correspondientes al
género Meloydogine y con el resultado de las medidas morfométricas se confirmd la

especie.

La morfometria se realizé de las larvas J2 obtenidas de todas las Solanaceas
inoculadas para posteriormente determinar si existian diferencias relacionadas al
hospedero, mientras que para el caso de machos y hembras, se realizd6 medidas
unicamente con individuos provenientes de raices de plantas tomate de arbol con el

propdsito de comprobar que el nematodo pertenecia a la especie M. incognita.

Para determinar la morfometria de las hembras se utilizo cortes perineales,
utilizando la metodologia descrita por Sasser y Carter, (1985), ésta metodologia
consistio en observar en el interior de raices con agallas la presencia de hembras. Se
colocé en un portaobjeto la hembra con una gota de agua potable, utilizando un

bisturi se cortd las partes superiores y laterales para dejar la zona genital, eliminando
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todos los fragmentos de la parte interna. Las microfotografias fueron tomadas con
microscopio optico con un objetivo de100X, marca Motic, modelo BA 310.

Una vez realizado este procedimiento, se colocé una gota de lactofenol en
otro portaobjetos, y se colocd la zona genital de la hembra, procurando que quede
hacia arriba, se coloco el cubreobjetos y se observo el corte en el microscopio 6ptico,
usando el aumento de 100X bajo inmersién, y de esta forma observar la morfologia

de los patrones perineales (Perry et al., 2009).

En el caso de los machos se tom6 en cuenta la longitud y ancho del cuerpo,
longitud del estilete, longitud de las espiculas, parametros a y b, y la distancia desde
la base del estilete a la desembocadura de la glandula faringea dorsal, (DGO),
longitud media del bulbo. (Sasser & Carter, 1985).

2.4.3.2.1 Tratamientos

Estuvieron constituidos por las distintas especies de Solanéceas (Tabla 1).

Tabla 1:

Tratamientos del anéalisis morfométrico.

Tratamiento Descripcion

S1 Solanum auriculatum
S2 Solanum hirtum
S3 Solanum hispidum
S4 Solanum arboreum
S5 Nicotiana glauca
S6 Solanum quitoense
S7 Solanum betaceum

2.4.3.2.2 Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo constituida por una larva J2 extraida de cada

solanacea en estudio.
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2.4.3.2.3 Diseflo Experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 10 observaciones.

2.4.3.2.4 Analisis Estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico R version 3.3.2. Se
realizO comparaciones utilizando el método combinatorio “Pairwase testing
(contraste de pares)”; para no tomar en cuenta la homogeneidad de varianza.
Adicionalmente se calculé rangos de significacion utilizando la prueba de Holm (p<
0,05).

2.4.3.2.5 Variables
Las variables que se registraron en larvas J2 obtenidos de la extraccion de las

raices de las siete solanaceas inoculadas en este estudio fueron:

a) Longitud del cuerpo (um): Para determinar la medida de longitud del cuerpo se
utilizé una polilinea sobre la microfotografia capturada del nematodo, en la cual

se midi6 desde el inicio de la cabeza hasta el extremo de la cola.

b) Ancho del cuerpo (um): Para determinar la medida del ancho del cuerpo se
utilizé la herramienta para medir distancias paralelas que nos permitieron tomar
un dato de acuerdo a la posicion del cuerpo del nematodo. Esta variable se la
obtuvo de medir tres puntos distintos del ancho del cuerpo y se obtuvo un

promedio de los datos.

c) Longitud del estilete (um): Esta medida se realizd localizando los nodulos
basales del estilete y trazando una linea hasta el final del mismo en la parte

anterior del cuerpo hasta el final de la cabeza.

d) Longitud de la cola (um): Se localiz6 el ano, se traz6 una linea transversal para
delimitar la mitad de la porcion donde se encuentra el ano y se medio hasta el

extremo terminal del cuerpo.

Los datos obtenidos fueron comprados con las claves taxondmicas del
Commonwealth Institute of Helminthology (Franklin, 1980), las cuales sirven de

referencia para el laboratorio de Agrocalidad.
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2.4.4 ldentificacion molecular de Meloidogyne incognita

Diez especimenes (machos, hembras y larvas J2) aislados de cada especie de
Solanaceas fueron colocados en tubos ependdorf con alcohol al 70% y almacenados
a -20°centigrados para su posterior andlisis molecular e identificacion en el

laboratorio de Biologia Molecular de Agrocalidad.

2.4.4.1 Extraccion de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN, se utilizé el protocolo descrito por Castillo et al.,
(2003). Con ciertas modificaciones realizadas por Enriquez, 2015 Se utilizo
especimenes de hembras maduras, machos y filiformes J2. Se colocé cada ejemplar
en un tubo individual, con una solucion buffer de lisis, y se realiz6 variaciones de

temperatura y centrifugacion (Figura 17).

Cenrifugar 13 000
e por 3 miny
tomar un volumen
0yl de
sabrenadante

Cortar en 10 Refrigerar o

méspedazos Nematodo Sumergir en
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Figura 17: Esquema del protocolo modificado a través del método de Enriquez
(2015) para obtencion del ADN de nematodos.

Para la extraccion del ADN de hembras, cada ejemplar fue colocado en un
tubo eppendorf de 0.2 ml con 2 ul de agua libre de nucleasas y con la ayuda de una
micropipeta con cabeza redonda se realiz6 la maceracién y trituracion de la hembra
en el interior del tubo por un minuto y medio. Posteriormente, se coloco 18 ul de
buffer de lisis y se puso el tubo con la muestra macerada y homogenizada en un

vortex.

Se coloc6 2 ul de proteinasa K (Promega), con una concentracion de 20 ug/ul,

manteniendo todo el tiempo las muestras en refrigeracion para evitar la digestion
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proteica. Nuevamente se homogenizo las muestras y se centrifug6 a 13000 rpm por
tres minutos, para luego tomar 20 ul del sobrenadante. Se lo mantuvo en congelacion
en nitrégeno liquido a -80° C por 15 minutos y se procedio a incubar el ADN en un
termociclador (marca Biorrad Thermocicle) por 15 minutos a una temperatura de
95°C.

Para la extraccion del ADN de larvas, se colocd la larva en una siracusa con 2
ul de agua libre de nucleasas y se realiz6 2 a 3 cortes utilizando un bisturi estéril,
con la ayuda de un mechero para evitar la contaminacion del AND. Se tom¢ toda la
muestra contenida en la siracusa y se la coloco en el tubo eppendorf de 0.2 ml.
Utilizando una micropipeta se tomo6 18 ul de buffer de lissis 5x de promega y se

adiciond al tubo con la muestra.

La cadena de frio se mantuvo utilizando hielo hasta continuar con todos los
ejemplares y continuar con el proceso. Se adiciono 2 ul de proteinasa K con una
concentracion de 20 ug/ul, manteniendo la muestra en una gradilla refrigerada, con el
objeto de evitar la digestion proteica. Utilizando un vortex se homogenizd y se
centrifugo a 3.500 rpm por 15 segundos. Las muestras se refrigeraron por 15 minutos
a una temperatura de -80°C. A continuacion se incubaron en el termociclador por 60
minutos a 65°C, después 10 minutos a 95°C, se centrifugaron por 10 segundos, y se
congelaron a -20°C para su uso en el PCR., 2.4.4.2 Cuantificacién y verificacion de
la calidad de ADN

Se procedid a cuantificar el ADN mediante espectrofotometria de longitud de
onda 260/280 y 260/230 utilizando el equipo NanoDrop 8000 UV — Vis
Spectrophotometer (Thermoscientific). Este proceso permitié determinar la

integridad y cantidad del ADN extraido de los nematodos.

El promedio para la cuantificacion del ADN en muestras de larvas, fue de
una concentracion de 55.26 ng/ uL, con una absorbancia de 0.62; machos de 73.80
ng/ uL; con una absorbancia de 0.87 y hembras concentracion de 84.98 ng/ uL, con
una absorbancia de 0.88; lecturas que dio el equipo, para la comprobacion de la

pureza del ADN en muestras de las solanéceas en estudio.
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2.4.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los primers utilizados para la amplifican para la region IGS fueron:

Tabla 2:

Primers especificos para la identificacion molecular de Meloidogyneincognita

Primer Secuencia Bibliografia
MI-F GTGAGGATTCAGCTCCCCAG M. incognita-specific SCAR
MI-R  ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC (i) Coel, A

2.4.4.4 Condiciones del perfil térmico usado para la PCR

El ler ciclo de desnaturalizacion, ocurrié a una temperatura de 94°C por 2
minutos, posteriormente se realizaron 45 ciclos de reacciébn con una
desnaturalizacion de 94°C, por 30 segundos, y una temperatura de alineamiento
de 61.2°C y para la extensién fue de 72°C por 1 minuto. Con lo que se demostrd
que bajo estas condiciones se realizé la amplificacion de la banda de las muestras de

solanaceas en estudio.
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Tabla 3:
Standarizacion de PCR para M. incognita

Para la Estandarizacion de la PCR (reaccion de la cadena de Polimerasa) se
realizd bajo las condiciones del laboratorio de biologia molecular de Agrocalidad

(Enriquez, 2015); las condiciones dptimas de reaccion, fueron las siguientes:

REACTIVO CONC. CONC. FINAL VOL X 1 (ul)
INICIAL
H20 16,075

BUFFER PCR 5X 1X 5

MgCI2 25Mm 1,4AmM 1,4

DNTPS 10mM 0,2 Mm 0,5
PRIMER MI-F 25uM 0,2 uM 0,2
PRIMER MI-R 25 uM 0,2uM 0,2
ENZIMA TAQ 5u/ul 0,625 ul/25uL 0,125

POLYMERASE HOT
START
TOTAL 23,5 ul

2.4.4.6 Electroforesis en gel de agarosa

En una cdmara de electroforesis, se prepard un gel de la agarosa al 1.5%
(p/v), tefiido con SYBR (colorante) Safe DNA gel stain, con corrida electroforética
de 100V, por 45 minutos, el marcador molecular fue de peso (100bp DNA ladder,

invitrogen).
2.4.4.7 Secuenciacion de los fragmentos de PCR amplificados

Los fragmentos amplificados de la region IGS mediante PCR, fueron
enviados para su secuenciacion en Macrogen (Korea). Una vez obtenidas las
secuencias, se realiz6 un alineamiento con el programa BLAST para analizar los
porcentajes de identidad de los aislados con las secuencias que se hallaban en la base
de datos de GenBank.
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2.4.5 Evaluacion de infestacién de las solanaceas silvestres a M. incognita
2.4.5.1 Tratamientos
Los tratamientos estuvieron constituidos por las distintas especies de
Solanaceas descritas en el punto 2.4.4.2.1 (Tabla 4)
Tabla 4:

Tratamientos para la evaluacion de infestacion de las solanaceas

Tratamiento Descripcion

S1 Solanum auriculatum
S2 Solanum hirtum
S3 Solanum hispidum
S4 Solanum arboreum
S5 Nicotiana glauca
S6 Solanum quitoense
S7 Solanum betaceum

2.4.5.2 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo constituida por una planta de cada Solanécea.
2.4.5.3 Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio de bloques completamente al azar con 5 repeticiones.
2.4.5.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete estadistico R
version 3.3.2. Se estimo los intervalos de confianza al 95% para determinar el indice
de incremento de la poblacion del nematodo en base al modelo de Poisson. Si el
incremento es estadisticamente superior a la poblacion inicial inoculada, demuestra
la susceptibilidad del hospedero, por el contrario incrementos menores a la poblacion
inicial inoculada demuestran la no infestacion. Respecto de la infestacion del
hospedero al ataque del nematodo, se realizO contraste de medias entre el
rendimiento (peso seco del follaje) del testigo sin inocular para cada Solanacea y el

tratamiento inoculado, a través de una prueba “T” al 5% de significacion estadistica.
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2.4.5.5 Variables (infestacion a M. incognita)

Transcurridos 90 dias después de la inoculacion del nematodo a las

solanéceas, se evaluaron las siguientes variables:

a) Altura de la planta (cm): Utilizando un flexometro manual, se midio la
longitud desde el cuello de la planta hasta el meristemo apical. Esta medicion se
la realiz6 a los 90 dias después de la inoculacion.

b) Peso fresco de raices (g): Se corto el sistema radicular de cada plantula, se lavd
con agua potable las raices y se la dejé escurrir por 30 minutos, para proceder a
pesar utilizando una balanza digital. Esta variable se evalud al a los 90 dias
después de la inoculacion dias.

c) Peso freso del follaje (g): Se cortd el follaje de cada planta a la altura de la
unién entre el cuello de la raiz y el tallo, para proceder a pesarlo en una balanza

digital. Esta variable se registré a los 90 dias después de la inoculacion.

d) Peso seco del follaje (g): Se coloco el follaje fresco en fundas de papel y se las
puso en una estufa a 60°C durante 72 horas, para posteriormente pesarlo

utilizando una balanza digital.

e) Numero de agallas: Para determinar esta variable se analizd segun la escala de
Bridge y San Page (1980) (Tabla 4), en la que se contd el namero de agallas
existentes en la raiz y de acuerdo a esto se asignd un valor de la escala (valor de

0 ab). Esta variable se la tom0 a los 90 dias después de la inoculacién.

Tabla 5;

Escala de Bridge y Sam Page (1980)

Numero de Agallas indice

0 0
1-2 1
3-10 2
11-30 3
31-100 4
+100 5
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f) Poblacion final (Pf): Se evalud a los 90 dias después de la inoculacién, tiempo
en el cual las plantas mostraron nodulaciones en las raices. Se proceso las raices
de las distintas solanaceas mediante la técnica de Stemerding (PEE/N//02) y se
obtuvo la poblacion final de cada tratamiento.

2.4.6 Medicion del contenido de alcaloides

Se colectaron frutos de tomate de arbol (provenientes de Tungurahua) injerto
en Nicotiana glauca y S. auriculatum 'y frutos de naranjilla (provenientes del Napo)
injerta en S. arboreum provenientes de plantaciones comerciales de estos frutales.
Los frutos fueron colocados en una estufa a 70°C por 5 dias para secarlos y

posteriormente fueron liofilizados.

Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de la Estacién Experimental
Santa Catalina del INIAP para su analisis. Mediante espectofotometria se determind
la concentracion de alcaloides. De acuerdo a lo establecido en la literatura, se
determind el limite permitido de cada alcaloide para la salud humana y se comparé

con los datos obtenidos del analisis.

» -
Tomate TS
preaeny

Figura 18: a) Tomate testigo semilla, b) Tomate en patrén Nicotiana glauca, c) Tomate
en patron S. auriculatum, d) Naranjilla testigo semilla, e) Naranjilla patron S.arboreum, f)
Naranjilla patrén S. hirtum
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La metodologia espectrofométrica utilizada para la determinacion de glicoalcaloides

totales esta descrita por Hellenas (1986), la cual consta de los siguientes pasos:

1. Pesar 5 g de muestra liofilizada.

2. Hidratar la muestra con 20 ml de agua destilada durante una hora.

3. Preparar 210 ml de la mezcla extractora metanol: Cloroformo (2:1 v/iv) y
adicionar100 ml de esta mezcla a la muestra hidratada y agitarla durante 10
minutos a baja velocidad.

4. Filtra la mezcla en un Buchner al vacio con doble papel de filtro Whatman N2
40. Lavar el agitador y los filtros con la mezcla metanol/cloroformo restante.

5. Lasolucion filtrada se coloca en un rotavapor (602C y 500 mm Hg de
presion), conectado al refrigerante y se concentra hasta un volumen
aproximado de 20 ml.

6. Esta solucidn acuosa se transfiere a una pera de decantacion donde se agregan
20 ml de solucidn de acido acético (agua: ac. acético glacial, 98:2, v/v) y 15
ml de éter de petrdleo, fraccién 40-60. Agitar vigorosamente y dejar reposar
hasta el siguiente dia.

7. Separar y filtrar la fase acuosa con papel filtro Whatman N& 40, en una fiola
de 50 ml y enrasar con la mezcla de agua — acido acético (98:2 v/v).
Transferir el extracto a botellas de vidrio y almacenar en refrigeracion
(soporta hasta 15 dias sin variacion).

8. Del extracto tomar una alicuota de 5 ml y colocarla en un Erlenmeyer de 50
ml donde se le adiciona 1,5 ml de hidréxido de amonio concentrado.

9. Colocar el Erlenmeyer en bafio maria a 85*C por 10minutos y luego enfriar a
52C por 30 minutos, donde los glicoalcaloides son floculados.

10. Centrifugar el contenido del Erlenmeyer a 219000 rpm por 40 minutos.

2.4.6.1 Tratamientos

Los tratamientos estuvieron constituidos por frutos de tomate de arbol

(S.betaceum) y naranjilla (S.quitoense) injertadas en solanaceas silvestres (Tabla 6).



Tabla 6:

Tratamientos evaluados para el contenido de alcaloides.
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Tratamiento

Descripcion

F1
F2
F3
F4

FS
F6

fruto de tomate de arbol injertado en Nicotiana glauca
fruto de tomate de arbol injertado en Solanum auriculatum
fruto de tomate proveniente de semilla

fruto de naranjilla injertado en Solanum arboreum

fruto de naranjilla injertado en Solanum hirtum

fruto de naranjilla proveniente de semilla

2.4.6.2 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo constituida por una muestra de 10 g de pulpa

liofilizada del fruto.

2.4.6.3 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con tres observaciones.

2.4.6.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software estadistico R version 3.3.2.

Se realizd un andlisis de varianza para determinar diferencias estadisticas y rangos de

significacion utilizando la prueba de Tukey al 5%.

2.4.6.5 Variables

Se determino el contenido de los siguientes alcaloides: Solanina y Chaconina.



3.1 Morfometria

RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO Il

S7

Los resultados obtenidos al realizar las mediciones morfométricas en los

nematodos extraidos de las plantas de tomate de arbol (S. betaceum), de donde se

obtuvo el indculo original, indicaron que se trataba de la especie M. incognita (Tabla

7). Datos que concuerdan con la clave taxondmica C.I.H Descriptions of Plant-

parasitic nematodes Set 2, No.18, Meloidogyne incognita (Kofoid y White, 1919;
Chitwood, 1949; Eisenback, J. 1983).

Tabla 7:

Medidas morfométricas en micras (um) realizadas en los nematodos hembra,

macho y larvas J2 (juveniles) extraidos de tomate de arbol.

allongitud del
; Longitud anchodel | longitud c:uerguldiam Mgt ot e
PARAMETROS DE MEDIDA s Anchodel | LARGD , g Longitud |Longitud cola | DISTANCIA ; del  |cuerpoflongit
OF NEMATODOS total BTLEE JI}ullmmedm medio del al 060 o gtro mayor e ul el
wergllm Tuerpo um um m bubo espiculasm | pm um i cuerp? esofa| ud de fa cola
CUErpojm = —
C.LH. Deseriptins of
Plant -parasiic
Hembra | Nematodes, Set2.Math| 337-723 _ 1316 3149 3763 _ _ 24 _ _ _
Mindoanit Eizenback [133]y
IGOINIT | s 74
. betaceum 49,3 %624 158 3,1 404 - - 38 - - -
C.LH. Destriptions of
Wacho Plant -parasiic
. Mematodes, Set2, Mo, 1108-1953 _ 3327 _ 58-90 | 288-403 _ 14-25 | 314554 | 138-205 _
Meloidogyne | - Eienbas (1))
ingognita illiams [1974)
5 betaceum 16321 515 53 _ 6,6 35 _ 25 36 193 _
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: Nematades, 542 o8| 337- 403 _ §6-117 _ _ . . _ 249315 _ 62105
Melidogyne | - Eienbas (1)
ingognita iillams [f474)
Shewam | 4328 | 163 12 : _ _ 11 _ %7 _ 103

La identificacion inicial se realizé por medio de cortes perineales de hembras

adultas (Figura 19 y 20) extraidas de raices de S. betaceum, las cuales se
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caracterizaron por ser abultadas, mas o menos periformes o redondeadas, el patron
perineal permitié observar la zona terminal de la cola, el arco dorsal, la vulva vy el
ano, las lineas laterales, estrias cuticulares y fasmidios. Lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Hunt y Handoo (2009) y Perry et al., (2009).

Figura 19: Mediciones de morfometria realizadas en individuos hembra de M.
incognita aisladas de S. betaceum: a) morfometria de estilete y bulbo medio, b)
hembra, ¢) medicion largo y ancho en hembra.

Los resultados morfométricos permitieron ser comparados con claves
taxondmicas (Description of Plant-Parasitic Nematodes) de corte perineal y

determinar la especie del nematodo presente (Karssen, 2002).

Figura 20: Cortes perineales de hembra M. incognita aislados de S. betaceum: a) Corte

perineal, b) corte perineal con sus partes, ¢) corte perineal de hembra.
Fuente: Eisenback et al., 1983.

Los machos de M. incognita (Figura 21) se caracterizan por poseer espiculas

en el extremo final del cuerpo, con cola redonda y carente de bursas (Eisenback et
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al., 1983). Los resultados obtenidos permitieron confirmar lo reportado en la clave
taxondmica de Description of a Plant- Parasitic Nematodes (Franklin, 1980).

Cuerpo entero

Figura 21. Morfometria de Machos de M. incognita aisladas de S. betaceum, a) Cuerpo entero, cabeza y
cola, b) Cola con medida de espiculas, ¢) Cabeza con medida de estilete, d) Medida de cuerpo entero.

3.1.1 Morfometria de larvas J2 aisladas de las solanaceas evaluadas

Los datos encontrados en los parametros morfolégicos de juveniles (Anexo 3
al 16) y (figura 22) como longitud del cuerpo, cola, estilete, y ancho del cuerpo,
indicaron que los especimenes estuvieron dentro del rango establecido (Sasser y
Carter, 1985), aunque existe una pequefia variacion dentro de los parametros siendo
aun la misma especie. Las diferencias observadas en las distintas variables evaluadas,
pueden deberse principalmente al alimento (hospedero) y estar ligadas a condiciones
externas, ambientales que influyeron directamente con el desarrollo de los estados
juveniles (Kofoid & White, 1919; Chitwood, 1949).
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Figura 22: Mediciones de morfometria realizadas en juveniles J2 de M. incognita
aislados de S. betaceum: a), b) y ¢) medicion de cuerpo completo, cabeza, cola.

Para la variable longitud del cuerpo (Tabla 8, Figura 23), no se determind
diferencias estadisticas entre los tratamientos, sin embargo se puede observar que el
mayor crecimiento del nematodo se produjo en la especie S. quitoense, mientras que
el menor crecimiento se observo en S. hirtum que fue una de las especies donde se

observo no infestacion al patogeno.

Tabla 8:

Valores de longitud del cuerpo de M. incognita extraida de diferentes
Solanaceas

Tratamiento Descripcion Longitud del cuerpo (um)
S1 Solanumauriculatum 432,55
S2 Solanum hirtum 391,05
S3 Solanum hispidum 446,64
S4 Solanum arboreum 447,37
S5 Nicotiana glauca 439,02
S6 Solanum quitoense 455,81

S7 Solanum betaceum 432,75
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Figura 23: Longitud del cuerpo de M. incognita extraida de diferentes Solanaceas

Se observé diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de tukey al 5% para
la variable ancho del cuerpo (Tabla 9, Figura 24), encontrandose 2 rangos de
significacion. Los nematodos extraidos de S. auriculatum presentaron el mayor
ancho del cuerpo (16,85 um); mientras que los menores valores se obtuvieron en los
nematodos extraidos de S. hispidum y N. glauca (15,56 um). Lo que concuerda con
Lépez y Salazar (1972), quienes obtuvieron similares resultados para caracterizar
morfométricamente algunas poblaciones de M. hapla.

Tabla 9:

Rangos de significacion para ancho del cuerpo obtenidos en M. incognita
extraida de diferentes Solanéaceas.

Trata Ancho del cuerpo

Descripcion (um) Rango
s1 Solanum auriculatum 16,85 a
S2 Solanum hirtum 16,43 ab
S3 Solanum hispidum 15,59 b
sS4 Solanum arboreum 16,67 ab
S5 Nicotiana glauca 15,56 b
S6 Solanum quitoense 16,04 ab

S7 Solanum betaceum 16,34 ab
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Figura 24: Ancho del cuerpo de M. incognita extraida de diferentes Solanaceas.

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% se observo 4 rangos de significacion,

observandose la mayor longitud del estilete (Tabla 10, Figura 25) en la especie S.

arboreum; mientras que la menor fue en S. hispidum.

Segln Eisenback et al., (1983) morfolégicamente el estilete es bastante

distintivo, en las especies de Meloidogyne. La longitud del estilete y forma de los

nodulos del estilete son caracteristicas cuantitativas importantes, su valor va entre 9 a

14 um, los datos de este estudio se encuentran dentro de este rango.

Tabla 10:

Rangos de significacion para longitud del estilete obtenidos en M. incognita
extraida de diferentes Solanaceas

Tratamiento Descripcion Longitud del Rango

estilete (um)

S1 Solanumauriculatum 10,42 bed

S2 Solanum hirtum 11,27 b

S3 Solanum hispidum 9,79

S4 Solanum arboreum 12,69

S5 Nicotiana glauca 10,87 be

S6 Solanum quitoense 10,69 bed

S7 Solanum betaceum 10,16 cd
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Figura 25: Longitud del estilete de M. incognita extraida de diferentes Solanaceas.

Se observé una mayor longitud de la cola (Tablall, Figura 26) en la especie
S. arboreum; sin embargo el resto de especies se ubicaron todas dentro del mismo

rango, destacandose S. hirtum como la especie que present6 la menor longitud.

La longitud de la cola presenta un rango bastante estrecho, entre las diferentes
especies pudiendo ser entre 38,0 a 55,2 um (Taylor y Sasser, 1983). Por otro lado, la
forma de la cola no es determinante y solo sirve para agrupar especies con copias
similares (Jepson, 1987).

Tabla 11:
Rangos de significacion para longitud de cola obtenidos en M. incognita

extraida de diferentes Solanaceas.

Tratamiento Descripcion Longitud de cola (um) Rango
S1 Solanuauriculatum 42,12 b
S2 Solanum hirtum 41,93 b
S3 Solanum hispidum 42,15 b
sS4 Solanum arboreum 45,04 a
S5 Nicotiana glauca 41,88 b
S6 Solanum quitoense 42,05 b
S7 Solanum betaceum 42,12 b
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Figura 26: Longitud de cola de M. incognita extraida de diferentes Solanaceas.

3.2 ldentificacion molecular de M. incognita

Los resultados para la identificacion a nivel molecular (Anexo 19), de las
muestras de las solandceas en estudio, fueron realizados con la extraccion vy
cuantificacion del ADN gendmico, la cual es fundamental para la investigacion del

material genético (Surzycki, 2003).

En la presente investigacion, para la cuantificacion del ADN obtenido en
muestras de machos, hembras, y larvas (De Ley et al., 2002), realizado con un
método manual de ADN, mostré una pureza baja en un rango de 0.6 a 0.9 ya que
Zarate et al., (2009), menciona que el ratio aceptado de pureza para el ADN de doble
hebra debe ser mayor o igual a 1.8 en absorbancias A260/A280, proporciones
inferiores a este valor indican la presencia de proteinas, sin embargo, el ADN

extraido permitio obtener amplificaciones que se enviaron a secuenciar.

La concentracion promedio para estados larvarios fue de 55.26 ng/ul, con una
absorbancia de A260:0.62; hembras una concentracion de 84.98 ng/ul, con una
absorbancia de A260:0.88; machos una concentracion de 73.80 ng/ul, con una
absorbancia de A260:0.87, resultados que fueron suficientes, tomando en cuenta que

se trabaj6 la extraccién con un solo ejemplar.
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Los productos PCR de la region IGS del ADNr amplificado con los primers
especificos MI-F y MI-R en las muestras (machos, hembras y larvas J2) provenientes
de las distintitas Solanaceas indicaron un patron de bandas de peso molecular de 999
pb (Figura 27), lo que dos indicé que los nematodos extraidos pertenecieron en todos
los casos a la especie M. incognita. Las muestras se corrieron con controles positivos

de referencia, ademas de un control negativo en el cual no se observé amplificacion.

M C+) € S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7

2072 pb
1500 pb

999 ph

600 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 27: Visualizacion de productos de la region IGS de ADNr de nematodos extraidos
de las distintas Solanéceas que correspondieron a la especie Meloidogyne incognita, donde:
M: Marcador molecular de peso (100bp DNA ladder, Invitrogen®), C(+): control positivo,
C(-): control negativo, S1: Solanum auriculatum, S2: Solanum hirtum, S3: Solanum
hispidum, S4: Solanum arboreum, S5: Nicotiana glauca, S6: Solanum betaceum (testigo
susceptible), S7: Solanum quitoense (testigo susceptible).

Al comparar los fragmentos de los especimenes en estudio obtenidos por
secuenciacion, con las secuencias de las bases de datos del NCBI en el GenBank, se
observo que existio una identidad del 99%, con aislados de M. incognita descritos en

otros paises como China, Indonesia, India y Malaysia (Tabla 12).
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Tabla 12:
Analisis de similitud entre secuencias de M. incognita aisladas de S. betaceum en

comparacion con otros aislados reportados en el GenBank.

NUmero de Acceso Codificacion Origen Identidad (%6)

GenBank

J005841.1 JS2 SCAR China 99

KP253749.1 M3 SCAR Indonesia 99

KP411876.1 OP 5 PAU India 99
SCAR

KP234265.1 MALINO Indonesia 99
SCAR

KP411873.1 OPFrz SCAR India 99

KF041337.1 JIK4 SCAR Malaysia 99

KF041330.1 FIK4 SCAR Malaysia 99

3.3 Evaluacion de infestacion de las solanéceas silvestres a M. incognita

Los datos de las mediciones de las distintas variables para la evaluacién de la

infestacion de M. incognita en las distintas solanaceas se muestran en el Anexo 20.

a) Altura de planta

En la variable altura de la planta, se observo que todas las Solanaceas
presentaron una respuesta de no infestacion (Tabla 13), debido a que las diferencias
de los valores obtenidos en plantas con y sin inoculacién no fueron estadisticamente

significativos (p-valor <0,05).
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Tabla 13:

Respuesta de infestacion de las Solanaceas para la variable altura de planta

Trata Descripcion Plantas Plantassin  p-valor Respuesta
mit inoculadas* inoculacion
(cm) *
(cm)
S1 Solanum 17,4 18,33 0,41 no infestado
4
S2 Solanum hirtum 43,2 39,33 0,23 no infestado
2
S3 Solanum hispidum 39,6 42,33 0,60 no infestado
6
S4 Solanum arboreum 28,6 26,88 0,28 no infestado
6
S5 Nicotiana glauca 39,2 39,22 1,00 no infestado
2
S6 Solanum quitoense 14,6 16,11 0,21 no infestado
7
S7 Solanum betaceum 17,6 18,55 0,35 no infestado
6

* Valores promedio expresados en cm.

La respuesta de no infestaciébn en las solanaceas de este estudio para la
variable altura, demuestra que no fue significativa en plantas con y sin inoculo, lo
que significa que se requeriria un tiempo mayor a los tres meses de la evaluacion

para poder encontrar diferencias entre los hospederos.

La variable altura es posible que no sea un buen indice para medir resistencia
al nematodo lo que se manifiesta en la falta de diferenciacién, en el peso de las

raices con y sin inoculo (Revelo et al., 2003).
b) Peso fresco de raices

Bird, (1974), manifiesta que la respuesta de las plantas a la infeccién de
Meloidogyne sp, ocurre en dos niveles el primero afecta a toda la planta, con
reduccion en la fotosintesis, el crecimiento y el rendimiento debido a que se

interfiere la sintesis y translocacion de reguladores de crecimiento producidos por
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las raices, la segunda forma ocurre a nivel celular en raices y modifica su morfologia
y fisiologia y las transforma en células gigantes multinucleadas altamente

especializadas, llamadas sincitias o células de transferencia.

De igual manera que en la variable anterior, para peso fresco de raices
también se observo que todas las Solandceas presentaron una respuesta de no
infestacion (Tablal4). Cabe destacar que en el caso de S. hirtum, se obtuvo un p-
valor altamente significativo (0,007) lo que indic6 que hubo diferencia entre la planta
inoculada y no inculada, sin embargo el peso de la planta inoculada fue mayor por lo

que se corrobora la no infestacion de esta especie y su uso como portainjerto.

Tabla 14:

Respuesta de infestacion de las Solanéceas para la variable peso fresco de raices

Tratamie Descripcién Plantas  Plantas sin p- Respuesta
inoculad inoculacion  valor

as (9) * 9)*

S1 Solanum auriculatum 4.25 3.72 0.14 no infestado
S2 Solanum hirtum 7.26 5.97 0.007 no infestado
S3 Solanum hispidum 5.38 9.95 0.414 no infestado
S4 Solanum arboreum 3.63 3.3 0.17 no infestado
S5 Nicotiana glauca 3.11 2.8 0.277 no infestado
S6 Solanum quitoense 4.02 9.26 0.57 no infestado
S7 Solanum betaceum 4.77 3.57 0.014 no infestado

* Valores promedio expresados en g.

El efecto del nematodo en el peso de la raiz se ha reportado como no
importante debido a que este efecto puede deberse al funcionamiento de la raiz como
medio para el transporte de nutrientes desde la raiz a la parte superior de la planta
(Eguiguren, 1982). Por otro lado, Sikora y Fernandez (2005), manifiestan que cuando
las plantas son severamente infestadas por Meloidogyne spp, el sistema radicular se
reduce a un numero limitado de raices funcionales, se observa agallas con diferentes
tamanos y los sistemas vasculares completamente desorganizados, hay escasas raices
secundarias, afectandose la toma y transporte de agua y nutrientes, por lo tanto los

rendimientos decrecen totalmente.
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Revelo et al. (2010), reportdé que naranjillas injertadas en solanaceas
silvestres en seis meses de cosecha obtuvieron rendimientos alrededor de 25 t/ha,
superando de esta manera al cultivo comun, cuya produccion es afectada
principalmente por plagas del suelo. EI mismo autor manifiesta que la calidad de
suelo favorece a que la planta atacada compense con mayor desarrollo radical, ya que
el volumen del sistema radicular estd directamente relacionado con la textura y

estructura del suelo lo que favorece una buena nutricion y desarrollo del injerto.

Ademaés, Gémez et al., (2006), mencionan que el dafio en la planta es
proporcional a la intensidad del ataque, esto es a menudo proporcionalmente mayor
en suelos arenosos donde los nematodos pueden moverse mas libremente, que en
suelos mas pesados donde el movimiento es limitado. La humedad adecuada del
suelo es esencial para el movimiento libre, por lo que el ataque suele limitarse a
medida que los suelos se secan. La temperatura también influye en la velocidad de
movimiento de los nematodos, asi como el crecimiento de las plantas suele ser

igualmente afectado.
c) Peso seco del follaje

Para la variable peso seco del follaje (Tabla 15), también se observé una
respuesta de no infestacion por parte de todas las Solanaceas al nematodo

fitopatdgeno.

Tabla 15:

Respuesta de infestacion de las Solanaceas para la variable peso seco del follaje.

Tratamiento Descripcion Plantas Plantassin  p-valor Respuesta
inoculadas inoculacion
@~ @)~
S1 Solanum 1.05 0.8 0.066 no infestado
|
S2 Solanum hirtum 1.14 1.02 0.395 no infestado
S3 Solanum hispidum 1.66 1.29 0.165 no infestado
S4 Solanum arboreum 1.06 1.00 0.055 no infestado
S5 Nicotiana glauca 0.92 1.03 0.052 no infestado
S6 Solanum quitoense 1.18 0.97 0.058 no infestado
S7 Solanum betaceum 1.53 1.03 0.001 no infestado

* Valores promedio expresados en g.
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En general la respuesta de no infestacion observada en las variables altura de
planta, peso fresco de raiz y peso seco del follaje esta relacionada con el tiempo de
evaluacion (90 dias después de la inoculacién) debido a que constituye un periodo
corto, por lo que al realizar evaluaciones en periodos largos de tiempo (mayores a
180 dias), seguramente varias de las Solanaceas, especialmente la especies
susceptibles (S. quitoense y S. betaceum), mostrarian una no infestacion al nematodo

fitopatdgeno inoculado.

d) Poblacion final

Segun Gomez et al., (2006), manifiesta que la resistencia genética es uno de
los pilares fundamentales del manejo integrado de plagas, las plantas injertadas son
utilizadas para conferir resistencia a enfermedades y nematodos.

La sensibilidad de un hospedante no solo depende de su genotipo, sino de
cuantos nematodos la afectan. A densidades poblacionales altas las plantas sufren
una reduccién considerable de su crecimiento, sin embargo también la sensibilidad

de la planta esta sujeta a la influencia del ambiente (Starr et al., 2002).

Por otro lado, Revelo et al. (2010), menciona que el tipo de suelo puede
influir en la supervivencia de los nematodos durante los periodos de estrés y sin duda

influira en la composicidn de las especies de las comunidades de nematodos.

El intervalo de confianza estimado para la variable poblacién final (Tabla 16),
indicé que existio una respuesta de no infestacion de tres de las especies de
Solanaceas (N. glauca, S. hirtum y S. arboreum) debido a que el valor de la
poblacién inicial (2500 larvas) fue superior a los valores obtenidos en el intervalo;
mientras que las especies control (S. quitoense y S. betaceum) se mostraron
susceptibles puesto que los valores del intervalo de confianza superaron a la

poblacion inicial.

La Figura 28 muestra que S. hirtum y N. glauca obtuvieron los valores mas
bajos de la poblacion final del nematodo fitopatogenos. Sin embargo, Revelo et al.
(2003), manifiesta que el comportamiento de M. incognita con una poblacién inicial
baja es facilmente soportado por plantas solanaceas sin sufrir decremento de su
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rendimiento. Este hecho permite comprender lo aseverado por agricultores quienes

sefialan en obtener cosechas representativas en presencia de nematodos agalladores.

Tabla 16:

Respuesta de infestacion de las Solanaceas inoculadas con el nematodo
fitopatogeno M. incognita

Tratamient Descripcion Poblacion Intervalo de Respuesta
final del confianza
nematodo*
S1 Solanum auriculatum 1881,1 1293,2 - 2736,3 infestado
S2 Solanum hirtum 1283,2 882,1 — 1866,6 no infestado
S3 Solanum hispidum 3574,9 2457,6 —5200,2 infestado
S4 Solanum arboreum 1711,6 1176,7 — 2484,8 no infestado
S5 Nicotiana glauca 1024,8 786,2 — 1335,7 no infestado
S6 Solanum quitoense 2636,1 1814,3 —3838,9 infestado
S7 Solanum betaceum 2823,7 1941,2 — 4107 ,4 infestado
* Namero de individuos
Q
—rg -
3 o
5 3 —
; | o
c —_
w | -
c 8 | o ' |
3 — — 0
Qo 1 ! |
& 7 [ — !
& (=] : —_— ’
“ g ==
| ] I | | |
N.glauca S. arboreum S.betaceum  S.hirtum  S. hispidum S. quitoense
Hospedero

Valores promedio.

Figura 28: Poblacion final de M. incognita obtenida en las diferentes de Solanaceas.

*

Jacquet et al., (2005) y Devran (2004), han estudiado la naturaleza de la

resistencia a los nematodos del género Meloidogyne spp, concluyendo que la alta
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cantidad de compuestos fendlicos sintetizados en la planta y traslocados hacia las
raices, confieren resistencia a la infestacion del nematodo. En general las plantas
resistentes a los nematodos tienen un nivel mayor de fenilalanina amonioliasa,
enzima clave del metabolismo fenolico, conocida por estar relacionada con la

resistencia de las plantas a las enfermedades (Sorribas et al., 2005).

Piedra-Buena et al., (2005), manifestd que un mecanismo de resistencia a
nematodos se considera como bueno cuando restringe o previene la reproduccion de
estos. Lamentablemente la busqueda de este tipo de plantas requiere de afios de
investigacion, aspecto que ha sido limitado por la disponibilidad de variedades
resistentes (Anwar & Mckenry, 2002), por lo tanto alternativas como el gen Mi ha
permitido desarrollar portainjertos y variedades tolerantes, que bloqueen Ila
reproduccion de nematodos de una manera muy significativa, gracias a una respuesta
de hipersensibilidad que genera una necrosis de las células localizadas en la zona de
infeccion, lo que impide el crecimiento de larvas, y puede causar su muerte. Sin
embargo, su eficacia disminuye con temperaturas superiores a 27°C (Riggs, 1992).
Ademas, se ha reportado una ruptura de esta resistencia debido a la presion de
seleccion ejercida sobre el patdgeno debido al uso repetido de genotipos resistentes

en terrenos con monocultivos.

Emiliozzi (2014), en un estudio realizado en plantas de tomate rifion para ver
la respuesta de la planta al nematodo M. javanica, se reportd que tanto la respuesta
de defensa basal como la genomica por genes R estan influenciadas por patrones de
regulacién hormonal, que incluye a las principales hormonas vegetales acido
salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno (ET). En S. lycopersicum uno de los
genes R es el gen MiG1, que confiere resistencia a nematodos formadores de nodulos

(M. javanica, M. incognita y M. arenaria). (Gomez et al., 2012).

Lo méas importante en la resistencia es la reaccion de hipersensibilidad (HR)
en el hospedero, en la cual la planta activa enzimas como las peroxidasas (PRXs)

Clase Il1. Su funcion es importante tanto para limitar el establecimiento y expansion
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del nematodo, ya que genera toxinas, produciendo barreras estructurales en el sitio de

infeccioén.

Ademas las plantas pueden desarrollar resistencia sistémica adquirida que
ocurre en la naturaleza en ocasiones en una fase posterior a que la planta haya sufrido
el atague de un patdgeno. Asi mismo hay diferentes productos de origen quimico
como el benzotiadiazol o BTH (acido S-metil benzol-(1, 2, 3)-tiadiozole-7-carbdnico
ester) que puede generar esta misma respuesta. Como resultado, la planta adquiere

resistencia sistémica frente a nuevos ataques de patégenos. Emiliozzi (2014).

Varios autores han demostrado la efectividad del gen Mi de resistencia sobre
la reduccion de las enfermedades provocadas por la incidencia de los nematodos
(Pérez et al., 2006) ejemplo, Sorribas et al. (2005) demostraron la efectividad de la
resistencia del gen Mi en el patron de tomate SC 6301, con el objeto de reducir la
densidad poblacional de M. javanica en un invernadero infestado por nematodos,
demostrando que con la utilizacion de este patron se logré reducir el nimero y grado
de agallamiento asi como la poblacion final de M. javanica en un (58 y 65%). La
moderada reproduccion de este nematodo sobre el patron confirm6 su alto nivel de
no infestacion a dicho patdégeno, ademas de alcanzar rendimientos sustanciales (420

kg por ha) con relacién a las plantas no injertadas (Arias et al., 2009).

Ademas, Lopez et al. (1972), concluyé que las altas densidades poblaciones
de M. incognita fueron encontradas sobre patrones portadores del gen Mi

considerandos como tolerantes y no resistentes al nematodo.

Se han realizado estudios para evaluar la resistencia de otras Solanaceas a M.
incognita, por ejemplo, Rahmanma et al., (2002), evalud la resistencia de patrones de
especies de Solanum a nematodos formadores de agallas para su uso como porta-
injertos de variedades cultivadas de berenjena, obteniéndose que S. torvum y S.

sisymbriifolium mostraron reaccion resistente frente a M. incognita.
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Las plantas injertadas mostraron resistencia en condiciones semi-controladas
y en campo, asi como mayores rendimientos que las plantas no injertadas. Ademas,
reportaron que berenjena injertada sobre patrones S. torvum produjo mayores
rendimientos, las plantas fructificaron durante un periodo de tiempo mayor y fueron

menos infestadas por M. incognita.

Por otro lado, Gémez et al. (2006), evalud la resistencia /suceptibilidad de
cuatro genotipos S. lycopersicum frente a M. incognita, y la influencia de este
nematodo sobre el crecimiento de las plantas. Los resultados revelaron que todos los
genotipos fueron buenos hospedantes del nematodo y todos se ubicaron en la
categoria de muy susceptibles, excepto un genotipo (Aro8484) al igual que el control

que salié susceptible.

En el caso de tomate de arbol, Espinosa (2007), demostrd que plantas de este
frutal injertadas en N. glauca alcanzaron mejor rendimiento con 22.7 kg/ha de fruta,
comparadas con plantas injertadas en S. auriculatum que alcanzaron 15,6 kg/ha. De
igual manera, lo demuestra Yupanqui (2013), quien comprobd que el mejor
portainjerto es N. glauca, con el cual se obtuvieron brotes vigorosos y desarrollados

encontrandose con el 92,6 % de injertos prendidos.
e) Numero de agallas

Para la variable nimero de agallas (Tabla 17), se observé de acuerdo a la
prueba de Tukey al 5% dos rangos de significacion. Demostrandose que las especies
S. hirtum y N. glauca, las cuales resultaron ser no infestadas a M. incognita, (rango
a); obtuvieron valores bajos de agallamiento (Figura 29). Consecuentemente, estas
dos especies serian consideradas como las mejores alternativas para su uso como
portainjerto de naranjilla (S. quitoense) y tomate de arbol (S. betacum). Mientras que

las demas solanaceas del estudio si resultaron ser infestadas, (rango b).
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Numero de agallas contabilizadas en las distintas Solanaceas inoculadas con el
nematodo fitopatégeno M. incognita.

Tratamiento Descripcion Numero promedio Intervalo de confianza  Rango
de agallas

S1 Solanum auriculatum 25,11 22,54 — 27,67 a
S2 Solanum hirtum 14,88 12,67 -17,11 a
S3 Solanum hispidum 64,88 54,27 - 75,51 b
S4 Solanum arboreum 81.22 69,75 -92,70 b
S5 Nicotiana glauca 22,67 19,59 — 25,74 a
S6 Solanum quitoense 62,53 53,81 70,84 b
S7 Solanum betaceum 87,88 84,17 — 91,60 b
o
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Figura 29: Numero de agallas de M. incognita obtenida en las diferentes de

Solanéaceas

Segun Oka et al., (2003) y Halbrendt (1996), la disminucién en la formacion

de agallas no solo depende de la especie vegetal sino también de la especie de
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Meloidogyne involucrada, asi una especie de planta puede presentar efecto
antagonista hacia una o0 méas especies de nematodos, pero no a todas.

f) Correlacion entre parte aérea (follaje) y peso de raiz

La correlacion (Pearson) general entre la parte aérea (follaje) y el peso de la
raiz inoculada con M. incognita fue de 0,13; valor débil que indica que esta relacién
depende mas del hospedero que una asociacion general entre estas dos variables
(Figura 30). Es decir, de acuerdo a la estimacion de Spearman no se observo
correlacion entre la parte aérea y la raiz. Unicamente la especie S. hispidum obtuvo
significacion estadistica (Tabla 18), lo que nos indica que hubo relacion negativa
entre la parte aérea y la raiz de la planta, es decir, mientras se produjo mas parte

aérea existié menos raiz o viceversa.

Tabla 18:

Valores de correlacién entre la parte aérea de la planta y el peso fresco de la
raiz inoculada con M. incognita.

Tratamient Descripcién Correlacién p-valor
S1 Solanum auriculatum 0,29 0,45
S2 Solanum hirtum 0,43 0,24
S3 Solanum hispidum -0,73 0,02*
S4 Solanum arboreum -0,14 0,71
S5 Nicotiana glauca 0,20 0,60
S6 Solanum quitoense -0,04 0,92
S7 Solanum betaceum 0,27 0,48

* Significacion estadistica
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Figura 30: Correlacion entre la parte aérea de la planta y el peso fresco de la raiz

g) Correlacion entre el indice de agallamiento y poblacion final

La correlacion (Spearman) general entre el indice de agallamiento y la
poblacion final fue de 0,58; lo que nos indica que a mayor agallamiento se produce
incremento de la poblacién final del nematodo (Figura 31). También la misma figura
nos demuestra que los datos se encuentran en los extremos, en valores de 3y 4 que
corresponde a los valores de la escala de Bridge y San Page (1980) para evaluar

indice de agallamiento.
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Figura 31: Correlacion entre el indice de agallamiento y la poblacion final de M.
incognita
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Segun Starr et al. (2002), la formacion de agallas no es imprescindible para el
desarrollo del nematodo, por tanto, los cultivos susceptibles pueden mostrar bajos
IA (indices de agallamientos) y altos niveles de reproduccion del nematodo, o

viceversa.

Navarro et al., (2009), mencionan que el indice de agallamiento no debe ser
utilizado como Unico elemento para determinar la resistencia de un genotipo o
cultivar frente a M. incognita, aun cuando sea considerado elemento importante por

el dafio provocado por esta plaga.

Sasser y Carter (1985) y Hussey y Janssen (2002), coinciden en que los
indices de agallamiento no necesariamente se relacionan directamente con el nimero
de individuos gque se encuentran parasitando las raices, ya que una agalla puede
contener uno o varios individuos de Meloidogyne. Ademas, los mismos autores
manifiestan que la respuesta de la planta a la infestacion esta en estrecha relacion con
el tipo de hospedero y su suceptibilidad a la especie del nematodo. En consecuencia,
la manifestacion sintomatica de agallas mostrara solamente una aproximacion del

namero de juveniles que lograron penetrar la raiz y posteriormente establecerse.

3.4 Contenido de glicoalcaloides

Los resultados de las mediciones de contenidos de solanina y chaconina en en
frutos de tomate de arbol y naranjilla se muestran en el Anexo 21. Las Tablas 19 y 20
muestras los contenidos de glicoalcaloides: (solanina y chaconina) contenidos en los

frutos de tomate de arbol y naranjilla de plantas injertas y no injertas.
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Tabla 19:

Contenido de solanina en frutos de tomate de arbol y naranjilla proveniente de
plantas injertas y no injertas.

Injerto EstadisticoF  Fvalor Solanacea Media
(mg/100g)
Tomate 62,22** 0,0001 S. betaceum sin 2,73b
injertar (testigo)
N. glauca 3,46 a
S. auriculatum 2,89Db
Naranjilla 0,26 0,63  S. quitoense sin 3,24
injertar (testigo)
S. arboreum 3,47
S. hirtum 2,88

Medias seguidas por la misma letra son estandisticamente iguales, Prueba de Tukey al 5%.

Tabla 20:

Contenido de chaconina en el fruto de tomate de arbol y naranjilla proveniente
de plantas injertas y no injertas.

Injerto EstadisticoF  Fvalor Solanacea Media
(mg/1009)
Tomate 1,68 0,26  S. betaceumsin 0,69
injertar (testigo)
N. glauca 1,10
S. auriculatum 1,10
Naranjilla 30.85** 0,0006 S. quitoense sin 0,952
injertar (testigo)
S. arboreum 0,58b
S. hirtum 0,68c

Medias seguidas por la misma letra son estandisticamente iguales, Prueba de Tukey al 5%.
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Figura 33: Contenido de solanina y chaconina en frutos de naranjilla provenientes
de plantas injertadas y no injertadas (testigo).
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Se pudo observar que existieron diferencias estadisticas en el contenido de
solanina de los frutos analizados, encontrandose la mayor cantidad en el fruto
proveniente de la planta injerta con N. glauca; mientras que para los otros dos
tratamientos los contenidos son similares. Para el caso de la chaconina no se
observaron diferencias entre tratamientos. Sin embargo ninguno de los niveles
registrados tanto para solanina como chaconina alcanzé valores perjudiciales (20
mg/100 g) (Esposito et al., 2002; Friedman, 2006; Tajner-Czopek et al., 2007).

Por otro lado, se ha reportado en S. tuberosum que al pelar o cocinar el
tubérculo maduro, el contenido de glicoalcaloides se reduce de 50 a 95% (Frydecka-
Mazurczyk & Zgorska, 1997), este efecto se produce mas marcadamente en los
productos procesados (snacks y chips) debido a que se los frie, hornea o cocina en
microodas. Este fendmeno se produce porque se altera la estabilidad termal de los
glicoalcaloides (Tajner-Czopek, 2007). Usualmente el tomate de éarbol se lo
consume pelado, incluso algunos consumidores lo cocinan previo a injerirlo, por lo
que su contenido de glicoalcaloides se reduciria aunque de acuerdo a los resultados

de esta investigacion, no alcanza niveles nocivos.
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3.5 Difusion de resultados

-

Figura 34: Difusion de resultados Agricultores

Los avances y resultados de ésta investigacién han sido difundidos a
agricultores, técnicos y estudiantes a través de las visitas técnicas a la Granja
Experimental Tumbaco. En estas visitas se mostré el ensayo de validacion de las
Solanéceas silvestres para evidenciar su respuesta al efecto de la infestacion del
nematodo fitopatdgeno M. incognita. Ademas, en la Granja de Tumbaco del INIAP
se mostro el proceso de injertacion y se explico los beneficios de las plantas
injertadas en relacion a la longevidad de la misma y su respuesta a factores bidticos.

En la tabla N° 21 se describen las instituciones que han visitado la Granja
Experimental Tumbaco durante el afio 2016 y fueron parte de la difusion de estos
resultados.
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Visita de Instituciones a la Granja experimental Tumbaco en el afio 2016 y se

han realizado las difusiones de resultados de la investigacion: “Evaluar

lainfestacion y no infestacion de cinco especies de Solanaceas al parasitismo del

nematodo del nudo de la raiz Meloidogyne incognita y el contenido de alcaloides

en frutos de tomate de arbol y naranjilla injertados en estas especies”

Fecha Institutcion N°de Participantes
8-01-2016 UDLA (Universidad de las Américas) 14
22-02-2016 Mision Social Rumifiahui 20
10-03-2016 Unidad.Educativa Puruha 25
21-04-2016 Parque recreacional y bosque productor JERUSALEN 09
Fruticultores de parroquias
06-07-2016 Guasuntos,Pistishi,Sevilla,Pumallacta, canton Alausi, 45
Provincia Chimborazo
08-07-2016 Fundacién Marco, cantén Pelileo,provincia de Tungurahua 30
20-07-2016 Estrategica Agropecuaria de Tungurahua 40
21-07-2016 Gobierno Descentralizado Municipal Rumifiahui 8
02-08-2016 Universidad Central del Ecuador i
04-08-2016 Escuelas de Chacras, zona los chillos 99
29-09-2016 Cooperativa Pululahua 11
10-10-2016 Mision Social Rumifahui 28
27-10-2016 FONCONDES 15
31-10-2016 GAD El Chical 4
02-12-2016 UDLA (Universidad de las Américas) 31
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante morfometria en larvas J2, hembras y machos
estuvieron dentro de los rangos establecidos para la caracterizacion de la especie
M. incognita.

Las diferencias morfométricas observadas en los especimenes de larva J2 en las
distintas solanaceas estuvieron influenciadas por el hospedero (alimento).
Mediante la técnica de PCR convencional, utilizando los primers especificos M-
F y MI-R, que amplificaron la regién IGS del ADNr en los especimenes de
nematodos obtenidos de las distintitas Solanaceas en estudio, se confirmé que
pertenecian a la especie de M. incognita.

Existio una ligera correlacion (positiva) entre el indice de agallamiento y la
poblacion final, concluyéndose que a mayor agallamiento se incrementa la
poblacién final del nematodo.

Las Solanéceas silvestres Solanum hirtum, Solanum arboreum vy Nicotiana
glauca presentaron una respuesta de no infestacion a la inoculacion del nematodo
fitopatdégeno; mientras que Solanum auriculatum, Solanum hispidum, Solanum
quitoense, y Solanum betaceum mostraron infestacion.

Se concluye que a pesar de haber trabajado con una dosis de inoculacién baja de
2.5 larvas/gramo de suelo, existi6 infeccion del nematodo en todas las Solanaceas
en estudio.

Se observd una respuesta de no infestacion de todas las Solandceas para las
variables altura de la planta, peso seco de follaje y peso fresco de raices; sin
embargo con un periodo superior de evaluacion (> 6 meses) se podrian producir
respuestas de infestacion debido a que existiria un mayor tiempo de interaccion
entre planta y patogeno.

No existid correlacion entre el peso de la parte aérea de la planta (follaje) con el
peso de la raiz, por lo que no se puede relacionar directamente una disminucion

del sistema radicular con el mismo efecto en el follaje.
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Los niveles de glicoalcaloides, especificamente solanina, en los frutos de tomate
de arbol y naranjilla alcanzaron valores muy bajos en comparacion con el limite
nocivo para la salud humana, por lo que el consumo de este tipo de frutas no es
perjudicial.

Se difundi6 los resultados obtenidos en esta investigacion, enfocando el aspecto
patoldgico (infestacion o no infestacion de M. incognita en las Solanaceas
validadas) y el uso de estas especies como portainjerto para tomate de arbol y

naranjilla.
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CAPITULO V
RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar las técnicas de biologia molecular (PCR) como
herramienta de diagndstico para realizar una identificacion precisa de nematodos
fitopatdgenos.

Promover la utilizacién como portainjerto de naranjilla a Solanum arboreum y/o
Solanum hirtum; mientras que para tomate de arbol usar Nicotiana glauca, con la
finalidad de reducir el uso de nematicidas al suelo en plantaciones de estos
frutales.

Realizar nuevos ensayos con mayor numero de repeticiones y extender el periodo
de evaluacion hasta la cosecha del cultivo, para determinar la respuesta de las
plantas en campo y su efecto en el rendimiento.

Realizar estudios del contenido de alcaloides de cada componente de la fruta
(cascara, pulpa, semilla) para determinar valores independientemente debido a
que de acuerdo a la literatura se concentran mayoritariamente en la cascara del
fruto. Ademas se debe analizar fruta en diferentes estados de desarrollo para
determinar la fluctuacion o tendencia de estos compuestos desde el cuajado del
fruto hasta su cosecha.

Realizar estudios que permitan determinar el modo de accién de los principios
activos (alcaloides) relacionado a su funcion como mecanismos de defensa de la
planta.

Se recomienda que se realicen estudios de compuestos tdxicos, nocivos como los
alcaloides en laboratorios oficiales del Estado, con el objeto de descartar indicios
de estas sustancias en alimentos que son consumidos y pueden ser perjudiciales
para la salud humana.

Se recomienda realizar estudios moleculares de las especies de Solanaceas
resistentes al nematodo M. incognita para identificar genes de resistencia.

Los resultados de investigaciones que ayuden a mejorar la produccion y
productividad de cultivos deben ser difundidos a agricultores, técnicos y
estudiantes involucrados en el campo de la agricultura.
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