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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron 10 lineas promisorias de naranjilla, un control resistente
y uno susceptible, para seleccionar el mejor material resistente/tolerante a Meloidogyne hapla;
como una alternativa para los productores de naranjilla en cuanto al manejo de enfermedades del
cultivo en el Ecuador. Previo al establecimiento del ensayo se realizaron pruebas de germinacion
y viabilidad de cada linea. El ensayo se establecié bajo condiciones controladas en fundas
individuales de 1,5 kg en los invernaderos del Departamento Nacional de Proteccion Vegetal del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias- INIAP, inoculadas con 5000 huevos y
larvas del nematodo por planta, en un disefio completamente al azar (DCA) con cinco
repeticiones por linea y cinco repeticiones sin inoculo para contrastar el efecto del nematodo en el
crecimiento de la planta. Las variables medidas para determinar la resistencia fueron: numero de
agallas, nUmero de masa de huevos e incremento poblacional; y para determinar la tolerancia se
realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba t Student del largo y peso de tallo, largo y
peso de raiz e indice de clorofila entre plantas inoculadas y no inoculadas. Las lineas con mejor
porcentaje de viabilidad y germinacion fueron C2-67 B1B5, (S. vestisimun x S. quitoense) X S.
quitoense, C2-67 B2B3R3, S. quitoense x (16)16 y 314 x 100N, y estas fueron resistentes
tolerantes al parasitismo de Meloidogyne hapla, debido a esto, las plantas presentaron un

incremento en las variables agronémicas con respecto a las plantas no inoculadas.

PALABRAS CLAVE:
. NARANJILLA
o Meloidogyne hapla

o RESISTENCIA

o TOLERANCIA
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ABSTRACT

In the present research, 10 promising lines of naranjilla were evaluated, one resistant and one
susceptible control, to select the best material resistant/tolerant to Meloidogyne hapla; as an
alternative for naranjilla producers in terms of disease management of the crop in Ecuador. Prior
to the establishment of the trial, germination and viability tests were carried out on each line. The
trial was established under controlled conditions in individual 1.5 kg bags in the greenhouses of
the National Department of Plant Protection of the National Institute of Agricultural Research -
INIAP, inoculated with 5000 eggs and larvae of the nematode per plant, in a completely
randomized design (DCA) with five replicates per line and five replicates without inoculum to
contrast the effect of the nematode on plant growth. The variables measured to determine
resistance were: number of gills, number of egg masses and population increase; and to determine
tolerance a comparison of means was made by means of the t Student test of stem length and
weight, root length and weight and chlorophyll index between inoculated and non-inoculated
plants. The lines with better percentage of viability and germination were C2-67 B1B5, (S.
vestisimun x S. quitoense) x S. quitoense, C2-67 B2B3R3, S. quitoense x (16)16 and 314 x 100N,
and these were resistant tolerant to Meloidogyne hapla parasitism, due to this, plants showed an
increase in agronomic variables with respect to non-inoculated plants.

KEY WORDS:
o NARANJILLA/LULO

o Meloidogyne hapla
. RESISTANCE

o TOLERANCE



CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1  Antecedentes

La naranjilla (Solanum quitoense Lam.), es una planta arbustiva originaria de la region
interandina de Ecuador, Colombia y Peru. Se caracteriza porque produce frutos de pulpa color
verde, ricos en minerales y vitamina C, se consume en forma de jugos, helados, mermeladas,
conservas, postres y confites, razén por la cual es muy apreciada a nivel nacional e internacional
(Andrade, Moreno, Guijarro, & Concellén, 2015).

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) (2010), la superficie cultivada de
naranjilla fue de 5015 ha. a nivel nacional, con una produccion de 22596 TM y un rendimiento de
4,5 Tm/ha. Este rendimiento es muchas veces afectado por factores bidticos como son agentes
fitoparasitos, entre los que destacan los nematodos (Revelo et al., 2010).

En el grupo de los nematodos fitoparasitos se encuentra el género Meloidogyne, el nematodo
del nudo de la raiz, que es considerado como el mas perjudicial para muchos cultivos de interés
agricola y comercial, ya que debilitan las plantas y disminuyen el rendimiento del cultivo (Abad
et al., 2009; Jones et al., 2013).

Uno de los componentes del manejo integrado del cultivo es la basqueda de variedades
resistentes al parasitismo del nematodo. En el pais, se han desarrollado muchas investigaciones
para generar nuevos materiales genéticos como variedades y portainjertos resistentes/tolerantes a
diferentes problemas fitosanitarios de interés econdmico (Bermeo, 2015; Jorge Revelo &

Sandoval, 2003; Silva et al., 2016; Viteri et al., 2009; INIAP, 2014).
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Pujota (2005), realizO6 una evaluacion de resistencia a Meloidogyne spp. y Fusarium

oxysporum, donde se encontrd que las accesiones S. hirtum Ecu-6242 y S. pseudolulo presentaron
resistencia y tolerancia a Fusarium oxysporum.

En 2009 y 2010, el INIAP, desarrollé una nueva variedad Ilamada INIAP Quitoense 2009, que
injertada en patrones S. arboreum o S. hirtum, es resistente a Fusarium oxysporum y a
Meloidogyne incognita. Ademas se encontraron una serie de clones resistentes entre ellos GTP-
30, GTP-41, GTP-24, GTP-39, GTP-36 y GTP-7 (Revelo et al., 2010; Viteri et al., 2009).

Bermeo (2015) realiz6 un barrido de varios segregantes de la seccidn Lasiocarpa para evaluar
la resistencia a Meloidogyne spp. y Fusarium oxysporum, donde se determin6 que la variedad H x
Q(B)(2)(67)(3) tiene una menor susceptibilidad al nematodo agallador de las raices.

Salazar & Betancourth (2017) realizaron un estudio en Colombia, para evaluar la reaccién de
naranjilla a Meloidogyne spp. en condiciones de campo, cuyo material vegetal fue obtenido de
una coleccion del Grupo de Investigacion de Sanidad Vegetal de la Universidad de Narifio,
genotipos de naranjilla comun (S. quitoense) y la especie silvestre relacionada (Solanum hirtum)
de diferentes zonas colombianas. Los genotipos de S. quitoense localidades Berruecos y La
Florida presentaron resistencia moderada a M. incognita.

En otro estudio realizado en los departamentos de Putumayo y Narifio (Colombia), se
evaluaron 45 genotipos de S. quitoense y 4 genotipos silvestres (S. mammosum, S. hirtum, S.
marginatum y S. umbellatum) para buscar fuentes de resistencia a Meloidogyne spp. El genotipo
S. quitoense, SQbr05 fue resistente, mientras que el genotipo SQbc04 fue susceptible y el
genotipo silvestre S. mammosum fue altamente susceptible (Gelpud et al., 2011).

Los estudios realizados en Ecuador en busca de la resistencia, se han efectuado con la

asociacion de Fusarium oxysporum y Meloidogyne spp., en los cuales no se encontro resistencia a
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nematodos, tampoco se han desarrollado investigaciones exclusivamente para el nematodo del

nudo de la raiz y por ello es necesario seguir en la blasqueda de fuentes de resistencia y/o
tolerancia a Meloidogyne spp.

Con estos antecedentes, en este estudio se evalué la resistencia/tolerancia de lineas
promisorias de naranjilla provenientes de accesiones silvestres y comerciales, al parasitismo del
nematodo del nudo de la raiz (Meloidogyne spp.), bajo condiciones controladas de invernadero.
1.2 Justificacion

Los cultivos de naranjilla en Ecuador son atacados por varios agentes fitoparasitos, de los
cuales el grupo més perjudicial es el género Meloidogyne, que producen severos dafios en el
sistema radicular de la planta, ya que limitan la nutricién y en consecuencia su rendimiento.

Para controlar el ataque de Meloidogyne spp. los agricultores y productores locales
implementan el control quimico, para ello recurren a productos altamente tdxicos para la salud
humana y para el ambiente, que ademas son ineficientes para controlar este patdégeno.

Para evitar la exposicién de productores y consumidores a los diferentes agroquimicos dafiinos
para la salud humana, se plantea la busqueda e implementacion de variedades resistentes y/o
tolerantes a nematodos, que conserven sus propiedades agrondémicas y nutricionales adecuadas
para su establecimiento en campo y comercializacion en el mercado nacional e internacional.

La resistencia encontrada en la variedad INIAP Quitoense 2009 presente en portainjertos
silvestres involucra mayores costos de produccion debido a la injertacion, lo que haria dificil que
los agricultores recurran al uso de esta variedad para mejorar sus cultivos, por lo que se busca
variedades resistentes y/o tolerantes que conlleven menores costos.

La utilidad de esta investigacion radica en desarrollar una estrategia para el control del

nematodo del nudo de la raiz que no involucre el uso excesivo de quimicos en el cultivo, para que
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cumpla con las buenas practicas de manejo del cultivo y garantice la seguridad del consumidor,

debido al valor que posee el cultivo de naranjilla dentro de nuestro pais y el potencial para ser
exportado.

Es por ello que mediante este estudio se evaluo la resistencia al nematodo de las agallas de la
raiz, Meloidogyne sp., en lineas promisorias de la seccién Lasiocarpa bajo condiciones
controladas.

1.3  El problema

La produccién de naranjilla en el pais ha sido afectada constantemente por agentes parasitos,
como los nematodos, principalmente los nematodos agalladores de la raiz, dentro de los cuales
Meloidogyne es considerado como uno de los géneros méas perjudiciales a nivel mundial, por su
comportamiento cosmopolita, 1o que le permite parasitar a muchos frutales y en este caso
particular a la naranjilla. El principal dafio ocasionado en el frutal es la obstruccion de los haces
vasculares en la raiz de la planta, por lo cual se debilita y disminuye su produccién. Ademas el
nematodo al alimentarse permite el ingreso y establecimiento de patdgenos como Fusarium
OXysporum que en conjunto provocan dafios severos a la planta.

Por otro lado se han tomado medidas para controlar este parasito, principalmente controles
quimicos severos, al usarse productos muy perjudiciales y agresivos, que afectan no solamente el
ambiente sino también la salud humana al producir y consumir la naranjilla; lo que dificulta la
comercializacion de esta a nivel nacional y también la posibilidad de ofertarla en mercados
exteriores.

El problema principal es el desconocimiento de la resistencia/tolerancia en las diferentes lineas

de naranjilla y un inadecuado manejo integrado de plagas para este cultivo. La resistencia se
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conoce como la capacidad de resistir la reproduccién del nematodo, mientras que la tolerancia es

la capacidad de recuperarse del ataque del nematodo y producir.

1.4  Los efectos

e Afeccion de la zona radicular de la planta de naranjilla.

e Retraso del desarrollo y menor produccion de frutos.

e Infeccidn de agentes patdgenos como hongos y bacterias, debido a la asociacion con otros

problemas fitosanitarios.

Menor rentabilidad del cultivo y sustancial pérdida econdmica.

15  Lascausas

e Las variedades comerciales de naranjilla cultivadas en Ecuador son susceptibles al ataque de
Meloidogyne spp.

e Deficiente investigacién genética para lograr la resistencia implementando cruces con
especies de la seccién Lasiocarpa.

e Inadecuado manejo integrado del cultivo y desconocimiento del género Meloidogyne y como
afecta a la planta.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

e Evaluar la resistencia/tolerancia a Meloidogyne sp. de 10 lineas promisorias de la seccion
Lasiocarpa (Naranjilla) bajo condiciones de invernadero para la seleccion del mejor material
vegetal y su posterior evaluacion en campo.

1.6.2 Objetivos especificos

e Conocer la viabilidad y poder germinativo de las lineas propuestas para esta investigacion.
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o |dentificar mediante morfometria la especie de Meloidogyne ubicada en campos de naranjilla

que servird como inoculo del ensayo.

e Establecer la resistencia de las lineas evaluadas al parasitismo del nematodo agallador a nivel
de invernadero, a través de las variables nematoldgicas (nimero de agallas, nimero de masa
de huevos, incremento poblacional).

e Determinar la tolerancia del material vegetal al nematodo, a través de la comparacion de
medias entre plantas inoculadas y no inoculadas de las variables agronémicas (peso y largo de
raiz, peso y largo de tallo, indice de clorofila).

1.7  Hipdtesis

Hol: Las accesiones de naranjilla evaluadas no poseen resistencia a Meloidogyne sp.

Hal: Las accesiones de naranjilla evaluadas poseen resistencia a Meloidogyne sp.

Ho2: Las accesiones de naranjilla evaluadas no poseen tolerancia a Meloidogyne sp.

Ha2: Las accesiones de naranjilla evaluadas poseen tolerancia a Meloidogyne sp.



CAPITULO Il
MARCO REFERENCIAL

2.1  Naranjilla (Solanum quitoense Lam.)
2.1.1 Seccion Lasiocarpa

Castafieda (1992), citado por Bermeo (2015), indica que esta seccion botéanica es parte de la
familia Solanaceae, dentro del género Solanum. En ella se encuentran varias especies, que se
distinguen de otras del mismo género por ciertas caracteristicas como son hojas grandes con
bordes generalmente irregulares, inflorescencias no ramificadas que se presentan en los
entrenudos, flores estiliformes con corolas profundamente lobuladas, los frutos son bayas méas o
menos grandes, pubescentes, comestibles, con cuatro o mas loculos.
2.1.2 Taxonomia

Dependiendo de la region de cultivo S. quitoense Lam. toma diferentes nombres, en paises
como Ecuador y Per( se la conoce como naranjilla, mientras que en Colombia es conocida como

lulo. Ochse et al. (1972) describe la siguiente taxonomia para la naranjilla:

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Solanales
FAMILIA Solanaceae
GENERO Solanum

ESPECIE Solanum quitoense Lamark.



2.1.3 Origen y distribucion

La naranjilla (S. quitoense Lam.) es una planta que se encuentra en la region interandina entre
los paises de Colombia y Ecuador, tipica de regiones himedas, donde crece en forma silvestre o
bajo cultivo. Originalmente se pensd que provenia de la cuenca de Pastaza, sin embargo al
encontrarla en otras localidades se sefialé6 como originaria de los bosques de la regién subtropical
himeda, en las estribaciones orientales y occidentales de la cordillera andina de Colombia,
Ecuador y Pert (Galvis & Herrera, 1999; Revelo et al., 2010).

Este frutal se cultiva para la comercializacién en Ecuador y Colombia, sin embargo paises
como Peru, Venezuela, Costa Rica, Guatemala y Panama también lo hacen pero en menor escala
(Messinger, 2017). En el pais, la region amazdnica abarca el mayor porcentaje de la produccion
nacional, siendo las provincias de Napo, Pastaza y Morona Santiago las principales productoras,
al igual que ciertas zonas de la sierra que gozan del clima y condiciones apropiadas, como son
algunos cantones de Tungurahua y la zona nor-occidente de Pichincha (Revelo et al., 2010).

2.1.4 Descripcion botanica

La naranjilla posee una raiz pivotante, fibrosa y superficial, que puede penetrar en el suelo
hasta 50 cm. Tiene un buen desarrollo de raices laterales, que favorece en conjunto al sistema
radicular (Galvis & Herrera, 1999). El tallo es semilefioso, robusto, cilindrico, verde en su fase
juvenil y de una coloracion méas oscura y lefiosa en la fase adulta, para mantener un tallo Gnico se
debe realizar la poda, pues desarrolla brotes y tallos laterales. Poseen pubescencia a lo largo de
toda la planta, desde el talo hasta las hojas (Bermeo, 2015). Las ramas poseen un diametro de 5
cm. Las hojas son grandes y palmeadas, con nervaduras de color morado. Desarrolla flores
blancas en forma de estrella con estambres de color amarillo, agrupadas en inflorescencias La

presencia de espinas esta determinada por la variedad (Gancel et al., 2008).
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La naranjilla posee un fruto en baya de forma globosa de 3 a 8 cm de didmetro, de color

anaranjado intensificandose en la madurez, puede estar cubierta de pequefios vellos o espinas que
muchas veces es facil de retirar (Gancel et al., 2008). Estd compuesta de 4 léculos, su corteza es
lisa, delgada y susceptible a los dafios fisicos, como golpes, la pulpa es de color verde, llena de
semillas, de un sabor dulce y acido. Las semillas son lisas y redondeadas, de color claro y miden
de 2 a 3 mm de diametro. El fruto tiene un didmetro de aproximado de 4 a 8 cm, y pesa alrededor
de 60 y 100 gramos (Bermeo, 2015).

Las especies de la seccion Lasiocarpa pueden distinguirse unas de otras por ciertas
caracteristicas distintivas.

S. hirtum Vahl: es una maleza distribuida por México, Colombia y Venezuela. La planta est4
cubierta por espinas y producen frutos pequefios de 2,5 mm de didmetro, cubiertos de pelo y que
poseen un sabor agradable. La resistencia a nematodos y otras caracteristicas genéticas la hacen
valiosa para cruzas con otras especies como S. quitoense y tener materiales con mejores
cualidades agronémicas (Bermeo, 2015).

S. pseudolulo Heiser: esta especie es propio de las cordilleras oriental y central de Colombia,
en zonas de 500 a 2000 m.s.n.m. Producen frutas medianas, sin pelos y con un sabor citrico e
insipido. Se la puede usar en cruces como progenitor femenino para obtener materiales de mayor
valor genético (Pujota, 2005).

2.1.5 Condiciones agronémicas del cultivo

El clima que se requiere para el establecimiento del cultivo debe ser tropical y subtropical
hdmedo. La altitud éptima es de 600 a 1700 m.s.n.m., con temperaturas que fluctlen entre 17 a
29 °C, temperaturas menores a 10 °C limitan el crecimiento de la planta y superiores a 30 °C

limitan la produccion (Messinger, 2017). Una precipitacion aproximada de 2500 mm al afio y una
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humedad relativa del 78 a 92%. EI cultivo requiere de suelos con textura franca, franco arcillosa

o franco arenosa, profundos y con buen contenido de materia organica, buen drenaje, pH entre
5,3y 6 (Agrocalidad, 2014).
2.1.6 Manejo del cultivo

Para establecer el cultivo de naranjilla es necesario una adecuada seleccion del material
vegetal y del terreno, evitando lugares recién cultivados con otras solanaceas para evitar
patégenos comunes como Fusarium oxysporum y Meloidogyne spp.; fertilizar de acuerdo a los
requerimientos y condicién del suelo (Revelo et al., 2010). Es necesario escoger la época del afio
adecuada del trasplante y demas labores culturales para asegurar la estabilidad de las plantas,
sobre todo el control de malezas para evitar la competencia por nutrientes y plantas que sean
hospederas de plagas y enfermedades que afecten al cultivo (INIAP, 2014).

La naranjilla es un cultivo susceptible al ataque de enfermedades y plagas, por lo que su
control es una de las principales labores y actividades dentro del manejo. Entre las plagas y
enfermedades mas importantes estan el perforador del fruto (Neoleucinodes elegantalis), mosca
de la fruta (Anastrepha sp.), &caros (Tetranychus sp.), antracnosis (Colectutrichum gloesporium),
Fusarium oxysporum y nematodos (Meloidogyne spp.) (ICA, 2011).

2.2  Nematodo agallador de la raiz (Meloidogyne spp.)
2.2.1 Generalidades de los nematodos

Los nematodos son animales de aspecto filiforme, alargados, pequefios, por lo general miden
de micras a milimetros, por esa razén la mayoria de ellos son observables solo al microscopio
(Hidalgo, 2008). Pertenecen al filo nematoda, por lo tanto son animales redondos simétricos no
segmentados, incoloros y cubiertos por una cuticula, por lo que se distinguen bastante de los

anélidos (Sasser, 1989; Decraemer & Hunt, 2013). Estan ampliamente distribuidos por todo el
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planeta, en todos los habitats, como el suelo y sobre todo medios acuéticos; y son huéspedes

perjudiciales de animales y plantas, aunque pueden ser también beneficiosos (Hidalgo, 2008).

Los nematodos fitoparasitos invaden y se desarrollan en tallos, hojas, semillas y raices, por lo
que producen pérdidas considerables en cultivos de importancia econdmica (Roméan & Acosta,
1985). Algunas especies presentan dimorfismo sexual, es decir que la hembra tiene diferente
forma y tamafio con respecto al macho, una vez que se establece su sitio de alimentacion
(Sepulveda, Sepulveda, & Morales, 2012).

Los nematodos del nudo de la raiz son endoparésitos sedentarios distribuidos por todo el
mundo. El género Meloidogyne consta de 98 especies descritas y parasitan casi todas las especies
de plantas vasculares, por lo que obtienen su alimento del citoplasma de las células de las plantas
hospederas (Hidalgo, 2008). El ataque del nematodo induce a la formacién de nudos o agallas en
las raices penetradas, lo que ocasiona una disminucion en el crecimiento de la planta,
debilitamiento de la misma y susceptibilidad al ataque de patégenos como Fusarium oxysporum
(Zarate, 2008; Jones et al., 2013).

Meloidogyne spp. se encuentra en todo tipo de suelos, pero las poblaciones mas severas estan
en los suelos arenosos ya que contribuyen a una mejor aireacion y facilidad para que el nematodo
se mueva por la zona radical (Ruiz, 2011).

2.2.2 Taxonomia

A continuacion se presenta la clasificacion taxondmica del nematodo del nudo de la raiz:

REINO Animal
FILUM Nematoda
CLASE Secernentea

SUBCLASE Diplogasteria
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ORDEN Tylenchida
SUPERFAMILIA Tylenchoidea
FAMILIA Heteroderidae
GENERO Meloidogyne

2.2.3 Importancia

Los nematodos del género Meloidogyne estan distribuidos en todo el mundo, en diversidad de
regiones y con una gran capacidad de adaptacién a climas calidos y frios (Moens, Perry, & Starr,
2009). Se asocian con otros patdgenos como bacterias y hongos, intensificando la infeccion,
ademéas de las dificultades en su control y erradicacion (Zarate, 2008). Causan pérdidas
significativas ya que afectan diversos cultivos de importancia comercial y econdmica, pues
reducen considerablemente la produccion y rendimiento. ElI umbral econémico de dafios
aproximado para Meloidogyne spp. es de 0,5 a 2 juveniles por gramo de suelo (Zarate, 2008;
Moens, Perry, & Starr, 2009).
2.2.4 Morfologia

Son gusanos cilindricos microscépicos pues miden solamente micras, la pared del cuerpo
consta de 3 capas que son: cuticula, hipodermis y masculos longitudinales (Decraemer & Hunt,
2013). Cuentan con dos estructuras especializadas para la parasitosis, que son el estilete, ubicado
en la parte anterior del nematodo y que le permite penetrar la pared y membranas de las células
del hospedero; y las glandulas secretoras esofagicas, que emiten sustancias bioquimicas para la
penetracion, para facilitar su alimentacion al interior de las raices y formacion del syncitum o
lugar de alimentacion del nematodo (Vanholme et al., 2004).

Poseen un sistema nervioso central y unos érganos quimiosensoriales llamados anfidios, que

les permiten interactuar con su hospedero, ademas de otros 6rganos como son papilas, setas y
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fasmidos (Vanholme et al., 2004). Los dos primeros cumplen un rol de ser receptores tactiles

mientras que el rol de los fasmidos no es claro, se piensa que son perceptores de feromonas para
el apareamiento (Smant, 2011).

El género Meloidogyne se caracteriza por el dimorfismo sexual, donde las hembras tienen una
forma esférica, de color blanco perla, la region perineal es variable, al igual que el arco dorsal,
que puede ser desde redondo a trapezoidal y el poro excretor se encuentra anterior al bulbo
medio. Los machos tienen marco cefélico y estilete bien desarrollados, un disco labial y apertura
de los anfidios bien pronunciados, espicula delgada de 20 a 40 um de largo y gobernaculo de 10

um de largo aproximadamente (Karssen, Wesemael, & Moens, 2013).

Estilete
valvula de

Lumen esofagico

.........

Ampula de la gldndula
dorsal

- Metacorpus

7 Yl

#_J //~———tamara de bombeo
# # S vahula de glandula
subventral

-

— Esdfago-intestino

\ Glandula dorsa

L ulandulas subventrales

Grénulos secretores

Figura 1 Representacion morfologica del esdfago de una hembra

adulta de Meloidogyne spp.
Fuente: Zarate, 2008.

2.2.5 Ciclo de vida
El ciclo de vida es similar en todas las especies del género Meloidogyne; sin embargo la tasa

de desarrollo depende de la temperatura y el hospedante. El ciclo puede durar entre 30 y 50 dias,
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y las temperaturas Optimas estan entre 15 y 25 °C (Armendariz et al., 2015). Segun las

condiciones ambientales, sobre todo el grado de alimentacion, predisponen a una poblacion
significativa de machos o hembras, condiciones adversas induce al aparecimiento de mas machos
(Bermeo, 2015).

Los nematodos del nudo permanecen la mayor parte de su vida al interior de las raices de los
hospederos, pueden reproducirse por partenogénesis mitética (progenie clonal, generalmente en
condiciones ideales, prevalecen las hembras) o meiotica (Zarate, 2008).

El ciclo de vida de Meloidogyne consta de un estado de huevo, 4 estados juveniles y 1 adulto.
El cambio de un estado a otro est& definido por ecdisis, que es el acto del cambio de cuticula que
recubre el cuerpo del nematodo (Ortufio et al., 2005). Las hembras adultas ponen huevos en una
matriz gelatinosa que sirve de proteccion y es denominada masa de huevos, las cuales pueden
encontrarse en la superficie de la raiz o al interior de las agallas y pueden contener hasta 1000
huevos. Al interior de cada huevo transcurre la embriogénesis donde se desarrolla la larva hasta
la primera etapa juvenil (J1), la primera muda ocurre al interior del huevo a juvenil infeccioso de
segunda etapa (J2), abandona el huevo y penetra la raiz para establecer su sitio de alimentacion,
gracias a su estilete y a la secrecién de enzimas para degradar la pared celular. Con el
sedentarismo puede tener a disposicion el alimento necesario para las etapas J3 y J4, igualmente
diferenciadas por la muda (Jones et al., 2013). En la etapa adulta, los machos abandonan la raiz y
las hembras toman una forma globular y se quedan inmdviles, la produccién de huevos inicia
pasadas las 3 a 6 semanas de la infeccion inicial dependiendo de las condiciones ambientales

(Moens et al., 2009).
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Figura 2 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.
Fuente: Modificado de Agrios, 2005.

2.2.6 Rango de hospederos

En Ecuador, Meloidogyne spp. se encuentra ampliamente distribuido en las regiones de la
Costa, Sierra y Oriente, tanto en suelos cultivados como en la vegetacion natural (Revelo et al.,
2007). Las especies que han sido descritas en el pais se encuentran en una amplia gama de
hospederos, por ejemplo M. javanica se encuentra en cultivos de la costa como cafia de azUcar;
M. incognita se encuentra en cultivo como arveja hasta en banano; M. arenaria en plantas de
fréjol y tomate; M. hapla en cultivos horticolas y rosas (Eguiguren & Défaz, 1992).

La especie M. arenaria es una de las mas comunes y ampliamente distribuidas, induce a
agallas grandes en las raices de las plantas y es capaz de reproducirse en muchas plantas
monocotiledoneas, principalmente el mani y dicotiledoneas. Se encuentra en las regiones mas
calidas del mundo (Karssen et al., 2013).

La especie M. hapla es una de las mas comunes en todo el mundo, los hospederos son plantas

dicotileddneas principalmente cultivos alimentarios importantes y ornamentales, también se han
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encotrado en el trébol y el alfalfa, las agallas que producen son relativamente pequefias. Se

encuentra distribuida en todo el mundo, en climas templados y en regiones tropicales y
subtropicales de mayor altitud (Hunt & Handoo, 2009; Ravichandra, 2014).

La especie M. incognita es una de las de mayor importancia econémica a nivel mundial,
induce a la formacién de agallas grandes e irregulares, tiene una amplia gama de plantas
hospederas, principalmente verduras. Se encuentran en zonas templadas principalmente en
invernaderos (Karssen et al., 2013; Ravichandra, 2014).

La especie M. javanica es una de las especies mds comunes y ampliamente distribuidas,
induce a la formacion de agallas grandes y se encuentra en varios cultivos de plantas mono y
dicotileddneas. Se encuentra mas frecuentemente en regiones céalidas y secas (Hunt & Handoo,
2009; Ravichandra, 2014).

2.2.7 Métodos de extraccion de nematodos

Para aislar los nematodos de la muestra en la que se encuentran y analizarlos, existen métodos
de extraccion, que constan de una serie de procesos, basados en algunas propiedades como peso y
tasa de asentamiento, tamafio y forma y movilidad de los nematodos. El peso y tasa de
asentamiento permite que en fluidos como el agua los nematodos se separen y decanten mas
rapido que las particulas del sustrato. El tamafio y la forma mediante el uso de tamices permiten
separar nematodos de otras particulas e incluso entre diferentes géneros. La movilidad de los
nematodos, los separa de otras particulas cuando la muestra se dispone en papel filtro en bandejas
y los nematodos se trasladan de la muestra al agua (Van Bezooijen, 2006).

Para la eleccién del método de extraccion a utilizar en un andlisis nematolégico es preciso
saber el tipo de muestra a analizar y si vamos a obtener larvas o quistes, ya que de ello también

depende el método que obtenga mejores resultados. Para la extraccion de nematodos del material
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vegetal se usa el método de la centrifugadora y otros basados en la movilidad, en el caso de

extracciones de suelo y otros sustratos se usan métodos basados en el peso y tasa de asentamiento
(Nijs, 2013).

Uno de los principios més usados y eficientes es la elutriacion, que se usa para la extraccion de
nematodos del suelo u otros tipos de sustratos que puedan ser lavados en una suspension. El
principio empleado en este método es la diferencia en tamafio, forma y velocidad de
sedimentacion entre los nematodos y las particulas del sustrato, ya que una corriente inferior
produce que los nematodos y particulas mas finas floten en la columna de extraccion mientras
que las particulas més pesadas se asientan en la parte inferior de los elutriadores; en el caso de
conjugar la elutriacion con la limpieza de la suspension recogida a través de los filtros, se basa
también en la movilidad de los nematodos (VVan Bezooijen, 2006).

Es necesario seleccionar un método apropiado para cada situacién, tomando en cuenta el tipo
de muestra, factores externos y costos, incluso se puede combinar varios de ellos para obtener
mejores resultados.

2.4  Relacion planta-nematodo
2.4.1 Mecanismo de infeccion

Los nematodos del género Meloidogyne son considerados endoparasitos sedentarios, que
pasan casi todo el ciclo de vida dentro de las raices de las plantas, donde fijan su sitio de
alimentacién y succionan nutrientes del mismo para su desarrollo y reproduccion (Palomares-
Rius, 2009). La interaccion entre estos y la planta es compleja, ya que los nematodos han
desarrollado la capacidad de manipular la genética y el metabolismo de la planta, para generar
estructuras de alimentacién altamente especializadas de las que se benefician para suplir sus

requerimientos nutricionales (Vanholme et al., 2004).
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Los tejidos de las raices alrededor del nematodo y las células gigantes sufren hiperplasia e

hipertrofia, que resulta en la caracteristica agalla de la raiz. Las agallas generalmente se
desarrollan uno o dos dias después de la penetracion del J2 (Jones et al., 2013). El tamafio de la
agalla se relaciona comUnmente con el nimero de nematodos presentes en el tejido, pero también
puede depender de la especie de planta parasitada (Palomares-Rius, 2009). Las agallas
producidas por la mayoria de las especies del género Meloidogyne son similares, pero pueden
variar en tamafio y forma dependiendo de la planta huésped, del nimero juveniles y de la especie,
lo que puede ser Utiles para su identificacion (Karssen et al., 2013).

Los nematodos al interior de la raiz migran intercelularmente separando las células de la
lamina media, establecen su sitio de alimentacion, que consiste en cinco a siete células gigantes
multinucleadas con alta actividad metabdlica. Las células luego de pasar por varios ciclos de
mitosis son citocinesis llegan a ser multinucleadas y genéticamente se expresan de manera
diferente a comparacioén de las células normales (Vanholme et al., 2004).

Las secreciones del nematodo son las que ocasionan la alteracion celular en la planta. Estas
secreciones son alrededor de 60 proteinas que aun no han sido estudiadas en su totalidad, pero las
que si han sido englobadas en dos grupos, las proteinas modificadoras de la pared celular de
plantas y unos posibles genes de parasitismo. Las proteinas modificadoras de pared celular son
celulasas, pectoliasas, quitinasas, proteinas de union a celulosa, entre otras y los genes de
parasitismo son algunas proteinas como calreticulina, proteinas tipo alergénicas del veneno y

RanBPM, entre otros (Palomares-Rius, 2009).
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Figura 3 Células gigantes multinucleadas,

N hembra en su sitio de alimentacion
Fuente: Palomares-Rius, 2009.

2.3  Resistenciay tolerancia
La resistencia y la tolerancia son caracteristicas independientes en una planta, que se deben

comparar bajo las mismas condiciones y con la misma cantidad de in6culo (Trudgill, 1991).

2.3.1 Resistencia

La resistencia es la capacidad que tienen los genes del hospedero para restringir o prevenir la
multiplicacién del nematodo en dicha especie, generalmente lo afectan después de la invasion
(Trudgill & Blok, 2001). Existen mecanismos involucrados en la resistencia, algunos de los
cuales no han sido bien descritos todavia, sin embargo se sefiala que hay mecanismos activos y
pasivos de defensa (Zarate, 2008)

Los mecanismos de defensa pasivos son las toxinas o extractos de la planta que rechazan la
actividad del nematodo (Palomares-Rius, 2009). Las plantas hospederas suelen producir
principios activos y metabolitos secundarios como alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides,
que actlan como repelentes, paralizantes e incluso pueden causar la muerte de los nematodos
(Gelpud et al., 2011).

El rol que cumplen las fitohormonas en la formacion de células gigantes y el mecanismo de

resistencia todavia no ha sido bien descrito; sin embargo se piensa que intervienen en el ciclo
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celular y los cambios de la pared vegetal (Palomares-Rius, 2009). Hay algunos reguladores de

crecimiento que han sido identificados en elevadas concentraciones después que Meloidogyne
spp. ha infectado la raiz, como las auxinas y citoquininas, ademas del etileno, cuya aplicacién
puede volver a las plantas susceptibles (Karssen et al., 2013). También se ha descubierto el rol
importante del acido salicilico (AS) que acta como disparador de sefiales de alerta de las células
vegetales (Gelpud et al., 2011; Wuyts, 2006).

Los mecanismos de defensa activos estan relacionados con la expresion génica, que consiste
en la activacion de los genes de resistencia. En el caso de Meloidogyne spp. se han identificado
varios genes de defensa como son Mi-1, Mi-3 y Mi-9 en tomate, entre otros (Trudgill & Blok,
2001; Zarate, 2008). Estos mecanismos de defensa incluyen aspectos morfoldgicos de la planta
como paredes celulares con altos niveles de lignina, que resisten las enzimas hidroliticas
secretadas por los nematodos en el momento de la infeccion; e involucran también la necrosis de
los tejidos alrededor del nematodo o su sitio de alimentacion para evitar su desarrollo (Wuyts,
2006; Gelpud et al., 2011).

La mayoria de los genes de resistencia R son dominantes como lo son los genes de virulencia
de los patogenos Avr. El gen Mi-1 del tomate que confiere resistencia contra el nematodo del
nudo de la raiz ha sido explotado y ampliamente estudiado para otros hospederos como tomate de
mesa (Lycopersicum esculentum Mill.) y pimiento (Capsicum annuum) (Ravichandra, 2014).

La resistencia a los nematodos fitoparasitos como Meloidogyne spp. puede darse en diferentes
circunstancias. Existe la llamada resistencia preinfecciosa que ocurre antes de que el nematodo
ingrese a la planta y esta relacionada con los exudados que pueden producir las plantas que
actian como nematicidas 0 a su vez no segregar compuestos que funcionan como atrayentes para

que los nematodos encuentren la raiz y la infecten. También esta relacionada con la especificidad
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huésped-patégeno, es decir hay plantas que no son compatibles con los nematodos por lo tanto

estos no pueden establecerse (Palomares-Rius, 2009).

Un segundo nivel de resistencia sucede cuando los nematodos ingresan a la planta y se
establece la inmunidad propia del huésped, pero suele ser efectiva solamente con poblaciones
particulares y no con todas las especies de un mismo género, la resistencia puede ser amplia u
horizontal, que se da con varias especies de nematodos o la resistencia vertical contra nematodos
especificos (Tomezak, Koropacka, Smant, Goverse, & Bakker, 2009).

Los mecanismos de resistencia dificultan el proceso de infeccion en estados de penetracion,
desarrollo y reproduccién, lo que impide el acoplamiento a las células radicales y el
establecimiento de los sitios de alimentacion, y a su vez disminuye drasticamente la tasa de
reproduccion del nematodo (Gelpud et al., 2011).

2.3.2 Tolerancia

La tolerancia estd relacionada con la capacidad que posee el genotipo del hospedero para
recuperarse o resistir los efectos nocivos del ataque del nematodo y producir a pesar de ello; para
poder evaluar la tolerancia de los cultivares se consideran dos factores que son el crecimiento y el
rendimiento, estudiados en entornos similares y que se identifica comparando plantas inoculadas
con el nematodo y plantas sanas (Trudgill, 1991). La tolerancia es importante sobre todo en
plantas silvestres y variedades locales, pero para que sea deseable se la debe asociar con otros
caracteres, especificamente productivos, y que este atributo no se pierda durante la reproduccion
del cultivo (Davis & May, 2003).

Aunque la resistencia y tolerancia son propiedades independientes, los diferentes niveles de
tolerancia pueden afectar la reproduccion del nematodo e influir en que una planta sea resistente

o susceptible, dependiendo de la densidad poblacional a la que esté expuesta la planta (Trudgill &
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Blok, 2001). Ademas, en el trabajo de fitomejoramiento para combatir al nematodo formador del

nudo de la raiz, lo que se busca en el material vegetal es que ambas propiedades estén asociadas.
La tolerancia es un atributo importante sobre todo en localidades donde no se disponen cultivares

resistentes (Vanholme et al., 2004).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.4 Ubicacion
3.4.1 Ubicacion politica

La evaluacion de la resistencia/tolerancia a Meloidogyne sp. de 10 lineas promisorias de
naranjilla se realizd en la Estacion Experimental Santa Catalina del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (EESC-INIAP) ubicada en la parroquia Cutuglagua, cantén Mejia,
provincia Pichincha — Ecuador. El ensayo se establecié en los invernaderos y laboratorios del
Departamento Nacional de Proteccion Vegetal.
3.4.2 Ubicacion geografica

La Estacion Experimental Santa Catalina — INIAP se encuentra ubicada en 00° 22'S y 78°

3370, a una altitud de 3058 m.s.n.m. (Figura 4).

Figura 4 Ubicacion geogréafica de la Estacion Experimental Santa

Catalina-INIAP
Fuente: Google, 2019.
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3.4.3 Ubicacion ecoldgica

La Estacion Experimental Santa Catalina — INIAP esta ubicada en la region himeda
temperada y tiene las siguientes caracteristicas mencionadas en la tabla 1.
Tabla 1

Ubicacion ecoldgica de la Estacion Experimental
Santa Catalina—INIAP

Caracteristica

Temperatura media 15,3°C
Precipitacion 1400 mm/afio
Humedad relativa 79%

Fuente: INAMHI, 2015.

Este estudio se realizd en invernadero bajo condiciones ambientales controladas.
3.5 Materiales
3.5.1 Insumos

Para la realizacién de la actividad se utilizaron los siguientes insumos: semillas de naranjilla,
bandejas de germinacién, fundas, sustrato autoclavado (75% tierra, 25% cascarilla), libreta de
campo, agroquimicos, agua destilada, agua, raices de tomate de mesa infectadas con Meloidogyne
sp., tamices (25, 43, 75 y 100 um), cajas Petri, placas portaobjetos, cubreobjetos, equipo de
diseccion, pafiuelos desechables, regla, micropipetas, punta de micropipetas, tubos Eppendorf,
campana de alcohol, campana de silica gel, siracusas, tubos de centrifuga.
3.5.2 Equipos

Se usaron los siguientes equipos en esta investigacion: camara fotografica, computadora,
licuadora, termometros, elutriador de Oostembrick, bandejas de incubacion, microscopio éptico,
estereoscopio, estufa, balanza, bomba de pecera, bafio maria, medidor de clorofila CCM-200 plus

de Opti.Sciences.
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3.5.3 Reactivos

Los reactivos que se emplearon en el estudio fueron: alcohol potable, alcohol antiséptico,
solucion de hipoclorito de sodio 0,5%, formaldehido, &cido acético, etanol, glicerina, 2,3,5 —
trifenil cloruro de tetrazolio, agua destilada.

3.5.4 Programas informaticos

Se utilizaron los siguientes programas informéaticos en la presente investigacion: RStudio
(version 1.1.463, RStudio Team, 2016), Axiovision Release 4.8 (version 4.8.2.2, Carl Zeiss,
2010).

3.6  Metodologia

En el presente estudio se evalud la resistencia/tolerancia a Meloidogyne sp. de 10 lineas

promisorias de naranjilla, mediante la siguiente metodologia:
3.6.1 Establecimiento del ensayo en invernadero
a) Pruebas de calidad y viabilidad de semillas de naranjilla

Se realizo el ensayo de tetrazolio en las semillas de cada linea promisoria de naranjilla con el
fin de evaluar la calidad y el porcentaje de viabilidad de las semillas. Se prepar6 la solucién de
tetrazolio a una concentracion del 1%, que se obtuvo diluyendo 10 gramos de 2,3,5 — trifenil
cloruro de tetrazolio en 1 litro de agua destilada. Previamente se dejaron remojar en agua 20
semillas de cada linea durante 24 horas. Después se realiz6 un corte longitudinal a cada semilla
de cada linea promisoria y se colocé en la solucion de tetrazolio durante una hora dentro de la
estufa a 45°C. Posteriormente se dispusieron las semillas en una caja debidamente etiquetada y

numerada para el analisis y se contd las semillas viables (Figura 5).
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Figura 5 a) Disposicién de las semillas en caja b) Tincion del endospermo
b) Germinacidn de las semillas de las lineas promisorias de naranjilla
Se seleccionaron entre 100 semillas por cada linea promisoria de naranjilla y los controles, se
limpiod cualquier residuo de las mismas, se remojaron por 24 horas en una solucién de agua y
peroxido de hidrogeno (3:1). Se colocaron en cajas Petri con papel toalla humedo y se
dispusieron en la estufa a una temperatura de 40°C. Se contabilizaron y se registraron en el
tiempo las semillas germinadas para obtener el porcentaje de germinacion de cada linea (Figura

6).

Figura 6 Germinacion de las semillas
de naranjilla
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c) Establecimiento de las lineas promisorias de naranjilla

Se dispusieron las semillas germinadas en bandejas de germinacion, se colocaron auxinas,
hasta que desarrollaron hojas verdaderas y posteriormente se colocaron estas plantulas en fundas
plasticas de 1,5 Kg de capacidad, con suelo y cascarilla autoclavados en proporcion 3:1. Se
realizaron los cuidados agronémicos necesarios, riego 3 veces a la semana, fertilizacion con
foliares (Menorel inicio) y 10-30-10, control de mosca blanca con Evisect. Igualmente se realizo
el control de la temperatura hasta el momento de la evaluacion de las variables.

3.3.2 Extraccion de Meloidogyne sp.

La poblacion de nematodos se obtuvo a partir de raices infestadas de tomate rifién y que han
sido mantenidas en el invernadero del Departamento Nacional de Proteccion Vegetal de la
Estacion Experimental Santa Catalina- INIAP desde el 2014. Esta poblacion es proveniente del
sector de Tandapi, canton Mejia, provincia Pichincha.

Se realizo la extraccion de nematodos desde raiz mediante el método de Hussey & Barker
(1973) para lo cual se tom6 muestras de tomate de mesa, en los cuales se habia multiplicado el
nematodo. Se removié la tierra presente en las raices mediante agitacion y lavados con agua.
Después, se licuo las raices con agallas y huevos con una solucién de hipoclorito de sodio al
0,5% por 10 segundos. Posteriormente se paso el contenido por un tamiz de 75 um de apertura
seguido por un tamiz de 25 pum, despues se lavé con abundante agua y por Gltimo se recogio los

nematodos en un recipiente metalico con agua destilada (Figura 7).
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Figura 7 a) Raices cortadas b) Tamizado de las raices licuadas
3.3.3 Identificacion morfométrica de Meloidogyne sp.

La identificacion morfométrica se realizé mediante observaciones y mediciones de nematodos
aislados. Se tomaron 25 individuos juveniles y se fijaron mediante la metodologia de Seinhorst
(1966). Se depositaron los nematodos en recipientes concavos de vidrio con una minima
cantidad de agua y se colocé el fijador caliente formaldehido: &cido acético 4:1 durante 24 horas.
Posteriormente se afiadid la solucion | (20% etanol, 1%glicerina y 79% de agua) en los
recipientes con nematodos y se coloc6 en un desecador con alcohol 97% durante 24 horas en la
estufa a 40°C. Luego se reemplazd el liquido por la solucion 11 (93% etanol y 7% de glicerina) y
se coloco el recipiente en un desecador con silicagel en la estufa a 40°C. Cada 15 minutos era
rellenado el recipiente con la misma solucién, pues de esta se evapora el alcohol hasta quedar
completamente la glicerina. Se dispuso los nematodos en placas portaobjetos con una gota de
glicerina, se colocé el cubreobjetos y se sell6 con esmalte. Finalmente se observaron las placas en
el microscopio.

La confirmacion morfoldgica se realizO mediante morfometria en microscopio éptico
Axioskope. Los caracteres morfométricos se procesaron en el programa Axiovision Release 4.8

(Carl Zeiss, 2010) que se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2
Variables morfométricas que se realizaron para la identificacidn de especies
de Meloidogyne

Caracter morfométrico Estado de desarrollo
Machos Juveniles Hembras
N 25 25 25
Largo del cuerpo (L) X X
Ancho del cuerpo (W) X X
a (L/W) X X
Largo del estilete X X
Distancia del estilete al bulbo X X
medio
Distancia del estilete al anillo X X
nervioso
Distancia del estilete al poro X X
excretor
Patron perineal X
Largo de lacola (TL) X X
Ancho de cola X X
C (L/TL) X X
Largo de la cola hialina X
h% (h/TL x 100) X
Espicula X
Gobernéculo X
Distancia bulbo medio a poro X X
excretor
C’(TL/ancho cola) X X

Fuente: Modificado de Hunt, D. & Handoo, Z., 2009.

Ademas se tomaron 25 hembras adultas de las agallas de raices parasitadas y se realizaron
cortes de la region perineal mediante la metodologia propuesta por Van Bezooijen (2006). Se
colocé la hembra en una placa portaobjetos con una gota de lactofenol, después se corté la regién
cervical de la hembra, luego se presion6 el cuerpo para sacar todo el contenido interno y se
realizd varios cortes hasta obtener un cuadrado que contiene el ano y vulva. Posteriormente se
sellaron las placas con cubreobjetos y esmalte. Luego se observaron los patrones perineales en un

microscopio optico y se compararon con la bases de datos internacionales (Figura 8).
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Figura 8 Toma de medidas morfométricas de Meloidogyne
sp. con el programa Axiovision Release 4.8

3.3.4 Inoculacion de Meloidogyne sp.

Se aford el contenido a un volumen de un litro (suspension inicial) y se homogenizé la
suspension con una bomba de pecera. Luego, se tomo una alicuota de 3 ml, después se deposito
en cajas contadoras y se contabilizé los nematodos que se encontraron en este volumen. Se tomd
el promedio de 20 alicuotas para determinar la cantidad de nematodos presentes en la suspension
inicial (Ravichandra, 2010). Después, se ajustd la suspension inicial a 5000 huevos y larvas en 3
ml de agua.

El cultivo tenia tres meses de edad al momento de la inoculacién. Se realiz6 tres agujeros
cercanos a la zona radicular de las plantas (5 mm de didametro de tallo) y se colocé un mililitro del

inoculo en cada agujero. Las plantas que sirvieron como control de cada linea promisoria no se



31
inocularon con el nematodo. Se realizaron 5 repeticiones para cada linea promisoria y se mantuvo

el cultivo por 10 semanas hasta el momento de la evaluacion de las variables (Figura 9).

J' . - 4 2
Figura 9 Inoculacion a las plantas de
naranjilla con Meloidogyne sp.

3.3.5 Cosechay evaluacion de variables

Una vez transcurridas las 10 semanas desde la inoculacion, se realizaron las mediciones de las
variables propuestas tanto para resistencia como para tolerancia.
3.3.6 Disefio experimental
3.3.6.1 Tipo de disefio

Para el estudio se utilizd un disefio completamente al azar (DCA), donde se prob6 10
tratamientos y 2 controles (uno resistente y uno susceptible) con 5 repeticiones, también cada
tratamiento tuvo su control sin el efecto de la inoculacion.
3.3.6.2 Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron 10 lineas promisorias y 2 controles (uno resistente y uno

susceptible) de naranjilla sometidos al efecto de la inoculacién (5000 huevos y larvas por planta).
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Tabla 3
Tratamientos para la evaluacion de lineas promisorias de naranjilla al parasitismo de
Meloidogyne sp.

Tratamiento Cadigo Descripcion
T, S. quitoense var. Tandapi S. quitoense variedad Tandapi
T, S. quitoense x JBF1 S. quitoense var. Tandapi x JBF1
T3 (S. vestisimun x S. quitoense) x S. (S. vestisimun x S.quitoense) x S. quitoense
quitoense (S.quitoense x S. vestisimun)
T, (16)16 S. quitoense var. Tandapi x (16)16
Ts S. quitoense x (16)16 S. hyporodium x S. quitoense var. Baeza
Ts C2-67 B2B3R3 S. hyporodium x S. quitoense var. Baeza
T, C2-67 B1B5 S. quitoense var. Dulce x S. vestisimun
Tg 19(69)
Ty C4-13B2C2R2 S. quitoense var. Baeza x S. vestisimun x
Tio 314 X 100N S.quitoense
Control S. pseudolulo S. pseudolulo
(Resistente)
Control S. quitoense var. Baeza S. quitoense var. Baeza
(Susceptible)
3.3.6.3 Repeticiones

Se realizaron 5 repeticiones para cada tratamiento y control.
3.3.6.4 Caracteristicas de las Unidades experimentales

Se utilizaron 120 unidades experimentales, siendo estas las plantas de naranjilla de cada linea
promisoria y control, dispuestas en fundas negras con 1,5 kg de sustrato.
3.3.6.5 Croquis del experimento

La disposicion del experimento en el invernadero se presenta en la figura 10.
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Figura 10 Croquis experimental
3.3.7 Analisis estadistico
3.3.7.1 Modelo matematico
Para el disefio completamente al azar DCA con 5 repeticiones se utilizo el siguiente modelo
matematico:
Yij = u+L; +e; donde:
Y;j = Variable de respuesta
u = Media general
L; = Efecto del i-ésima linea promisoria de naranjilla
e;j = Error experimental
3.3.7.2 Analisis funcional
Se utilizo el programa informatico RStudio (RStudio Team, 2016) para obtener ANOVAS 0

pruebas no paramétricos en caso de no cumplir con los supuestos de homocedasticidad y
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normalidad. Se aplico la prueba de Diferencia Minima Significativa al 5% para contraste de

medias para tratamientos con significancia estadistica. Ademds, se realizd un analisis de
correlacion entre el nimero de agallas, el nimero de masa de huevos y el incremento poblacional,
con el porcentaje de reduccion en peso y largo del brote, niUmero de agallas y el porcentaje de
reduccion de peso y largo de la raiz y nimero de agallas y reduccion de clorofila; y una
comparacion de medias entre las lineas inoculadas y no inoculadas mediante una prueba t al 95%
de confianza.

3.3.8 \Variables medidas

3.3.8.1 Evaluacion de la resistencia a Meloidogyne sp.

La evaluacion de resistencia a Meloidogyne sp. se determind mediante las variables descritas
por Taylor & Sasser (1978) citadas por Costa, Correia, Garcia, & Wilcken (2017) y Karuri,
Olago, Neilson, Mararo, & Villinger (2017), que se describen a continuacion:

a) Numero de agallas

Se contd el numero de agallas presentes en el sistema radicular de cada planta extrayéndola de
cada maceta y cuantificando la presencia de ellas. Luego se determing el indice de agallamiento y
el grado de resistencia de acuerdo a la escala de indice de agallamiento de Taylor & Sasser
(1978) modificada por Mukhtar et al. (2013), como se observa en la tabla 4.

Tabla 4

Indice de agallamiento para determinar la severidad causada por
Meloidogyne sp. en raices

Numero de indice de . ,

. Escala de resistencia
agallas agallamiento
Sin agallas 0 Inmune (1)
1-2 1 Altamente resistente (HR)
3-10 2 Resistente (R)
11-30 3 Moderadamente resistente (MR)
31-70 4 Moderadamente susceptible (MS)
71-100 5 Susceptible (S)
Mayor a 100 6 Altamente susceptible (HS)

Fuente: Mukhtar et. al., 2013.
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b) Numero de masa de huevos

Se contd el numero de masa de huevos presentes en las raices de las plantas usando una
solucion de floxina B al 0,15%. Se sumergié completamente la raiz en la floxina durante 15
minutos, se lavd y se sumergi6 en agua durante 10 minutos. Se lavé nuevamente y se observo

bajo el estereoscopio, contabilizando las hembras tefiidas de rosa fuerte (Figura 11).

N

4

b

\ A

Figura 11 Hembras tefiidas con floxina B

c) Factor reproductivo

La cantidad final de nematodos pertenecientes a Meloidogyne sp. se obtuvo mediante el total
de individuos presentes en la raiz y en el suelo. Se cuantific6 la cantidad de huevos y larvas del
nematodo presentes en la raiz de naranjilla, mediante la metodologia de Hussey & Barker (1973)
descrita en el apartado 3.3.2.

Para determinar la presencia de nematodos en el suelo, se utilizé la metodologia del elutriador
de Oostenbrick (Van Bezooijen, 2006). Se tom6 una muestra de 100 ml de suelo y se coloc6 en el
tamiz superior del aparato. Se tapd tanto la salida frontal como la inferior y se llend con agua
hasta el primer nivel. Luego, se abrio el flujo inferior de agua a un caudal de 1000 ml/min y se
lavé la muestra con la ducha superior hasta que el agua alcanz6 el segundo nivel. Se cerr6 la

ducha y se redujo el flujo inferior a 600 ml/min hasta llenar el recipiente. Se abri6 la salida
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frontal del elutriador y se recolecto la suspension en tres tamices de 45 pum. Posteriormente se

depositd este contenido en un recipiente y se dejo reposar la suspension por cinco minutos. Se
colocd un pafiuelo de papel en un tamiz de extraccion y se transfiri6 toda la suspension.
Finalmente se coloco el tamiz en un plato de extraccion con 100 ml de agua durante 48 horas y se

contabilizo los nematodos presentes en la muestra (Figura 12).
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Figura 12 Elutriador de
Oostenbrink

La poblacion final (Pf) es la suma entre el nimero de huevos y los juveniles que se
encontraron en el suelo y las raices de la planta a las 10 semanas de la inoculacion. El factor
reproductivo se midié mediante la razén entre Pf y poblacion inicial (Pi), la cual fue de 5000

larvas y huevos en cada planta.

Pf
==
Pi
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Donde: I = Incremento de la poblacién

Pf = Poblacion final del nematodo
Pi= Poblacion inicial del nematodo (5000 huevos y larvas/planta)

Se define a una planta resistente al nematodo cuando I<1 y una planta susceptible cuando 1>1.
3.3.8.2 Evaluacion de la tolerancia a Meloidogyne sp.

Para esta evaluacion se tomaron en cuenta algunos parametros de crecimiento de la planta
segun las siguientes variables de acuerdo a lo reportado por Kayani, Mukhtar, & Hussain (2012),
Mukhtar et al. (2013) y Pujota (2005). Para estimar tolerancia del material vegetal, se determind
la diferencia estadistica significativa entre las plantas inoculadas y no inoculadas de cada linea
promisoria mediante la prueba t de student al 95% de confianza.

a) Incremento de peso de la raiz

Se tomo el peso fresco de las raices de las plantas del ensayo a las 10 semanas desde la

inoculacion, luego se relacioné el peso de las raices de cada planta inoculada con el peso de las

raices de las plantas no inoculadas y se expresé en porcentaje.
Pri
% reducciéon = (— — 1) x 100
Prn
Donde:
Pri = Peso de raiz inoculada
Prn= Peso de raiz no inoculada
b) Incremento del largo de la raiz
Se tom¢ el largo de las raices de las plantas del ensayo a las 10 semanas desde la inoculacion,

posteriormente se relaciond el largo de las raices de cada planta inoculada con el largo de las

raices de las plantas no inoculadas y se expreso en porcentaje.
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., Lri
% reduccién = (m - 1) x 100

Donde:

Lri = largo de raiz inoculada

Lrn= largo de raiz no inoculada
C) Incremento en largo y peso del tallo

Se tomo el peso y largo del tallo de las plantas del ensayo a las 10 semanas de la inoculacién,
después se relaciond el peso/largo de los tallos de cada planta inoculada con el peso/largo de los

tallos de las plantas no inoculadas y se expreso en porcentaje.
B Pti
% reduccion peso tallo = (— — 1) x 100
Ptn

Donde:
Pti = Peso del tallo inoculado

Ptn= Peso del tallo no inoculado

Lti
% reduccién longitud tallo = (1 — E) x 100

Donde:

Lti = longitud del tallo inoculado

Ltn= longitud del tallo no inoculado
d) Incremento del contenido de clorofila de las hojas

Se realizaron tres mediciones de la hoja mas larga de cada planta a dos tercios de distancia
desde la punta de la hoja al tallo con un medidor de clorofila. Se tom6 el promedio que representa

el CCH de cada planta. Luego se relaciond el indice de clorofila de las plantas inoculadas con el
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indice de clorofila de las plantas sin inocular y se expresé en porcentaje mediante la siguiente

férmula:

% reduccion del contenido de clorofila = (1 -

Donde:

CCHI = contenido de clorofila en hojas de plantas inoculadas

CCHN-= contenido de clorofila en hojas de plantas no inoculadas
3.3.9 Seleccion de materiales resistentes/tolerantes

Se selecciond los materiales estudiados a partir de la evaluacién de la interaccion de los
parametros de resistencia (Incremento poblacional) y tolerancia (Incremento de peso y largo de
raiz y tallo e indice de clorofila). Esta seleccion se realizd mediante los criterios de Cook (1974)

citados por Revelo et al. (2009) que se visualizan en la tabla 5.

Tabla 5

Reaccion de las plantas al efecto de Meloidogyne spp.

Eficiencia del hospedero Dafio del nematodo a la planta

para la reproduccion del Estadisticamente Estadisticamente no
nematodo significativo (p<0,05) significativo (p>0,05)
Eficiente (Pf/Pi > 1) Susceptible no tolerante Susceptible tolerante
No eficiente (Pf/Pi <1) Resistente no tolerante Resistente tolerante

Fuente: Revelo et al., 2009.

Cada reaccion se describe de la siguiente manera:

Las plantas que tengan una reaccién resistente tolerante presentan escasa reproduccion del
nematodo (Incremento<1) y tolerancia igual o mayor al testigo.

Las plantas que tengan una reaccion resistente no tolerante presentan escasa reproduccion del
nematodo (Incremento<1) y tolerancia menor al testigo

Las plantas que tengan una reaccion susceptible tolerante presentan alta reproduccion del

nematodo (Incremento>1) y tolerancia igual o mayor al testigo.
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Las plantas que tengan una reaccion susceptible no tolerante presentan alta reproduccion del

nematodo (Incremento>1) y tolerancia menor al testigo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se encontraron cinco lineas promisorias de naranjilla con
resistencia y tolerancia al parasitismo de Meloidogyne hapla. Estas lineas fueron (S. vestisimun x
S. quitoense) x S. quitoense, S. quitoense x (16)16, C2-67 B2B3R3, C2-67 B1B5, 314 x 100 N y
S. pseudolulo, de acuerdo a las variables empleadas: indice de agallamiento, incremento
poblacional, masa de huevos, largo y peso de tallo y raiz e indice de clorofila.

4.1 Evaluacion de la calidad de la semilla

En la investigacion se planted evaluar 10 lineas promisorias de naranjilla y 2 controles para
determinar la resistencia/ tolerancia de las mismas. Para establecer el estado y calidad de las
lineas se realizaron pruebas de viabilidad de semilla mediante el uso de tetrazolio.

Los resultados de esta prueba se observan en la tabla 6, donde se indica el bajo porcentaje de
viabilidad que obtuvieron las lineas promisorias de naranjilla, por lo que ciertas lineas no llegaron
a germinar y/o a desarrollarse. Las lineas Naranjilla comun Tandapi (S. quitoense), S. quitoense X
JBF1, (16)16, 19(69), C4-13 B2C2R2 y el control Naranjilla comin Baeza no se establecieron en
el ensayo, ya que obtuvieron bajos valores de viabilidad de la semilla y porcentaje de

germinacion.
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Tabla 6
Prueba de viabilidad y germinacion de las semillas de las lineas
promisorias de naranjilla

Linea Viabilidad Germinacion
(%) (%)
S. quitoense Tandapi 10 6
S. quitoense x JBF1 0 3
(S. wvestisimun x S. quitoense) x S. 40 80
quitoense 10 5
(16)16 45 92
S. quitoense x (16)16 10 70
C2-67 B2B3R3 20 96
C2-67 B1B5 0 0
19(69) 10 20
C4-13 B2C2R2 35 70
314 X 100N 15 98
S. pseudolulo - 0

S. quitoense Baeza

Ruiz (2009) sefiala que la reaccion oxido reduccién de los tejidos vivos reduce el tetrazolio a
un compuesto llamado formazan que tifie las células vivas de color rojo, en base a un patron de
tincion del embrion y la intensidad de la coloracion se puede determinar la viabilidad de la
semilla. Las semillas de las lineas propuestas en esta investigacion tenian en su mayoria tinciones
tenues del embridn y no se tifieron partes esenciales como la radicula, que son las que le
confieren el poder germinativo a la semilla (Figura 13). Todo esto explica porque ciertas lineas
presentaron dificultades para establecerse y otras no se establecieron.

Por lo tanto, durante esta investigacion se estudiaron 5 lineas promisorias (S. vestisimun x S.
quitoense) x S. quitoense, S. quitoense x (16)16, C2-67 B2B3R3, C2-67 B2B5 Y 314 x 100 N y
un control resistente S. pseudolulo. Por cada linea y el control se seleccionaron 10 plantas, de las
cuales cinco se inocularon y cinco se dejaron sin inocular. En total se evaluaron 60 plantas dentro

de la investigacion.



S. quitoense Tandapi 19(69)

C4-13 B2C2R2

C2-67 BZB3R3

S. hirtum 83

314 x 100N

(S. vestisimun X S. quitoense) x S.

witoense

. quitoense x (16)16

C2-67 B1BS

S T
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Figura 13 Viabilidad de semillas de las lineas promisorias de naranjilla

A) semillas no viables B) semillas medianamente viables C) semillas viables

4.2 ldentificacion morfométrica de Meloidogyne sp.
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Las mediciones morfométricas de 25 larvas juveniles J, y 25 machos se observan en la tabla 7.

Las medidas mas relevantes para los J, fueron largo del cuerpo (340,52+5,11 pum), ancho del

cuerpo (13,85+0,22 um), estilete (12,96£0,23 um), largo de cola (46,44+1,58 um), cola hialina

(13,41£0,38 pum). En el caso de los machos las medidas fueron largo del cuerpo (1265,20+25,87

um), ancho del cuerpo (36,38+0,75 pm), estilete (20,83+0,20 um), espicula (27,00£0,88 pum) y

gobernaculo (14,59+0,44 um).



Tabla7

Medidas morfométricas del segundo estado juvenil (J2) y del adulto macho de

Meloidogyne sp.

Caracter morfométrico Machos (um) J, (um)
Largo del cuerpo (L) 1265,20+25,87 340,5245,11
(1011,07-1439,74) (309,65-408,75)
Ancho del cuerpo (W) 36,38+0,75 13,85+0,22
(30,21-44,42) (11,95-16,06)
Largo del estilete 20,83+0,20 12,96+0,23
(19,09-22,46) (9,60-14,22)
Distancia del estilete al bulbo medio 83,48+1,25 53,16+0,72
(70,50-93,47) (46,22-63,06)
Distancia del estilete al anillo nervioso 93,88+1,35 61,52+0,73
(79,27-105,20) (56,84-74,35)
Distancia del estilete al poro excretor 97,87+1,31 65,65+0,84
(85,05-109,10) (60,35-79,42)
Largo de lacola (TL) 9,99+0,32 46,44+1,58
(6,71-14,26) (31,10-63,59)
Ancho de la cola 16,46+0,53 9,62+0,29
(12,51-24,26) (7,14-12,24)
Largo de la cola hialina (h) - 13,41+0,38

Espicula

Gobernaculo

a (L/W)

H% (h/TL x 100)

Distancia bulbo medio a poro excretor
C (L/TL)

C’” (TL/ancho de cola)

27,0040,88
(17,27-32,35)
14,59+0,44
(9,65-19,30)
34,99+0,83
(28,98-44,98)

14,3920,21
(13,07-18,42)
129,8245,03
(93,23-186,66)
0,6120,02
(0,42-0,78)

(10,05-17,25)

24,73+0,53
(20,11-30,76)
29,56+1,22
(19,67-45,98)
12,49+0,47
(8,64-17,27)
7,53+0,27
(5,14-11,11)
4,85+0,12
(4,12-6,25)
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Las medidas obtenidas de los J, (n=25) y los machos (n=25) en esta investigacion estan dentro

del rango para la especie Meloidogyne hapla. Estos resultados coinciden con los reportados por

Ravichandra (2014), Karssen et al. (2013) y Hunt & Handoo (2009) para los paramétros

morfométricos mas relevantes de los machos como son largo de cuerpo (791-1432 pum), ancho

del cuerpo (33,3-47 um), estilete (17,3-22,7 um), espicula (21,6-28,1 um) y gobernaculo (7,2-

12,3 um). Solano-Gonzalez et al. (2015), Ravichandra (2014) y Hunt & Handoo (2009) reportan

las siguientes medidas para J;, largo del cuerpo (312-420 um), ancho del cuerpo (14-15 um),
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estilete (10-14 um), largo de cola (48,2-69,8 um), cola hialina (11,7-18,9 um). Algunos de los

caracteres morfométricos pueden no ajustarse a los rangos reportados en otros estudios ya que los
nematodos se encuentran en condiciones ambientales diferentes que influyen en el desarrollo y
por lo tanto en la morfologia del nematodo (Peraza-Padilla et al., 2013).

Ademaés se cotejaron las partes importantes de los cortes perineales como son el campo lateral,
arco dorsal, estrias, cola terminal, disposicion de ano y vulva. Los patrones perineales de 25
hembras de Meloidogyne sp. presentaron arco dorsal bajo redondeado, cresta lateral ausente,
puntuaciones en el area terminal de la cola y estrias ligeramente onduladas y fina, como se

observa en la figura 14.

Figura 14 Patrén perineal de la especie en estudio A) arco dorsal bajo redondo B) estrias
ligeramente onduladas y finas C) puntuaciones en el &rea terminal D) cresta lateral ausente

Los patrones perineales observados en las hembras del inoculo del ensayo presentaron rasgos
distintivos que coinciden con la especie de Meloidogyne hapla, tal como lo reportan (Vergel et al.

(2000) y (Garcia-Bastidas et al. (2004) en sus estudios.
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En base a todo lo anteriormente descrito, la poblacion utilizada en la presente investigacion

corresponde a la especie Meloidogyne hapla.
4.3 Evaluacion de la resistencia

En la tabla 8 se muestran las variables para evaluar la resistencia de las lineas promisorias de
naranjilla en estudio. Se encontrd que el nimero de agallas (Fs2= 1,935; p= 0,129) y el
incremento poblacional (Fs2,= 1,65: p= 0,189) no presentaron diferencias significativas. Sin
embargo el nimero de masa de huevos (Fs»= 4,45; p= 0,0060) si presentd diferencias
significativas, la linea con menor nimero de masa de huevos fue 314 x 100N (15,25+4,50 masa
de huevos) y la linea con mayor masa de huevos fue S. quitoense x (16)16 (50,80+8,60 masa de
huevos).
Tabla 8
Ndmero de agallas, indice de agallamiento, escala de resistencia, masa de huevos, factor

reproductivo y reaccion de cinco lineas promisorias de naranjilla para la evaluacion de la
resistencia/ tolerancia a Meloidogyne hapla

Fuente Numero de indice de Escala de Masa de huevos Incremento Reaccion
agallas agallamiento  resistencia’ poblacional

Lineas NS ** NS

Inoculadas

Control (R) 14,40+1,63 3 MR 15,20+1,83d 0,354+0,05 Resistente
T10 14,00+5,21 3 MR 15,25+4,50cd 0,399+0,08 Resistente
T3 21,25+5,54 3 MR 21,50+5,33bcd 0,565+0,16 Resistente
T6 24,00+7,12 3 MR 32,40+9,07abc 0,765+0,22 Resistente
T7 31,20+7,25 4 MS 35,60+9,44ab 0,757+0,23 Resistente
T5 32,20+5,14 4 MS 50,80+8,60a 0,721+0,10 Resistente

*Escala de resistencia propuesta por Mukhtar et al., 2013. NS, No significativo, **, significativo a p<0,01. Control
(R) = S. pseudolulo, T10 = 314 x 100N, T3 = (S. vestisimun x S. quitoense) x S. quitoense, T6 = C2-67 B2B3R3, T7
= C2-67 B1B5, T5 = S. quitoense x (16)16. MR: moderadamente resistente, MS: moderadamente susceptible

Como menciona Gelpud et al. (2011) la reaccion del material vegetal al ataque de
Meloidogyne sp. se expresa de manera diferente dependiendo de la interaccion entre el nematodo
y la planta hospedera, en base a las cualidades de cada material. El indice de agallamiento puede

ser una variable optima para la seleccion de materiales resistentes en valoraciones preliminares
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siempre que se apoye con la evaluacion del factor reproductivo y el impacto en las caracteristicas

agrondmicas, como lo aseguran Hussey & Janssen (2004).

Hidalgo (2008), indica que un alto indice de agallamiento no necesariamente implica una alta
poblacion de nematodos en la planta hospedera. En huéspedes resistentes se puede observar las
agallas o sitios de alimentacion pero el nematodo no llega a completar su ciclo, asi lo indican
Karssen y Moens (2013). De igual manera en esta investigacion aunque las lineas evaluadas
presentaron agallas, no tuvieron incrementos poblaciones mayores a 1.

La variable nimero de masa de huevos puede sustentar la variable indice de agallamiento ya
que las agallas muchas veces no contienen a una sola hembra. Pujota (2005) indica que a menudo
se observan abultamientos que solamente contienen larvas J, pero no hembras adultas ni
produccidn de huevos, es decir una deficiente reproduccion del nematodo. Las observaciones del
presente estudio mostraron que las agallas eran pequefias y en su mayoria contenian solo una
hembra pequefia e inmadura.

Muchos investigadores utilizan el indice de agallamiento y el factor reproductivo del
nematodo para evaluar la resistencia de la planta como menciona Revelo et al. (2007), por lo que
es importante haber considerado estas dos variables para determinar la resistencia de las lineas
promisorias de naranjilla evaluadas en esta investigacion.

4.4 Evaluacion de la tolerancia

En la tabla 9, se muestra la comparacion de medias entre largo y peso de tallo, largo y peso de
raiz e indice de clorofila de las plantas inoculadas y no inoculadas de las lineas promisorias de
naranjilla evaluadas. Las lineas fueron tolerantes a Meloidogyne hapla en cada una de las

variables mencionadas.
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Prueba t de student del largo y peso de tallo, largo y peso de raiz e indice de clorofila de cinco lineas promisorias de naranjilla para
la evaluacion de la resistencia/tolerancia a Meloidogyne hapla

Lineas Largo de tallo Peso de tallo Largo de raiz Peso de raiz indice de clorofila

| NI p-valor | NI p-valor | NI p-valor | NI p-valor | NI p-valor
Control (R) 47 633 04726" 1429 7,23  0,0418" 24 2367 090267 11,98 8,63 0,5161" 23,67 20,01 0,2922"
T3 6,25 6,75 079217 12,8 1523 0,6851" 21,25 30,25 0,1396" 10,28 17,3 03567" 29,85 32,1  0,756"
T5 5,2 5 0,8236" 946 5,07 0,334" 20 17,67 0,4426" 5,06 5 0,9866" 29,8 23,35 0,285"
T6 53 45 0,5033" 8,3 7.3 0,8807" 194 175 073777 864 475 05798" 19,73 16,67 0,6726"
T7 64 513 05315" 1146 7,75  0,3573" 248 2375 064397 2254 948 028417 17,46 18,31 0,6946'

I: lineas promisorias de naranjilla inoculadas; NI: lineas promisorias de naranjilla no inoculadas. Control (R) = S. pseudolulo, T3 = (S. vestisimun x S. quitoense)
X S. quitoense, T5 = S. quitoense x (16)16, T6 = C2-67 B2B3R3, T7 = C2-67 B1B5, T10 = 314 x 100N. T: tolerante (p>0,05).
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Las lineas fueron tolerantes al parasitismo de Meloidogyne hapla, ya que no existio diferencia

significativa entre el promedio del largo y peso de tallo de las plantas inoculadas y no inoculadas
mediante la prueba t de Student. Tal como lo mencionan Gelpud et al. (2011), los mecanismos de
resistencia y tolerancia activados por las plantas ante la infeccion del nematodo impiden que este
se desarrolle y reproduzca normalmente al interior de la raiz por lo que la planta seguira su
crecimiento normal y la altura y peso del tallo no se afectaran negativamente. Esto concuerda con
lo reportado por Pujota (2005), quien indica que de la coleccion de Solanaceas evaluadas para
resistencia a este nematodo, los materiales que tuvieron menor afectacion en estas variables
agronomica fueron los resistentes.

Por otro lado, se observa que las lineas fueron tolerantes al parasitismo de Meloidogyne hapla
ya que el promedio del largo y peso de raiz de las plantas inoculadas fue mayor al de las no
inoculadas. Esto concuerda con lo reportado por Chan & Lépez (1992), quienes encontraron que
el largo y peso de raiz de las plantas inoculadas con Meloidogyne spp. incrementa por la
presencia de agallas.

Las lineas fueron tolerantes al parasitismo de Meloidogyne hapla ya que no hubo diferencia
significativa entre el promedio del indice de clorofila de las plantas inoculadas y no inoculadas
mediante la prueba t de Student. Como menciona Pujota (2005), el amarillamiento de las hojas es
uno de los sintomas de una infeccion severa de Meloidogyne, sin embargo este sintoma puede
estar asociado con otros factores ambientales que pueden influir en el contenido de clorofila de
las hojas.

Taylor & Sasser (1983) aseguran que la tolerancia puede influir en un incremento considerable
en el crecimiento de las plantas y/o en la produccion con respecto a las plantas no inoculadas. Sin

embargo, ya que no se pudo evaluar el control susceptible es dificil precisar si la tolerancia se
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debe al genotipo o al manejo del experimento, por ello se deberia evaluar en campo estas lineas

para corroborar estos resultados.
4.5 Analisis de correlacion

Primero el porcentaje de incremento del peso y largo de tallo y raiz y el indice de clorofila fue
calculado luego hacer las respectivas mediciones y comparaciones entre plantas inoculadas y no
inoculadas. La linea (S. vestisimun x S. quitoense) x S. quitoense tuvo porcentajes de reduccion
en todas las variables anteriormente descritas, C2-67 B1B5 tuvo 4,64 % de reduccion de clorofila
y S. pseudolulo 25,75% de reduccién de largo de tallo, esto puede deberse a la segregacion que
todavia mantienen los materiales evaluados. Las demas lineas tuvieron porcentaje de incremento
en las variables respectivas como se observa en la tabla 10.
Tabla 10

Porcentaje de incremento de las variables para la tolerancia a Meloidogyne hapla de las lineas
promisorias de naranjilla

Linea Peso de tallo Largodetallo Pesoderaiz Largoderaiz Clorofila
(%) (%) (%) (%) (%)
(S. - vestisimun x S -15,96 -7,41 -40,58 -29,75 -7,01
quitoense) x S. quitoense
S. quitoense x (16)16 86,59 4,00 1,20 13,19 27,62
C2-67 B2B3R3 13,70 17,78 81,89 10,86 18,36
C2-67 B1B5 47,87 24,76 137,76 4,42 -4,64
S. pseudolulo 97,65 -25,75 38,82 1,39 18,29

Pujota (2005) y Silva (1986) sefialan que el incremento de peso y largo del tallo de las plantas
inoculadas puede deberse a un mayor desarrollo de la raiz. Esto se atribuye a la tolerancia que
presenta un material vegetal y que induce a la formacion de mas raices cuando el nematodo ha
infectado las mismas, lo que aumenta la capacidad de nutricion de la planta.

Esta propiedad se denomina hormoligosis, como menciona Luckey (1968), cantidades
subletales de cualquier agente estresante en un medio subdptimo estimula a la planta a responder

a los cambios en el ambiente que est, al desarrollar mejores sistemas de adaptacion.
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La duracion del ensayo fue de 10 semanas, luego de las cuales se evalud todas las variables

propuestas en esta investigacion. Revelo (1999) aclara que los nematodos fitoparasitos no

producen sintomas en el brote de manera inmediata, por lo tanto coincide con el tiempo de

evaluacion y los resultados obtenidos en cuanto al incremento de peso y largo de raiz y tallo.
Como se observa en la tabla 11, el largo de raiz y el indice de clorofila no se correlacionaron

positivamente con el indice de agallamiento a (r= 0,53; p= 0,0039), (r= 0,38; p= 0,0473) y el

namero de masa de huevos (r= 0,4; p= 0,0336), (r= 0,47; p= 0,0126) a pesar del p valor, debido a

que el indice de correlacion es bajo.

Tabla 11

Coeficientes de correlacion de Pearson para los parametros de reproduccién del nematodo y las

variables agrondmicas en la evaluacion de la resistencia/tolerancia de cinco lineas promisorias
de naranjilla a Meloidogyne hapla

Numero de agallas Masa de huevos Incremento poblacional
Largo de tallo NS NS NS
Peso de tallo NS NS NS
Largo de raiz 0,53** 0,4* NS
Peso de raiz NS NS NS
indice de clorofila 0,38* 0,47* NS

NS: no significante, *, significante a p<0,05, **, significante a p<0,01.

La tolerancia implica un incremento en el crecimiento de la planta, a partir del aumento del
largo de raiz surge el desarrollo de las demas partes de la planta, pues esta permite una mayor
absorcion de nutrientes y agua (Taylor & Sasser, 1983). Por lo tanto no existe afeccion en el
crecimiento aéreo en las plantas evaluadas, sin embargo en variedades susceptibles este efecto
negativo si es evidente como lo menciona Mukhtar et al. (2014).

Los resultados obtenidos por Gelpud et al. (2011) indican que el inoculo del nematodo no tuvo
efecto en la altura de la planta de los genotipos que se seleccionaron en ese estudio como
resistentes, moderadamente resistentes hasta susceptibles, pues solo aquello que eran altamente
susceptibles tenian un impacto negativo. Tales resultados concuerdan con los de esta

investigacion, ya que las lineas fueron resistentes y no hubo una correlacion entre las variables
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agronomicas y los parametros de reproduccion del nematodo, es decir no hubo un efecto del

nematodo en el desarrollo de la planta.

Como menciona Trudgill (1991) la correlacion que puede existir entre el factor reproductivo y
las variables agrondémicas es un claro indicativo de la seleccion para materiales tolerantes y no
tolerantes.

4.6 Seleccion de materiales resistentes/tolerantes a Meloidogyne hapla

En la tabla 12 se muestra la reaccion de las lineas evaluadas segun los criterios de Cook

(1974) citados por Revelo et al. (2009). Las lineas promisorias de naranjilla evaluadas fueron

resistentes tolerantes al igual que el control S. pseudolulo.

Tabla 12

Seleccion de las lineas promisorias de naranjilla segin los criterios de Cook (1974)

Linea Incremento Peso de raiz Reaccion
poblacional Inoculada No inoculada

C2-67 B1B5 0,76 22,54+10,56 9,48+0,72° RT

S. pseudolulo 0,35 11,98+3,19% 8,63+3,20° RT

(S. vestisimun x S. 0,57 10,28+3,93* 17,3045,84° RT

quitoense) x S. quitoense

C2-67 B2B3R3 0,76 8,64+3,82% 4,75+2,95% RT

S. quitoense x (16)16 0,72 5,06+0,68" 5,00+3,12° RT

314 x 100N 0,40 5,00£2,33° - RT

I<1 = Resistente 1>1 = Susceptible; RT: resistente tolerante

Taylor & Sasser (1983) mencionan que las plantas consideradas como resistentes también
pueden ser invadidas por larvas J, del género Meloidogyne, estas larvas tienen destinos diferentes
dependiendo de la interaccién entre el patdégeno y el huésped, que generalmente se basan en la
baja reproduccion que tiene el nematodo al interior de la planta.

Pujota (2005) basada en los criterios de Cook (1974) menciona que la tolerancia debe ser
considerada como carécter genético independiente de la resistencia, ya que una planta puede

tener un incremento poblacional menor a 1 y medidas del crecimiento de la planta iguales o
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mayores a las plantas sin indculo, que demuestra que los genes de resistencia son diferentes que

los que determinan el rendimiento de la planta en la interaccion entre el nematodo y la planta.
Revelo et al. (2009) sefiala dos aspectos importantes, la necesidad de incluir en las
evaluaciones tanto la variable indice de agallamiento como la del factor reproductivo para tener
un panorama completo de la resistencia en los materiales vegetales; e involucrar los pardmetros
de reproduccion del nematodo y el posible efecto que tenga en los pardmetros de crecimiento y
produccidn de la planta. Esto determina la interaccion entre estos dos organismos dados tanto por
la respuesta de la planta como por la respuesta del nematodo. Aspectos que se han tomado en

cuenta y validan la presente investigacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e Se identific6 mediante morfometria, que la poblacion extraida de campos de naranjilla del
sector de Tandapi, canton Mejia, provincia Pichincha en el afio 2014 y conservada en plantas de
tomate de mesa y naranjilla en los invernaderos del Departamento Nacional de Proteccion
Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina-INIAP, utilizada en el inoculo de esta
investigacion, corresponde a la especie Meloidogyne hapla.

e Las lineas promisorias de naranjilla que tuvieron mejores porcentajes de viabilidad y
germinacioén fueron C2-67 B1BS5, (S. vestisimun x S. quitoense) x S. quitoense, C2-67 B2B3R3,
S. quitoense x (16)16 y 314 x 100N, las mismas que fueron resistentes/tolerantes ante la
influencia de Meloidogyne hapla, segun los Criterios de Cook (1974).

e Las lineas promisorias de naranjilla evaluadas en el presente ensayo fueron resistentes en
cuanto al factor reproductivo pues el incremento poblacional de las mismas fue menor a 1.

e Se determind que debido a la tolerancia existidé incremento en el porcentaje de peso y
largo de tallo, peso y largo de raiz e indice de clorofila, excepto en la linea (S. vestisimun x
S.quitoense) x S.quitoense que presento reduccion en los mismos parametros agronoémicos.

e Se determind que debido a la reaccion resistente/tolerante que presentaron las lineas
promisorias de naranjilla evaluadas no existio correlacion entre el nematodo y el peso y largo de

tallo, peso y largo de raiz e indice de clorofila.
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5.2 Recomendaciones

e Realizar estudios de identificacion y caracterizacion de Meloidogyne sp. en las zonas
productoras de naranjilla del pais para conocer las especies que afectan este cultivo.

e Establecer las pruebas de viabilidad y germinacion de las semillas en el protocolo de estas
investigaciones, para conocer la calidad de semillas de los materiales vegetales con los que se
trabaja.

e Evaluar en campo las lineas C2-67 B1B5, (S. vestisimun x S. quitoense) x S. quitoense,
C2-67 B2B3R3, S. quitoense x (16)16 y 314 x 100N y llegar hasta la fase de produccion, para
obtener el rendimiento de ellas y saber si son aptas no solo por sus cualidades de resistencia y

tolerancia si no por sus caracteristicas productivas y calidad de fruto.
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