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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue identificar fuentes de resistencia a factores biéticos en
especies silvestres de tomate mediante marcadores moleculares de ADN (MAS) para su
uso en programas de mejoramiento genético tradicional o mediante seleccion asistida del
INIAF. El experimento se llevo a cabo en invernadero en los predios del Centro Nacional de
Produccion de Semillas de Hortalizas (CNPSH) durante la campafia agricola 2022 — 2023,
evaluado 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate. Se aplicé un disefio
completamente al azar, con tres repeticiones y dos plantas por unidad experimental. Se
registraron las siguientes variables: indice de reproduccion de nematodos, poblacion de
nematodos en suelo, nimero de nddulos en raiz, peso de nédulos, poblaciéon de huevos de
nematodos en raiz, poblacion de nematodos juveniles en raiz, indice de nodulacién,
longitud de la raiz, peso fresco de la raiz, diametro del tallo inicial, diametro del tallo final,
temperatura foliar, temperatura del suelo, humedad del suelo, contenido relativo de clorofila,
indice de vegetacion de diferencia normalizada, peso del fruto, diametro ecuatorial del fruto
y diametro polar del fruto. Se realizé un analisis de varianza, correlaciones fenotipicas y
analisis de componentes principales utilizando el software R. El coeficiente de correlacion
permitié identificar que la reproduccion de los nematodos afecta las etapas fenologicas del
cultivo de tomate. Todos los genotipos se evaluaron fenotipicamente para determinar la
resistencia a Nacobbus aberrans mediante inoculacion artificial. El analisis de componentes
principales revel6 que la poblacion de huevos en raiz y la poblacion de juveniles en raiz
representan un desafio para la supervivencia de las plantas. Se identificd la expresion de
los genes Mi, Sw-5, Ph-3 y Tm-22 utilizando marcadores moleculares tipo SCAR y CAPS,
logrando una clasificacion exitosa de las 26 especies de tomate. Se determiné que 22 de
ellas son resistentes al gen Mi y 16 al gen Sw-5. Ademas, se identifican 19 materiales
genéticos con el gen Ph-3, y 13 con el gen Tm-22, todos con resistencia dominante. Este
estudio representa un avance significativo en la identificacion y clasificacion de la
resistencia genética en el tomate, siendo crucial para futuras investigaciones y el

mejoramiento genético de variedades mas resistentes a enfermedades.
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ABSTRACT

The objective of this research was to identify sources of resistance to biotic factors in wild
tomato species using molecular DNA markers (MAS) for use in traditional genetic
improvement programs or through assisted selection of the INIAF. The experiment was
carried out in a greenhouse on the premises of the National Center for Vegetable Seed
Production (CNPSH) during the 2022-2023 agricultural campaign, evaluating 26 wild
species and cultivated varieties of tomato. A completely randomized design was applied,
with three replications and two plants per experimental unit. The following variables were
recorded: nematode reproduction index, nematode population in soil, number of nodules in
root, nodule weight, nematode egg population in root, juvenile nematode population in root,
nodulation index, root length, root fresh weight, initial stem diameter, final stem diameter,
leaf temperature, soil temperature, soil moisture, relative chlorophyll content, normalized
difference vegetation index, fruit weight, fruit equatorial diameter and fruit polar diameter.
An analysis of variance, phenotypic correlations and principal component analysis were
performed using the R software. The correlation coefficient allowed to identify that nematode
reproduction affects the phenological stages of tomato cultivation. All genotypes were
phenotypically evaluated to determine resistance to Nacobbus aberrans by artificial
inoculation. Principal component analysis revealed that the egg population in the root and
the juvenile population in the root represent a challenge for plant survival. The expression
of the Mi, Sw-5, Ph-3 and Tm-22? genes was identified using SCAR and CAPS molecular
markers, achieving a successful classification of the 26 tomato species. It was determined
that 22 of them are resistant to the Mi gene and 16 to the Sw-5 gene. In addition, 19 genetic
materials with the Ph-3 gene and 13 with the Tm-22 gene were identified, all with dominant
resistance. This study represents a significant advance in the identification and classification
of genetic resistance in tomato, being crucial for future research and the genetic

improvement of varieties more resistant to diseases.



1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es el segundo cultivo horticola més importante a nivel
mundial, después de la papa (FAOSTAT, 2018). Durante su cultivo, enfrenta diversos
estreses bidticos, como el virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV), el tizén
tardio causado por Phytophthora infestans (Ph), el virus del mosaico del tomate (ToMV), el
agallador de la raiz (Meloidogyne spp.) y el falso nematodo nodular Nacobbus aberrans,
presentes en las areas de cultivo de tomate en todo el mundo (Kumar et al., 2019; Martinez
etal., 2021 y Ugar y Sensoy 2022).

El TSWYV, transmitido por trips y causado principalmente por Begomovirus, ha sido objeto
de numerosos estudios que identificaron genes de resistencia en S. pimpinellifolium, con
siete loci de resistencia designados como Sw-la y Sw-1b (dominantes y alélicos), y los
genes recesivos sw-2, sw-3 y sw-4, ademas de los genes dominantes Sw-5, Sw-6 y Sw-7
(Price et al., 2007 y Saidi y Warade, 2008). Actualmente, Sw-5 es la principal fuente de
resistencia al TSWV en variedades comerciales de tomate a nivel mundial (Padmanabhan
et al., 2019).

Por otro lado, el tizén tardio, causado por Phytophthora infestans, es otra enfermedad
significativa. Estudios previos han identificado tres genes de resistencia: Ph-1, Ph-2 y Ph-
3, siendo Ph-3 el mas valioso, ya que confiere una resistencia dominante incompleta a una
amplia gama de razas, incluidas aquellas que superan a Ph-1 y Ph-2 (Nelson, 2008;
Adhikari et al., 2017; Kumar et al., 2019 y Merk et al., 2012).

Los nematodos agalladores son endoparasitos que afectan una amplia gama de especies
vegetales, incluyendo el tomate, y tienen una distribucion global (Williamson y Hussey,
1996). El género Meloidogyne spp. cuenta casi 100 especies, entre las que se encuentran
M. incognita, M. arenaria y M. javanica, todas capaces de infectar la planta de tomate (Elling,
2013 y Hadisoeganda et al., 1982). Hasta la fecha, se han identificado nueve genes (Mi-1
a Mi-9) que confieren resistencia contra el agallamiento de raiz (Ammiraju et al., 2003). Sin
embargo, solo el gen Mi-1 ofrece un alto nivel de resistencia al nematodo y se utiliza
comercialmente en programas de mejoramiento para desarrollar variedades de tomate

resistentes (Kaur et al., 2014 y Kumar et al., 2019).

El ToMV es una de las enfermedades virales mas devastadoras del tomate a nivel global,

causado por Tobamovirus (Ortiz y Ramirez, 2019). La introduccién de genes de resistencia



al ToMV en variedades mejoradas se ha considerado una estrategia rentable y respetuosa
con el medio ambiente para reducir las pérdidas de rendimiento. Se han identificado tres
genes de resistencia:Tm-1, Tm-2 y Tm-22, a través de cruzamientos entre especies de
tomate silvestre y cultivado (Ohmori et al., 1996; Young et al., 1988; Motoyoshi et al., 1996;
Panthee et al., 2013 y Jin et al., 2014). De estos, el gen Tm-22 de L. chilense ha demostrado
ser particularmente duradero y eficaz (Hall, 1980; Lanfermeijer et al., 2003 y Jiang e Yang,
2003).

Nacobbus aberrans es uno de los nematodos agalladores mas significativos a nivel global,
con una amplia gama de hospederos que incluyen cultivos como el tomate y la papa (Marro
et al., 2018 y Martinez et al., 2021). Este organismo figura entre los diez nematodos mas
problematicos y es endémico en varias regiones, incluyendo Argentina, Bolivia, Chile, Perq,
Ecuador, Estados Unidos y México (Jones et al., 2013). En las raices, induce la formacién
de agallas, similares a las ocasionadas por Meloidogyne spp. razén por la cual se denomina

"falso nematodo agallador" (Martinez et al., 2021 y Meza et al., 2024).

La mayoria de las variedades comerciales de tomate han sido desarrolladas mediante
seleccion fenotipica y métodos tradicionales de mejoramiento. Sin embargo, con el
advenimiento de los marcadores moleculares y la tecnologia de seleccién asistida por
marcadores (MAS), la investigacion en genética y mejoramiento del tomate ha entrado en
una nueva y desafiante. Los marcadores moleculares se han utilizado ampliamente para el
mapeo genético, asi como para la identificacion y caracterizacion de genes y loci de
caracteres cuantitativos (QTL) para muchas caracteristicas agricolas importantes en
tomate, incluida la resistencia a enfermedades e insectos (Foolad y Panthee, 2012 y Ucar
y Sensoy, 2022).

1.1. Antecedentes

Los principales factores biéticos que afectan el cultivo de tomate en Bolivia se atribuyen a
los Begomovirus, tanto en condiciones de invernadero como en campo, especialmente en
los departamentos de Santa Cruz, Cochabamba y Tarija, que presentan valles
mesotérmicos y trépicos. segun Plata, (2012), se identificaron dos grupos distintos de virus:
uno compuesto por el virus de la mancha anular del cacahuete (GRSV) y el virus de la
mancha clorética del tomate (TCSV), y otro por el virus de la marchitez manchada del
tomate (TSWV). Estos resultados se obtuvieron mediante técnicas seroldgicas vy

moleculares a lo largo de dos camparias (2005-2006 y 2006-2007).



Gabriel et al., (2013), realizaron una investigacion sobre la identificacion de genes de
resistencia en poblaciones hibridas desarrolladas en el marco del programa de
mejoramiento genético de PROINPA. Los resultados indicaron que el marcador SW-421
estaba situado junto al gen Sw-5, que confiere resistencia al TSWV. Se observo la presencia
de la banda de resistencia (R) del TSWV a 940 pb en las variedades PROINPA 2 (Aguai) y
PROINPA 9 (Bonita), en un estado homocigoto dominante (Sw-5/Sw-5). Las variedades
PROINPA 1 (Andinita), PROINPA 3 (Arami), PROINPA 4 (Yara), PROINPA 5 (Pintona),
PROINPA 6 (Jasuka) y PROINPA 10 (Bola Pera) exhibieron la banda de resistencia (H) al
TSWYV a 900-940 pb, en un estado heterocigoto (Sw-5/Sw-5+). Solo la variedad PROINPA
7 (Redonda), la madre 71 89S LACHING SW-5y la variedad Shannon mostraron el gen de
susceptibilidad (S) al TSWV a 900 pb, en un estado homocigoto recesivo (Sw-5+/Sw-5+).

Por otro lado, el tizon tardio, causado por Phytophthora infestans, y el agallamiento
radicular, causado por Meloidogyne spp. son patégenos significativos en las regiones frias
y humedas. Sin embargo, en Bolivia no se han registrado esfuerzos significativos para

explorar las fuentes de resistencia a estos patdégenos en el germoplasma silvestre.
1.2. Planteamiento del problema

En los cultivos de tomate, una variedad de enfermedades puede provocar importantes
pérdidas econémicas, con reducciones de rendimiento que oscilan entre el 60 y el 100%.
En los valles mesotérmicos y tropicales de Bolivia, los cultivos de tomate se ven afectados
por fitopatégenos de origenes bacterianos, fangicos, virales y nematoldgicos, lo que
disminuye los rendimientos, la calidad de la fruta, la vida util y el contenido nutricional. Entre
los principales factores que contribuyen a estas pérdidas se encuentran el virus de la
marchitez manchada del tomate (TSWV) que es un Begomovirus, transmitido por trips; el
tizon tardio, causado por el hongo Oomiceto Phytophthora infestans; el virus del mosaico
del tomate (ToMV) es un Tobamovirus; y el agallamiento en las raices, provocado por los

nematodos sedentarios Melodogyne spp. y Nacobbus spp.

Los patdgenos responsables de estas enfermedades presentan una notable diversidad
genética y un considerable potencial para desarrollar nuevas variaciones, lo que obliga a
los productores a depender de pesticidas para combatirlas. Esta necesidad se ve agravada
por la falta de variedades resistentes, resultando en un uso excesivo de estos productos y

planteando riesgos para la salud de los agricultores, sus familias y los consumidores.



1.3. Justificacion

Los métodos de control cultural, biolégico y quimico utilizados en el cultivo de tomate para
mitigar los efectos perjudiciales de los patégenos han demostrado una eficacia limitada en
la produccion a gran escala, debido a la alta prevalencia de enfermedades virales, fungicas
y nematolégicas. Sin embargo, cuando se combinan con genotipos de tomate resistentes,
estos métodos de control pueden resultar mas efectivos. Actualmente, en Bolivia no existen
variedades de tomate resistentes al virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV), al
hongo Oomycete Phytophthora infestans, al virus del mosaico del tomate (ToMV) y al
agallamiento de las raices causado por los nematodos sedentarios Meloidogyne spp. y
Nacobbus spp. Por lo tanto, es imperativo explorar las posibles fuentes de resistencia en
tomates silvestres para contribuir al Programa de Mejoramiento Genético del INIAF. Esto

permitira la introduccién de genes de resistencia en lineas élites y cultivares de interés.

Entre las técnicas habituales utilizadas para identificar la resistencia a enfermedades se
incluyen las pruebas de inoculacion de plantulas en invernadero, que permiten evaluar
rapidamente las reacciones a diversas enfermedades. Para minimizar la variacion
ambiental, se emplean cepas patdgenas caracterizadas y concentraciones de inéculo
definidas, excluyendo la influencia de otras plagas o enfermedades. Se han identificado
numerosos genes de resistencia en el tomate, como el gen Sw-5 para la resistencia al
TSWYV, el gen Ph-3 para la resistencia a Phytophthora infestans, el gen Tm-22 para la
resistencia al ToMV y el gen Mi para Meloidogyne spp., La combinacién de los genes Sw-
5, Sw-7, Ph-1, Ph-2 y Ph-3, Tm-1, Tm-2 y Tm-22 permite la creacion de piramides genéticas
con una resistencia mas amplia. Los marcadores moleculares asociados a estos genes
facilitan la seleccién asistida por marcadores (MAS), permitiendo la identificacion de
variedades de tomates silvestres resistentes a estos cuatro fitopatégenos importantes. La
identificacion de variedades de tomates silvestres resistentes abre la posibilidad de
establecer una plataforma para el desarrollo de estrategias viables, tanto desde el punto de
vista econémico como ambiental, lo que, en Ultima instancia, permitiria un manejo exitoso

de estas enfermedades.



1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

e Identificar fuentes de resistencia a factores bidticos en especies silvestres de tomate
por marcadores moleculares de ADN (MAS) para ser utilizadas en programas de

mejoramiento genético tradicional o mediante seleccion asistida.
1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la presencia de los genes Sw-5, Ph-3, Tm-22 y Mi involucrados con la
resistencia a fitopatégenos, para establecer su grado de homocigosis en las especies

silvestres y variedades cultivadas de tomate.

e Seleccionar accesiones de tomate con resistencia combinada a nematodos y virus de
la marchitez manchada del tomate (Mi/Mi, SW-5/SW-5), para uso en programas de
mejoramiento genético.

e Evaluar el estrés producido en las especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate, por la presencia de Nacobbus aberrans mediante pardmetros fisiol6gicos en la
histologia de la raiz, a fin de detectar aquellos materiales que ofrecen cierto grado de

resistencia.
1.5. Hipotesis

No existen diferencias significativas en los alelos de resistencia a factores biéticos entre las
especies silvestres y las variedades cultivadas de tomate, y los marcadores moleculares de
ADN (MAS) no permiten identificar fuentes de resistencia Gtiles para programas de

mejoramiento genético.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Generalidades del cultivo
2.1.1. Origeny domesticacion del tomate

El tomate Solanum lycopersicum L. se origind en el oeste de América del sur a lo largo de
los Andes en Peru, Ecuador y Chile, incluyendo las Islas Galapagos (Bergougnoux, 2014 y
Li et al., 2018). Segun Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995 su domesticacion ocurrié en México
a partir de tres conjuntos de genes distintos, el ancestro silvestre S. pimpinellifolium (SP),
la forma de transicién S. lycopersicum L. var. cerasiforme (SLC), y la especie cultivada S.
lycopersicum L. var. Lycopersicum (SLL) (Paran y Knaap, 2007; Lin et al., 2014; Blanca et
al., 2015 y Razifard et al., 2020). Los estudiosos describen el proceso de domesticacion del
tomate como una progresion de «dos pasos», que se caracteriza por un aumento del
tamafo del fruto, desde SP, que es similar al tamafio de un arandano, hasta un SLC,
comparable al tamafio de una cereza, que culmina con los tomates de frutos grandes que

se consumen en todo el mundo (Lin et al., 2014 y Razifard et al., 2020).
2.1.2. Habitat y distribucién de los tomates silvestres

Sobre la base del examen de las caracteristicas morfologicas, las conexiones filogenéticas
y la distribucién geografica, se han identificado formalmente un total de 16 especies distintas
de tomates silvestres, que incluyen los tomates domesticados (Solanum lycopersicum). Las
especies de tomate endémicas presentan una amplia gama de adaptaciones ecoldgicas y
pueden prosperar en varios habitats, que van desde el nivel del mar a lo largo de la costa
del Pacifico hasta una altitud de 3300 metros sobre el nivel del mar (Bergougnoux, 2018 y
Peralta et al., 2008). Algunas de las especies de tomate silvestres (S. chilense, S.
peruvianum, S. neorickii, S. habrochaites, S. chmielewskii, S. huaylasense, S. pennellii, S.
lycopersicum var. cerasiforme, S. arcanum y S. pimpinellifolium) se encuentra
principalmente en Perl. S. chilense y S. habrochaites se encuentra en el norte de Chile y
S. chmielewskii, S. cheesmaniae, S. neorickii, S. pimpinellifolium, S. habrochaites y S.
lycopersicoides se hallan en Ecuador (Zuriaga et al., 2009 y Peralta et al., 2008). Ademas,
existen otras especies de frutos amarillos a naranjas, como S. galapagense, que fueron
segregadas de S. cheesmaniae, S. lycopersicum var. Cerasiforme, y ambas son endémicas

de las Islas Galapagos (Darwin et al., 2003).



2.1.3. Taxonomia del tomate y especies silvestres relacionadas

La clasificacion taxonémica del tomate cultivado ha sido objeto de multiples controversias
a lo largo de los afios debido a la gran cantidad de especies que componen el género
Solanum (Luckwill, 1943; Linnaeus, 1753; Miller, 1754; Rick, 1960; Lester y Hasan, 1991 y
Peralta y Spooner, 2007). En 1694, Joseph Pitton de Tournefort, basandose en los frutos
multiloculares del tomate cultivado, lo asign6é a un nuevo género, que denominé género
Lycopersicon, separado del género Solanum. Mas tarde, en 1753, Carl Linneo clasifico el
tomate dentro del género Solanum, incluyendo las especies S. lycopersicum y S.
peruvianum. En 1754, Philip Miller propuso una nueva clasificacion del tomate, separandolo
del género Solanum de nuevo e incluyéndolo en el género Lycopersicon como L.
esculentum. Dunal (1813) continué con esta clasificacion y describié las especies L.

cerasiforme y L. pyriforme, teniendo en cuenta la forma de los frutos (Mata, 2021).

Actualmente, la taxonomia aceptada para el tomate cultivado es la siguiente (Peralta et al.,
2008):
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Género: Solanum L.
Especie: Solanum lycopersicum

El Cuadro 1 recoge los nombres actuales de las especies silvestres del género Solanum,
seccion Lycopersicoides, seccion Juglandifolia y seccion Lycopersicon, asi como su

correspondencia con la nomenclatura anterior.



Cuadro 1.Lista de especies del género Solanum y su correspondencia con el
género Lycopersicon (Peralta et al., 2008).

Equivalente del género Lycopersicon

Seccién Lycopersicoides

S. lycopersicoides Dunal L. lycopersicoides Dunal A. Child ex J.M.h.Shaw
S. sitiens .M. Johnst L. sitiens I.M. Johnst

Seccién Juglandifolia

S. juglandifolium DunLa L. junglandifolium Dunal
S. ochranthum Dunal L. ochranthum Dunal

Seccién Lycopersicon
S. pennellii Correll L. pennellii Correll D'Arcy
S. habrochaites S.Knapp D.M Spooner L. hirsutum Dunal
S. chilense Dunal Reiche L. chilense Dunal
S. huaylasense Peralta Parte de L. peruvianum L. Miller
S. peruvianum L. Parte de L. peruvianum L. Miller
S. corneliomuelleri J.F.Macbr.L. Parte de L. peruvianum L. Miller
S. arcanum Peralta Parte de L. peruvianum L. Miller
S. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. L. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. Holle

Holle D.M. Spooner, Anderson & R.K. Jansen
S. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. L. parviflorum C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. Holle
Holle D.M. Spooner, Anderson & R.K. Jansen

S. pimpinellifolium L. L. pimpinellifolium L. Miller

S. lycopersicum L. L. esculentum Miller

S. cheesmaniae L. Riley Fosberg L. cheesmaniae L. Riley

S. galapagense S. Darwin & Peralta Parte de L. cheesmaniae L. Riley

2.1.4. Factores bi6ticos que afectan al cultivo de tomate

En Bolivia, su area cultivada en las principales regiones productoras es de 4691 hectareas
con una produccion de 61.360 a 63.454 t afioy un rendimiento por unidad de area de 12
a 13t ha' que es menos de la mitad de su rendimiento potencial (OAP, 2019). Sin embargo,
la viabilidad de su produccién enfrenta diversos desafios, como las condiciones climaticas
propias del pais, el impacto del cambio climético y, especialmente, la susceptibilidad a
enfermedades prevalentes en zonas tropicales y subtropicales. Entre las enfermedades que
representan una amenaza considerable y pueden ocasionar pérdidas significativas y

dificiles de controlar en los rendimientos del tomate se encuentran varias: la enfermedad



del virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV), provocada por Begomovirus
transmitidos por la mosca blanca (Hanssen et al., 2010); tizon tardio Phytophthora infestans
causado por Oomycete (Fry, 2008 y Nowicki et al., 2012); el virus del mosaico del tomate
(ToMV) causada por Tobamovirus (Sofy et al., 2021); el nematodo agallador (RKN), que es
atribuible a Meloidogyne spp. y Nacobbus spp. (Fayette et al.,, 2018). Los patdégenos
responsables de estas enfermedades presentan heterogeneidad genética y albergan un
inmenso potencial para generar nuevas variaciones (Hayward, 1991 y Fry, 2008). En el
contexto de la produccion mundial y local de tomate, la adopcién de cultivares resistentes
a enfermedades representa actualmente el enfoque mas efectivo y rentable. El uso del
mejoramiento asistido por marcadores ha demostrado ser eficaz en la identificacion de la
resistencia a enfermedades al identificar marcadores genéticos asociados con los genes o

alelos de resistencia en el tomate (Hussain et al., 2019 y Chanda et al., 2021).
2.1.5. Métodos de control de enfermedades
2.1.5.1. Control quimico

Histéricamente, el manejo de enfermedades de plantas ha evolucionado desde medidas
convencionales, como el manejo del agua, la rotaciéon de cultivos y la erradicacion de
fuentes de in6culo, hacia el empleo de fungicidas sintéticos. Aunque las técnicas de cultivo
contribuyen significativamente a regular las enfermedades vegetales, no garantizan un
control sostenible de los brotes. Por el contrario, el uso de pesticidas de amplio espectro
contra varios patdgenos ofrece una proteccién eficaz y sostenible para la salud vy
productividad de las plantas. Por consiguiente, el tratamiento con fungicidas sigue siendo
la estrategia de control mas eficiente para las enfermedades vegetales (Volynchikova y Kim,
2022 e Inés Vasquez, 2021).

2.1.5.2. Control biolégico

Cada afio, una cantidad sustancial de cultivos se pierde durante las etapas previas y
posteriores a la cosecha debido a la infestacion por una variedad de patdgenos, que
incluyen bacterias, hongos, virus y nematodos. Estos fitopatbgenos exhiben una
persistencia significativa en sus ataques, resultando en pérdidas a escala global
(Jamiotkowska, 2020 y Pandit et al., 2022). Actualmente, la mayoria de los métodos
utilizados para proteger a las plantas de estos patdgenos dependen principalmente de

antibioticos y productos quimicos (Ab Rahman et al.,, 2018). Sin embargo, el control
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biolégico de los fitopatdbgenos ha experimentado un crecimiento considerable (Ongena y
Jacques, 2008). Los microorganismos asociados al suelo y a las plantas desempefian un
papel fundamental en el control biolégico. En décadas pasadas el control biol6gico con
microorganismos vivos para combatir patdgenos, representaban el 1 % de las ventas totales
de los productos quimicos agricolas en los mercados (Fira et al., 2018 y O’Brien, 2017).

2.1.5.3. Control genético

El tomate cultivado es un vegetal de gran relevancia econdmica. Sin embargo, enfrenta
diversas enfermedades que amenaza significativa la produccion y que se traducen en una
reduccion de la productividad y rendimiento a nivel global (Yin y Qiu, 2019). Las
enfermedades como el virus del bronceado del tomate, el virus del tabaco del tomate, el
tizon tardio y los nematodos agalladores. Para hacer frente a estas enfermedades, se han
utilizado métodos de mejoramiento convencional para desarrollar lineas de mejoramiento o
cultivares resistentes (Osuna-Cruz et al., 2018). La aplicacion de marcadores de ADN ha
facilitado enormemente la selecciéon asistida por marcadores, permitiendo la exitosa
integracion de genes de resistencia Unicos o multiples (QTL) en variedades de tomate
resistentes a enfermedades. Mediante la incorporacion de genes de resistencia
provenientes de especies de tomates silvestres en los tomates domesticados, se ha logrado
aumentar la resistencia a las enfermedades (Ramakrishnan et al., 2015 y Kaushal et al.,
2020).

2.1.6. Mejora genética y genes de resistencia en el cultivo de tomate

La variabilidad genética presente en el tomate cultivado es limitada como consecuencia de
los cuellos de botella sufridos durante los procesos de domesticacion. Su traslado a Europa
los primeros trabajos de seleccibn y mejora genética contribuyeron mas tarde esta
disminucion de la base genética (Blanca et al., 2012 y 2015). Estudios moleculares
demuestran que la especie cultivada contiene menos del 5 % de la variabilidad genética

presente en las especies silvestres (Miller y Tanksley, 1990).

En cualquier caso, las especies silvestres han sido especialmente aprovechadas desde
hace décadas como poseedoras de genes de resistencia a patdgenos y enfermedades. En
el Cuadro 2 las mas estudiadas para su utilizacion como fuentes de resistencia a
enfermedades y patdgenos han sido S. pimpinellifolium, S. pennellii, S. habrochaites, S.

peruvianumy S. chilense (Foolad, 2007).



Cuadro 2.
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Lista de principales genes de resistencia en genero

Solanum a diversos patégenos y las especies donde han sido
identificados (Soler y Vifials, 2004 y Nuez et al., 2004).

Patégeno Fuente de resistencia Locus
Virus del rizado amarillo del tomate S chilense . 1, 13, Ty4
(TYLCV) S. habrtha/tes Ty2
S. peruvianum Ty5
Virus del bronceado del tomate s. peruvianum Sw-5
(TSWv)
. . S. habrochaites Tm1
Virus del mosaico del tomate (ToMV) )
S. peruvianum Tm22
Verticillium dahliae y Verticillium s. pennelli Ve
alboatrum
S. pimpinellifolium I
Hibrido entre S. lycopersicumx 12
Fusarium oxysporum S. pimpinellifolium
S. pennelli I3
S. peruvianum 17
Phytophthora infestans S. pimpinellifolium Ph1, Ph2, Ph3
S. pimpinellifolium Cf2, ¢f9
Cladosporium fulvum S. habrochaites Cf4, Cf4E
S. lycopersicum Cf5
Meloidogyne spp. S. peruvianum Mi-1, Mi-2
S. lycopersicum Rx-3, Bs4, QTL
S. pimpinellifolium Rx-4
Xan.thom.onas campestris pv. S. lycopersicum y S.
Vesicatoria pimpinellifolium Xv3
S. pennelli Xv40R XopJ4
Pseudomonas syringae pv. Tomato S. lycopersicum Pto

En muchos casos, con el objetivo de aprovechar la resistencia que proporcionan estas
especies, se han desarrollado marcadores moleculares asociados a estos caracteres de
interés. Estos marcadores se emplean en la seleccién asistida por marcadores (MAS) en el

contexto de los programas de mejora (Bai y Lindhout, 2007 y Pérez de Castro et al., 2012).
2.1.6.1. Tizén tardio (Ph)

El tizén tardio del tomate, causado por el organismo fingico Phytophthora infestans, hizo
su primera aparicién en Europa durante la década de 1840, un evento que desencadend la

catastréfica Gran Hambruna de la Papa en Irlanda (Bourke, 1991). Este pat6geno tiene la
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capacidad de infectar y devastar varios componentes de las plantas de papa y tomate,
incluyendo hojas, tallos, frutos y tubérculos. Los productores de tomate en todo el mundo
han enfrentado desafios significativos debido a la prevalencia del tizon tardio (Kumbar et
al., 2019). P. infestans es un Oomiceto patégeno altamente destructivo, capaz de destruir
las plantas en un periodo de solo 7 a 10 dias en condiciones frescas y himedas (Foolad et
al., 2008 y Nowicki et al., 2012). La infeccion puede amenazar la sostenibilidad del cultivo
de tomate, ya que el aire himedo y las altas temperaturas proporcionan condiciones
climéticas favorables para la propagacién de la enfermedad. Ademas de las condiciones
climéaticas adecuadas, factores como el riego, las practicas de cultivo y los sistemas de
cultivo también contribuyen al riesgo potencial de la enfermedad en ciertos campos de
tomate (Arafa et al., 2022).

2.1.6.2. Nematodos spp.

Meloidogyne: El nematodo agallador (RKN) pertenece al género Meloidogyne, que incluye
mas de 100 especies, y algunas de ellas tienen varias razas. Las cuatro especies M.
incognita, M. javanica, M. hapla y M. arenaria se consideran las méas devastadoras
econdmicamente en todo el mundo. Son parasitos biotréficos capaces de infectar a mas de
2000 especies de plantas. Meloidogyne spp. fue reportado por primera vez en yuca. En la
mayoria de los cultivos, el dafio de los nematodos afecta la salud y el crecimiento de las
plantas. Los parasitos infectan las raices de las plantas e inducen la formacién de células
gigantes que se alimentan, lo que reduce la nutricién de las plantas y la absorcién de agua.
Como consecuencia, las plantas pueden mostrar varios sintomas como marchitamiento y
retraso en el crecimiento, aumentando asi la susceptibilidad a otros patégenos y con
rendimientos considerablemente reducidos (El-Sappah et al.,, 2019; Ghahremani et al.,
2019; Pocurull et al., 2020 e Inés Vasquez, 2021).

Nacobbus aberrans: se distingue de otros nematodos del suelo por su polifagia, su alto
potencial reproductivo y su excepcional capacidad de adaptacion. Estas caracteristicas
aseguran su invasion exitosa y su establecimiento en diversos entornos. Por el contrario,
se sustenta alimentandose de las raices de diversas malezas, lo que le permite completar
su ciclo de vida en ausencia de cultivos susceptibles (Doucet y Lax, 2005 y Cabrera et al.,
2019). En consecuencia, el ataque del nematodo provoca la formacion de agallas de
distintos tamafios, dentro de las cuales se pueden distinguir masas de huevos. Al inicio de

la infeccién, las agallas se encuentran separadas y en su interior alojan una sola hembra
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(Manzanilla-Lopez et al., 2002 y Lax et al., 2011), sin embargo, a medida que avanza la
infeccion, el nimero de agallas aumenta, lo que hace que se fusionen y parezcan cadenas
de rosario. En algunos casos, se pueden encontrar varias hembras dentro de una misma
agalla. Debido a este fendmeno, también se lo conoce como nematodo del rosario. La
infeccion causada por Nacobbus aberrans se manifiesta en la disminucién del crecimiento
de las plantas, la clorosis del follaje, el marchitamiento repentino (especialmente en
condiciones de baja humedad) y una reduccion significativa del rendimiento. En particular,
las plantas afectadas dan frutos pequefios que a menudo presentan sintomas de pudricion
apical. En comparacion con las plantas libres de nematodos, las infectadas por Nacobbus
aberrans presentan un menor peso tanto en el follaje verde como en las raices (Biaus 2017
y Cabrera et al., 2019).

2.1.6.3. Virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV)

El virus de la marchitez manchada del tomate, que pertenece al género Tospovirus de la
familia Bunyaviridae, representa uno de los virus emergentes que infectan plantas
econOmicamente importantes a escala mundial (Tsompana et al., 2005; Pappu et al., 2009;
Karavina y Gubba, 2017 y Werghi et al., 2021). Es responsable de importantes pérdidas
econdmicas, estimadas en mil millones de délares al afio, que afectan a varios cultivos
ornamentales, alimentarios y comerciales importantes en todo el mundo (Goldbach y
Peters, 1994 y Parrella et al., 2003). EI TSWYV tiene la capacidad de infectar a mas de 1300
especies de 92 familias de plantas diferentes (Parrella et al., 2003 y EFSA, 2012). Desde
su identificacion inicial en Australia en 1915 (Brittlebank, 1919), el TSWV se ha registrado

en mas de 60 paises de todo el mundo.

En la actualidad, se sabe que al menos nueve especies de trips (Thysanoptera o Thripidae)
pueden transmitir el TSWV de forma persistente y propagativa, siendo Frankliniella
occidentalis Pergande el vector principal (Riley et al., 2011 y Rotenberg et al., 2015). El
virus induce una amplia gama de sintomas en sus plantas hospedadoras, que dependen
de varios factores, como las condiciones ambientales, la variedad del hospedador, la cepa
del patégeno y la etapa de desarrollo del hospedador (Sevik y Arli-Sokmen, 2012). Los
sintomas tipicos incluyen manchas circulares, patrones lineales, manchas moteadas y
cloréticas en las hojas, un retraso significativo del crecimiento, marchitamiento e incluso la
mortalidad de las plantas. Las plantas jovenes de tomate infectadas presentan hojas

ahuecadas hacia dentro, frutos decolorados y deformados con una maduracién irregular,
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asi como protuberancias elevadas en la superficie (Sether y DeAngelis, 1992 y Werghi et
al., 2021).

2.1.6.4. Virus del mosaico del tomate (ToMV)

El virus del mosaico del tomate plantea un desafio persistente para la calidad y la
produccion de los tomates, lo que provoca pérdidas econémicas que obligan a los
productores a cultivar cultivos alternativos. Entre la amplia gama de especies virales
capaces de infectar los tomates, ToMV destaca como uno de los mas prominentes y
devastadores, perteneciente al género Tobamovirus dentro de la familia Virgaviridae (Luria
et al.,, 2017; Sui et al., 2017 y Ullah et al., 2019). El grado de reduccion del rendimiento
causado por la infeccién por ToMV varia segun factores como la variedad especifica de
tomate, el momento de la infeccion, la cepa particular del virus y las condiciones
ambientales predominantes. La infeccion por ToMV puede provocar una disminucion del
rendimiento de hasta un 25 % (Ullah et al., 2019 y Arinaitwe et al., 2018), y las infecciones
tempranas provocan pérdidas de rendimiento ain mayores (Mrkvova et al., 2022). El ToMV
es dificil de controlar debido a su capacidad de propagarse a través de varios medios, como
la transmision por semillas, la transmision mecanica a través de injertos o herramientas
contaminadas, e incluso por trabajadores humanos. En consecuencia, su propagacion es
rapida (Buchen-Osmond, 2006 y Sofy et al., 2020). Las plantas de tomate infectadas
presentan sintomas como coloracion amarillenta, patrones de mosaico, manchas,
malformaciones, necrosis, hojas parecidas a helechos y cordones de zapatos. Dada su
naturaleza contagiosa, el TOMV representa una amenaza importante, especialmente en el

contexto de la produccion de tomates en invernadero (Ullah et al., 2019 y Nagai et al., 2019).
2.1.7. Mejora seleccién y mejora para la resistencia a enfermedades

La seleccion es un proceso fundamental en el ambito del fitomejoramiento, también
conocido como mejoramiento de cultivos. Este proceso implica la cuidadosa eleccién de
plantas que exhiban los rasgos y caracteristicas deseados para que sirvan como
progenitores en la generacién siguiente. El objetivo Ultimo es desarrollar variedades
mejoradas que muestren rendimientos superiores, resistencia a enfermedades o0 una mejor
calidad (Breseghello y Coelho, 2013; Bhat et al., 2016 y Krishnappa et al., 2021). Por lo
tanto, la seleccion desempefia un papel central en los programas de fitomejoramiento, ya
gue cualquier variedad exitosa debe poseer un conjunto integral de atributos, que incluyen

alto rendimiento, resistencia a enfermedades, caracteristicas agrondmicas y calidad del
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producto final. Con el fin de acelerar el desarrollo de variedades mejoradas, el mejoramiento
genético asistido por gendmica se ha convertido en una herramienta valiosa dentro de los
programas de mejoramiento (Poland y Rutkoski, 2016 y Hanson et al., 2016).
Especificamente, la seleccion asistida por marcadores ha demostrado ser eficaz en la
mejora de la resistencia a enfermedades. Sin embargo, una parte importante de los
esfuerzos de investigacion se ha dedicado a la identificacién, el mapeo y la seleccién de los
principales genes de resistencia, los cuales pueden tener una eficacia considerable, pero
son susceptibles de deteriorarse debido a los rapidos cambios en las razas de patdgenos
(Meuwissen et al.,, 2001 y Heffner et al., 2010). Por otro lado, el mejoramiento de la
resistencia cuantitativa, que implica la utilizacion de mdltiples genes de menor efecto, tiende
a producir variedades con una resistencia mas duradera. No obstante, este objetivo de

reproduccién presenta desafios adicionales.
2.1.8. Herramientas para el premejoramiento y mejoramiento genético

El premejoramiento se refiere a un conjunto de actividades disefiadas para identificar
rasgos y genes deseables a partir de materiales no adaptados, los cuales no pueden ser
utilizados directamente en los programas de mejoramiento de poblaciones. El objetivo es
transferir estas caracteristicas a un conjunto intermedio de materiales que los mejoradores
puedan utilizar de manera mas eficaz para crear nuevas variedades para los agricultores
(Mohan et al., 2009 y Singh et al., 2019). Este proceso ofrece una oportunidad Unica al
incorporar genes deseables del germoplasma silvestre a los fondos cultivados, los cuales
pueden ser facilmente utilizados con un minimo arrastre de enlace (Schulthess et al., 2022).
Su propésito es restaurar la diversidad genética de los cultivos mediante la reintroduccion
de la variacion genética que se ha quedado atras. La identificacion de un rasgo util, la
captura de su diversidad genética y la incorporacién de esos genes en una forma utilizable
son componentes clave del premejoramiento. Ademas, se espera que la reproduccién
previa y el producto final resultante tengan el mérito suficiente para ser incluidos en los

programas de mejoramiento (Abebe y Tafa, 2021).

Por otro lado, el fitomejoramiento implica la manipulacién cientifica y artistica de los rasgos
genéticos de las plantas para desarrollar variedades mejoradas con caracteristicas
deseables. Esto implica el cruce deliberado de plantas que poseen las caracteristicas
deseadas para generar descendientes con una combinacion de estas caracteristicas (Lin

et al., 2021 y Oladosu et al., 2016). El objetivo general del fitomejoramiento es aumentar la
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productividad de los cultivos, mejorar la calidad, fortaleces la resistencia a las
enfermedades y adaptar las plantas a condiciones ambientales especificas (Boote et al.,
2021 y Wang et al., 2018). Esto es particularmente crucial debido a que durante el proceso
de domesticacion, muchos cultivos experimentaron cuellos de botella que disminuyeron

significativamente su diversidad genética (Meyer y Purugganan, 2013).
2.1.9. Marcadores ligados a laresistencia a Ph, TSWV, ToMV y RKN

Los métodos tradicionales de fitomejoramiento han tenido un impacto significativo en la
mejora de la resistencia de los tomates a las principales enfermedades. Sin embargo, el
largo proceso de creacion de cruces y retrocruzamientos, asi como la seleccion de
progenies resistentes deseadas, plantea dificultades a la hora de abordar eficazmente la
aparicion de nuevos brotes causados por patégenos altamente virulentos (Rodriguez et al.,
2013 y Sacco et al., 2015). Para superar estos desafios, la aplicacion de biotecnologias
moleculares, especificamente los marcadores de ADN, se ha convertido en una estrategia
novedosa y poderosa para mejorar las caracteristicas de las plantas. La seleccion asistida
por marcadores (MAS), que utiliza marcadores de ADN, se ha implementado con éxito en
los programas de mejoramiento de tomates, especialmente en lo que respecta a la
resistencia de enfermedades. Esta técnica permite la seleccién de genes de resistencia
individuales, asi como la combinacion de multiples genes de resistencia (Lee et al., 2015y
Ucar y Sensoy, 2022). Ademas, los parientes silvestres de los cultivos cultivados son una
fuente valiosa de variacibn genética natural, contribuyendo al desarrollo de plantas con
mayor tolerancia al estrés ambiental y resistencia a los patdgenos. Durante los ultimos 80
afos, la mejora genética de los tomates ha dependido en gran medida de la incorporacién
de caracteristicas deseables reguladas por alelos naturales de parientes silvestres (Kadirvel
et al., 2015; Mangat et al., 2021 y Mata, 2021). Entre los diversos tipos de marcadores
derivados de secuencias de ADN conocidas, se han desarrollado las SCAR (regiones
amplificadas caracterizadas por secuencias) y las CAPS (secuencias polimérficas
amplificadas escindidas) (Hamada et al., 1982; Collard y Mackill, 2008 y Ucgar y Sensoy,
2022). Estos marcadores se distribuyen uniformemente por todo el genoma de las plantas,
lo que los hace muy versatiles para una amplia gama de aplicaciones en la mejora de las
plantas (Holton, 2001 y Jarne y Lagoda, 1996). Ademas, su reproducibilidad en diferentes
laboratorios aumenta su utilidad para integrar mapas genéticos de la misma especie y
estudiar la diversidad genética en las colecciones de germoplasma (Barrantes et al., 2014
y Almeida et al., 2021).
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2.1.9.1. Genes de resistencia a TSWV de tomate

Los materiales relacionados con los tomates presentan una variedad de origenes, que
incluyen tomates cultivados y silvestres. Entre estos materiales, el gen Sw-5 se ha clonado
con éxito debido a su resistencia altamente efectiva al virus de la marchitez manchada del
tomate (TSWV), como sefialaron ademas, varios otros genes, a saber, SW-1a, SW-1b, sw-
2, sw-3, sw-4 y Sw-6, han demostrado diversos grados de resistencia a cepas especificas
de TSWYV, como lo indican (Rosell6 et al., 1998; Stevens et al., 1991; Boiteux y de B.
Giordano, 1993). Un descubrimiento mas reciente, el gen Sw-7, tiene un rango de regiones
limitado pero ofrece resistencia a un amplio espectro de TSWYV, segun lo informado por el
Sw-5, originario de L. peruvianum, es un gen de resistencia de calidad dominante que brinda
proteccion contra una amplia gama de especies de Tospovirus, como indican (Boiteux y de
B. Giordano, 1993). Este gen ha sido identificado e introducido en el tomate fresco
(Lycopersicon esculentum) por (Stevens et al.,, 1991) y ha sido mapeado en la region
telomérica del brazo largo del cromosoma 9, situada entre los marcadores RFLP CT71y
CT220, segun (Stevens et al., 1995). En particular, el Sw-5 esta estrechamente asociado
con el marcador CT220, con una cercania de aproximadamente 65 kb, como lo documentan
(Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al., 2001; Brommonschenkel y Tanksley, 1997
y Qi et al., 2021).

2.1.9.2. Genes de resistencia a Ph de tomate

El tiz6n tardio, causado por el Oomiceto Phytophthora infestans, hay tres genes que se ha
informado Ph-1, Ph-2 y Ph-3 confirman la resistencia contra el tizén tardio (Gallegly y
Marvel, 1955 y Gardner y Panthee, 2010). Mientras que el gen Ph-1 solo se encontr6
ineficaz en el cultivo de tomates debido a la aparicién de distintas razas de P. infestans
(Foolad et al., 2008) y no se informé ninglin marcador molecular que esté estrechamente
asociado con este gen de resistencia. Mientras que Ph-2 combinado con el gen Ph-3 se
estd utilizando comercialmente en el programa de mejoramiento de resistencia de tomate.
Ph-3 es mucho mas valioso que los genes Ph-1y Ph-2 y confiere una resistencia dominante
incompleta a una amplia gama de razas, incluidas aquellas que superan a Ph-1 y Ph-2
(Chunwongse et al., 2002). Recientemente, también se informd que el gen Ph-5 en una
entrada distinta de S. pimpinellifolium (Pl 270433) proporciona resistencia contra una amplia

variedad de razas de P. infestance (Merk et al., 2012).



18

2.1.9.3. Genes de resistencia a RKN de tomate

Bailey (1941) documento inicialmente la resistencia del tomate a los nematodos agalladores
(RKN) en la especie silvestre Lycopersicon peruvianum L. Tras la utilizacién del rescate de
embriones, Smith (1944) introdujo este rasgo en el Lycopersicon esculentum cultivado.
Posteriormente se reveld que esta resistencia estaba gobernada por un gen dominante
solitario conocido como Meloidogyne incognita -1 (Mi-1), que esté situado en el cromosoma
6 (Ho et al., 1992). Este gen presenta una eficiencia significativa contra M. incognita, M.
arenaria y M. javanica, aunque no contra M. hapla (Cap et al., 1993). Actualmente, el Mi-1
representa la Unica fuente de resistencia disponible (De llarduya et al., 2001 y Lizardo et
al., 2022). Ademas, se han identificado otros genes de resistencia (Mi-2, Mi-3, Mi-4, Mi-5,
Mi-6, Mi-, Mi-8, Mi-HT y Mi-9). De los diez genes de resistencia a RKN descubiertos en
tomate, siete (Mi-2, Mi-3, Mi-4, Mi-5, Mi-6, Mi-9 y MI-HT) Muestran una resistencia constante
a altas temperaturas (Wu et al., 2009). Los tres genes resistentes al calor restantes adn no
se han mapeado y, por el momento, ninguno de estos genes se ha clonado con éxito (El-
Sappah et al., 2019).

2.1.9.4. Genes de resistencia a ToMV de tomate

El logro de la resistencia al Tobamovirus en el tomate implicé la introgresion de los genes
Tm-1, Tm-2 y su alelo Tm-2? de especies de tomate silvestre (Meshi et al., 1989;
Lanfermeijer et al., 2003; Ishibashi et al., 2007 y Luria et al., 2017). En las ultimas décadas,
la aparicion de cepas ha provocado la ruptura de la resistencia al Tm-1 y al Tm-2, dejando
al Tm-2 como el principal gen responsable del control del Tobamovirus en el tomate durante
los ultimos 60 afos (Meshi et al., 1989; Strasser y Pfitzner, 2007 y Chanda et al., 2021). La
codificacion del CC-NLR por el Tm-22, facilita su interaccion con el Tobamovirus efector en
la membrana plasmaética, lo que desencadena una respuesta inmune (Weber et al., 1993,
Chen et al.,, 2017). Esta interaccion provoca resistencia en la planta al inducir una
resistencia hipersensible o extrema, segun el nivel especifico de expresion de Tm-22 (Hall
,1980; Zhang et al., 2013; Hak y Spiegelman, 2021).

2.1.10. Interaccién planta patégeno

La interaccién entre las plantas y sus patdgenos es una relacion compleja que implica
difusos mecanismos de evasion de los patdgenos y de reconocimiento en las plantas (Dangl
y Jones, 2001; Jones y Dangl, 2006; Bent y Mackey, 2007 e Yu et al., 2017). Las plantas



19

se enfrentan constantemente a varios patégenos potenciales, como hongos, Oomicetos,
bacterias, insectos, nematodos y virus. A diferencia de los animales, las plantas carecen de
movilidad y de la capacidad de evitar los ataques de patdgenos (Prihatna, 2009; Aruna
Kumara et al., 2022 y Ngou et al., 2022). Las plantas no poseen células méviles que puedan
generar respuestas inmunitarias adaptativas a los sitios de infeccién. Sin embargo, para
gue los patdgenos potenciales se transformen en patégenos reales en las plantas, deben
superar varios mecanismos de defensa, como las barreras fisicas, los compuestos
antimicrobianos preformados y la inmunidad dependiente del reconocimiento mediada por
los genes de resistencia (R) (Dangl y Jones, 2001 y Prihatna, 2009). Los patégenos que
son capaces de traspasar las capas defensivas pasivas pueden establecer relaciones

convincentes y sutiles con el huésped.
2.1.11.Tipos de resistencia segin su mecanismo de accion

Existen todos tipos de resistencia las cuales son: la resistencia horizontal disminuye el
grado en el cual la enfermedad aumenta en el campo. La resistencia vertical reduce la
cantidad inicial de in6culo, a partir del cual comienza la epidemia. Un lento grado de
aumento de la enfermedad en el campo, activa en gran medida el beneficio de reducir el
in6culo inicial. Por lo tanto, la resistencia horizontal mejora enormemente la resistencia
vertical: la resistencia horizontal activa los genes R. Los genes R han caido en descrédito,
porque se utilizaron incorrectamente, se utilizaron para sustituir la resistencia horizontal,
cuando deberian utilizarse sélo para complementarla (Van Der Plank, 1966 y Parlevliet y
Zadoks, 1977).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion
3.1.1. Ubicacion geogréfica

La presente investigacion se realiz6 en campafia agricola 2022 — 2023 en predios del
Centro Nacional de Produccién de Semillas de Hortalizas (CNPSH) ubicado en Villa
Montenegro perteneciente al municipio de Sipe Sipe, provincia Quillacollo, km 23,5
Carretera Cochabamba - Oruro, con direccién Oeste, en la region del Valle Bajo a 2505
msnm. Las coordenadas geograficas son 17°27°00” de Latitud Sur y 66°23’00” de Longitud
Oeste (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion del Centro Nacional de Produccion de Semillas

de Hortalizas (CNPSH).

3.1.2. Caracteristicas edafoclimaticas
3.1.2.1. Clima

Las caracteristicas de temperatura y humedad de las estaciones de primavera, verano y
otofio son medias de 16 °Cy 44 % de humedad, durante el invierno las temperaturas bajan
y se registran heladas a -2 °C (CNPSH, 2005).
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3.2. Materiales
3.2.1. Material de estudio

Para la tabulacion de la matriz de datos, andlisis e interpretacion de resultados se utilizo

una computadora portatil, para plasmar los resultados en un documento final.
3.2.2. Material de laboratorio

Fase fitopatologia: alcohol, vasos precipitados de 500 cc, porta objetos, cubre objetos,
coladores, piceta, masking, marcador indeleble, papel filtro, tijera, probeta de 200 ml, cajas
petris, tamices, tubos falcon y aguja de diseccién. A demas de los equipos: balanza analitica
marca AND ER-180A, centrifugadora Thermo, autoclave SQ510C, licuadora Oster,

estereoscopio Olympus y microscopio Motic.

Fase molecular: bolsas plasticas, identificadores, caja de tecnopor, paquetes de gel
congelado, gradillas, tubos eppendorf, tips para micropipeta mortero, gradillas, piceta,
masking, marcadores indelebles, vasos precipitados, probetas, parafilm, espatulas, guantes
latex, matraces Erlenmeyer, papel aluminio, placas de dilucién, tijeras, probetas de plastico
de 100 ml y barras magnéticas. También se utilizao los reactivos: acido clorhidrico (37 %),
acido bdrico, 4cido etilen diaminotetracético (EDTA), agarosa, azul de bromofenol, etanol
96 %, glicerol, isopropanol, 2-mercaptoetanol (), nitrégeno liquido, polivinilpirrolidona
(PVP), ribonucleasa (A), syber green, dNTPs 100 Mm (4*25 u mol) tag ADN polimerasa,
trizma base, urea, marcador de peso molecular de 200 — 10000 pb, marcador de peso
molecular de 2000 pb. Asimismo, se utilizaron los equipos: agitador magnético marca Jisico,
autoclave, balanza analitica, camara de electroforesis Cole Parmer, bandeja de
electroforesis, bafio maria Julabo, Frezzer (-20 °C), documentador de imagen, destilador de
agua, microcentrifuga, (Capacidad — 24 tubos) thermo scientific, Microondas whirlpool,
pHmetro de Hanna Instruments, refrigerador Consul 4 ° C, Tanque para nitrégeno liquido

(cap. 101) thermo scientific, termociclador Peq Lab, transiluminador de rayos U.V. Photonyx.
3.2.3. Material de campo

Para el establecimiento, seguimiento y evaluacion de la investigacion, los materiales que
se utilizaron en las actividades de campo fueron: bandejas para almacigo, azadén, pala,
cinta métrica, macetas (5 kg), cono para tutorado, tijera de podar, mochila fumigadora (20

), etiquetas de identificacion y libro de campo.
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3.2.4. Material genético

El material genético estaba conformado por 26 especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate pertenecientes a la coleccién de Solanum spp. del Banco de Germoplasma de
Hortalizas (Cuadro 3), que fueron provistas por el Proyecto Hortalizas del Instituto Nacional
de Innovacion Agropecuaria y Forestal (INIAF).

Cuadro 3. Descripciéon de las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate.

Genero Especie Genotipo N° Accesién
Solanum cerasiforme G1 BOL8195HT
Solanum cerasiforme G2 BOL8203HT
Solanum cerasiforme G3 BOL8249HT
Solanum galapagense G4 BOL8252HT
Solanum pimpinellifolium G5 BOL8256HT
Solanum pimpinellifolium G6 BOL8259HT
Solanum pimpinellifolium G7 BOL8260HT
Solanum pimpinellifolium G8 BOL8261HT
Solanum pimpinellifolium G9 BOL8262HT
Solanum Pennellii G10 BOL8263HT
Solanum cerasiforme G11 BOL8265HT
Solanum Neorickii G12 BOL8266HT
Solanum habrochaites G13 BOL8271HT
Solanum chmielewskii G14 BOL8272HT
Solanum chmielewskii G15 BOL8273HT
Solanum cerasiforme G16 BOL8274HT
Solanum cerasiforme G17 BOL8299HT
Solanum cerasiforme G18 BOL8302HT
Solanum cerasiforme G19 BOL8343HT
Solanum cerasiforme G20 BOL8346HT
Solanum cerasiforme G21 BOL8348HT
Solanum cerasiforme G22 BOL8351HT
Solanum habrochaites G23 LoO01
Solanum lycopersicum G24 isa
Solanum lycopersicum G25 Renacer
Solanum lycopersicum G26 Riogrande

3.3. Metodologia
3.3.1. Fase de implementacién del experimento
3.3.1.1. Germinacion de semillas

La semilla de cada una de las especies se almacig6 en la segunda semana de septiembre

de 2022, en bandejas de germinacion, posteriormente estas se introdujeron a la camara
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fitotron a una temperatura constante de 24 °C, con la finalidad de garantizar la emergencia
del total de semillas. A la emergencia y alcance del desarrollo de los dos cotiledones se
repico en semilleros de 50 alveolos y paso a la sala de encurtido, donde permanecié hasta
gue lleguen a desarrollar cuatro hojas verdaderas (Figura 2a).

3.3.1.2. Preparacion de sustrato

El sustrato para la implementacién del ensayo estuvo compuesto de cascarilla de arroz
requemada, tierra vegetal y lama de rio, a una relacion 1:1:1, proporciones mezcladas
homogéneamente. La esterilizacion de la mezcla se efectu6 en calderones a una
temperatura 115 °C por un lapso de 45 minutos, tiempo que garantiza la eliminacion de
microorganismos en estado activo o latente. La desinfeccién del sustrato se efectud la

primera semana de septiembre (Figura 2b).
3.3.1.3. Trasplante

El trasplante de las plantas correspondiente a cada especie se realiz6 la tercera semana
de octubre, cuando llegaron a desarrollar 4 a 5 hojas verdaderas en macetas con capacidad
de 5 kg de sustrato y con una fertilizacién base de 19 g de 20 N-20 P»05-20 KO (Figura
2c).

3.3.1.4. Extraccion de inoculo

El inéculo se obtuvo de plantas de tomate que presentaban una infestacion de nematodos,
especificamente Nacobbus aberrans. Posteriormente, se retiraron las plantas afectadas y
se las sometié a un proceso de lavado exhaustivo con abundante agua para eliminar
cualquier resto de suelo de la radicula. Luego, con una tijera de podar, se cortaron las raices
en fragmentos de aproximadamente 1 a 2 centimetros de longitud. Posteriormente, estos
segmentos de raices se colocaron dentro de un recipiente con una tapa de rosca, en el que
se introdujo una solucién compuesta de agua e hipoclorito de sodio al 1%. Las raices se
sumergieron completamente en la solucién, dejando un espacio vacio dentro del recipiente
para facilitar la agitacion horizontal durante 4 minutos. A continuacioén, el tamiz de malla 100
mesh se acoplé con el tamiz de malla 400 mesh, que habia sido previamente acondicionado
con agua. Luego, el contenido del recipiente se deposité en los tamices acoplados. Se
realizé un lavado minucioso con una cantidad abundante de agua durante un minuto.

Posteriormente, los huevos recolectados en el tamiz de malla 400 se transfirieron a un tubo
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falcén, lo que dio como resultado un volumen total de 10 mililitros. De esta mezcla, se
extrajo 1 mililitro y se coloc6 en una placa de Petri de 60 x 15 milimetros, con el fin de
facilitar la observacion microscopica y la cuantificacion de la poblacion de huevos (Figura
2d y 2e).

3.3.1.5. Inoculacién

La inoculacién artificial se realizé la primera semana de noviembre, tres semanas después
de la implementacion del bioensayo. El sustrato de las macetas tenia un nivel de humedad
del 90%. Posteriormente, se realiz6 un ligero surco a una profundidad y distancia de 5
centimetros del tallo de las plantas de tomate. En este surco, se depositaron 5000 unidades
de in6culo (compuesto por huevos y juveniles en segundo estadio) utilizando una
micropipeta, una vez depositada el in6culo, se cubrié con suelo y se dio una ligera irrigacion.
Esta irrigacion facilité el movimiento de nematodos activos hacia la zona radicular (Figura
2f).

Figura 2. Fase de implementacion del bioensayo: a) germinacién de
semillas, b) preparaciéon de sustrato, c) trasplante, d) y e) extraccion de
inoculo, y f) inoculacién.
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3.3.2. Fase del manejo del bioensayo
3.3.2.1. Riego

La ejecucion del experimento implicd el empleo de un sistema de riego por goteo durante
las primeras horas de la mafiana y de la tarde. Cada sesién de riego duré 30 minutos al dia.
La duracion del riego se ajusto en funcién del crecimiento de las plantas y se complementé

con la aplicacién de una solucién nutritiva al sistema radicular.

Fertirrigacion: Con el fin de proporcionar a las plantas nutrientes esenciales, se empleo
de manera general para el ensayo una solucién nutritiva. Esta solucién se enriquecié con
macronutrientes y se administré a una tasa del 5 %, iniciando a los 15 dias después del
trasplante y continuando durante toda la fase de ramificacion y floracion. Sin embargo,
durante la fase de fructificacién y maduracion, la solucion se suministré a una tasa del 50
%. Los fertilizantes utilizados para preparar las soluciones nutritivas antes mencionadas
fueron los siguientes: Nitrato de Calcio (Ca(NO3)24H20), Nitrato de Potasio (KNO3, K2SO.),
Sulfato de Magnesio (MgSQO, 7H20) y Acido Fosférico (HsPOu).

3.3.2.2. Tutorado

Esta actividad se realiz6 a la tercera semana después del trasplante. Este procedimiento
consistio en direccionar el tallo principal y los tres tallos secundarios que mostraron el mayor
vigor. El proceso del tutorado fue manualmente, utilizando conos metélicos previamente
desinfectados. Durante este proceso, se tuvo cuidado al introducir los conos para no causar
dafio a las raices de la planta. Esta accién se hizo porgue los tallos o brazo de la planta de
tomate no se mantienen erguidos, de modo que para mantenerlos de forma vertical y

aprovechar la radiacion, asi facilita las labores culturales (Figura 3a).
3.3.2.3. Poda de formacion

Se realiz6 la poda de formaciébn a un mes y medio después del trasplante. Este
procedimiento consisti6 en dejar crecer el tallo primario y seleccionar los tres tallos
secundarios que mostraban el mayor vigor. El proceso de poda se ejecuté manualmente,
utilizando una tijera de podar previamente desinfectada. Durante este proceso, se
eliminaron los tallos basales débiles, junto con las hojas basales viejas y enfermas ubicadas
cerca del suelo. Esta accién facilité la correcta circulacion del aire y la iluminacién, evitando

asi la propagacion de plagas y enfermedades. Ademas, se eliminé la primera inflorescencia
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para garantizar una distribucién uniforme de los nutrientes absorbidos en toda la planta.
Esta tarea se realizé con diligencia en las primeras horas de la mafiana y se repitio cada 2

semanas.

Simultaneamente con el crecimiento de las hojas, se implementd una practica conocida
como desbrote. Esta practica implica la eliminacion de los brotes delicados que emergen
de las partes axilares de la planta durante sus etapas de desarrollo. Siguiendo esta practica,
se llevo a cabo una medida curativa, en la que se emple6é una mochila que contenia 20
litros de agua con una dosis de 70 gramos de Mancozeb. Para evitar la infiltracion de
microorganismos y enfermedades perjudiciales en la planta. En consecuencia, todo el

experimento se sometié a fumigacién para garantizar resultados éptimos.
3.3.2.4. Control de plagas y enfermedades

Se realizaron inspecciones periddicas y se adoptaron las medidas adecuadas en funcién
de los sintomas que presentaban las plantas. Se emplearon agroquimicos preventivos
como Mitiran, Mancozeb y Cipermetrina en etapas iniciales, mientras que en los casos de

alta incidencia se utilizaron productos curativos como Mitiran e Imidaclopriti (Figura 3b).

La primera aplicacion de insumos quimicos se inici6 la tercera semana de octubre de 2022.
Esto implicé aplicar productos fitosanitarios de acuerdo con la aparicion de plagas y
enfermedades a lo largo del desarrollo del cultivo. Para ayudar a las plantas, se
administraron diversas combinaciones de fertilizantes foliares, fungicidas e insecticidas asi
como: CalciBor a.i. 50 cc, Bas foliar 50 g, Fertilom combi 10 g, fosfol 100 cc y MAP 30 g.
Estos tratamientos se administraron con una mochila pulverizadora motorizada de 20 litros,

cada 15 dias durante el ensayo.
3.3.2.5. Extraccién de los nddulos y conteo de poblacién de nematodos

Para cuantificar la cantidad de nédulos presentes en las raices de las plantas infestadas, el
método empleado fue la extraccion de huevos de Nacobbus aberrans. de las raices

infectadas, siguiendo la técnica propuesto por Williamson y Hussey (1996).

El procedimiento de conteo de poblacion de nematodos se realiz6 mediante la propuesta
de Lopez-Nicora et al., (2021). La radicula se limpié a fondo lavandola con abundante agua
para eliminar cualquier residuo del suelo. Posteriormente, se cort6 las raices en fragmentos

de aproximadamente 1 a 2 centimetros con la ayuda de una tijera de podar. Luego, estos
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fragmentos se transfirieron a un recipiente con una tapa de roscay se adicion6 una solucién
compuesta por agua e hipoclorito de sodio al 1 %. Es importante que las raices estén
completamente sumergidas en la solucion, dejando un espacio libre dentro de la botella
para facilitar la agitacion horizontal durante 4 minutos. El tamiz de malla 100 se acoplo
encima del tamiz de malla 400 mesh, previamente acondicionado este ultimo con agua.
Posteriormente, el contenido del frasco se vertié en los tamices antes mencionados. Se
realizd un enjuague minucioso con abundante agua durante un minuto. Los huevos que se
hayan acumulado en el tamiz de malla 400 se transfiri6 a un tubo falcén, con un volumen
de 10 milimetros. Posteriormente, se extrajo 1 milimetro de la soluciéon antes mencionada
en una caja de Petri con unas dimensiones de 60 x 15 milimetros, que luego se sometié a
una observacion microscopica para determinar la cantidad de huevos presentes (Figura 3c
y d).

Figura 3. Manejo del bioensayo: a) tutorado, b) control de plagas y
enfermedades, c) extraccién de nodulos y d) conteo de poblacion de
nematodos.
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3.3.3. Fase de biologia molecular
3.3.3.1. Colectay almacenamiento de material vegetal

Siguiendo el protocolo propuesto por Saldafia et al., (2022), cuidadosamente se colecto
hojas pequefias cerca al apice de cada especie en campo, depositando en bolsas plasticas
debidamente identificadas (cédigo de accesién, cultivo y fecha). Durante la colecta las
muestras de hojas de tomate se mantuvieron conservadas en una caja de tecnopor con
paquetes de gel congelado, hasta llegar al laboratorio y almacenarlas a una temperatura -
20 °C (Figura 4a).

Esta actividad se realiz6 de acuerdo a las siguientes recomendaciones:

e Las hojas colectadas deben estar sanas (sin presencia de enfermedades o ataque
de plagas) y limpias.

e Por accesioén se colectaron entre 3 a 5 hojas por cada planta.

e Una vez colectadas las muestras se mantuvieron congeladas para que no pueda

existir degradacién de ADN.

3.3.3.2. Molido de muestras con nitrégeno liquido

Se moli6é cada una de las muestras de tejido vegetal de tomate con nitrégeno liquido a -196
°C hasta obtener un polvo fino en morteros pre-enfriados. (Cuanto mas fino el polvo, mayor
el rendimiento de ADN). Se transfirié 100 miligramos de tejido molido a tubos Eppendorf
debidamente etiquetados y pre enfriados, los cuales fueron mantenidos a -20 °C hasta el

momento de la extraccién del ADN gendmico (Figura 4b).
3.3.3.3. Extraccién de ADN genémico

El proceso de extraccion de ADN se realiz6 mediante el protocolo CTAB (Hexadecilbromuro
de trimetil amonio) Doyle and Doyle Isolation of DNA de pequefias cantidades de tejido
vegetal propuesto por Pérez et al., (2016), en el Cuadro 4 se muestra los reactivos para
solucion extraccion de ADN. Por el método se logré obtener concentraciones de entre 20 a

80 ng de ADN extraido por cada 100 mg de tejido molido (Figura 4c).
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Procedimiento:

=

10.

11.

12.

13.

Agitar la solucién de extraccion CTAB 2X y disolver precipitados.

Utilizar los tubos Eppendorf con 100 mg de tejido molido obtenido en el proceso de
molida.

Agregar 700 pL de solucion extraccion, CTAB 2X, mezclar por inversion, para
homogenizar el tejido con la solucién de extraccion.

Incubar en bafio Maria a 65 °C durante 45 minutos y remover los tubos por inversion.
Agregar 700 pL de cloroformo, isoamil alcohol: (24:1) y agitar vigorosamente los
tubos por inversiéon durante 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 10000 rpm a temperatura ambiente durante 10 min para formar la fase
acuosa (parte superior) y la fase organica (parte inferior).

Recuperar aproximadamente 700 pL de la fase superior acuosa a otro tubo
Eppendorf.

Repetir los pasos 5, 6 y finalmente recuperar 400 pL del sobrenadante.

Agregar una proporcion de 1/2 volumen de isopropanol (2-propanol) previamente
enfriado y mezclar por inversion para favorecer la precipitacién de la hebra del ADN.
Incubar las muestras en bafio de hielo durante 20 minutos, para optimizar la
obtencion del pellet de ADN.

Centrifugar a 11000 rpm durante 7 min para precipitar y formar el pellet de ADN en
el fondo del tubo, desechar el isopropanol inclinando levemente el tubo (cuidando
de no perder el pellet de ADN).

Agregar 350 pL de etanol al 75 %, lavar suavemente el pellet de ADN por 10 min.
descartar el etanol y repetir el lavado.

Dejar que el etanol se evapore a temperatura ambiente hasta que el pellet de ADN
seque.

Suspender pellet de ADN en 50 a 80 pL de agua milliQ con RNasa (10 mg/ml).

Incubar en bafio Maria a 37 °C durante 1 hora y almacenar las muestras a -20 °C.

Cuadro 4. Reactivos para Solucién de Extraccién de ADN: CTAB2X.

Reactivo Concentracion en
solucién

Tris-HCI1M (pH=8.0) 100 Mm

EDTA 0.1M(pH=8.0) 20 Mm

CTAB 2,0%

Cloruro de Sodio NacCl 1,4 Mm

Polivinilpirrolidona 1,0 %
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3.3.3.4. Cuantificacién de ADN en gel de agarosa al 1 %

Para verificar la calidad y concentracién del ADN gendmico extraido se utilizé el método por

electroforesis en gel de agarosa al 1 % como se muestra en el Cuadro 5. Que sirve para

estimar por comparacion de intensidad de bandas con un marcador de peso molecular de

concentraciones conocidas (Figura 4d).

La cuantificacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa se realizé bajo el

siguiente procedimiento:

10.

Ensamblar la cubeta de electroforesis.

Preparar el gel de agarosa de acuerdo a la concentracién y tamafio deseado.
Calentar la mezcla de agarosa en un horno microondas, luego enfriar la solucion a
60 °C aproximadamente.

Vaciar la solucién a la cubeta y dejar gelificar al menos 30 min.

Preparar unos tubos Eppendorf con las muestras a cuantificar, deben ser
mantenidos en hielo y en cada uno de ellos depositar 5 pL de agua destilada, 2 pL
de ADN total de la muestra correspondiente y 1 pL de tampoén de cargado (1 ml de
tampoén de cargado + 7 pyL de Syber Green).

Una vez gelificado el gel de agarosa, colocarlo en la cAmara de electroforesis con
el buffer de corrida y depositar suavemente las muestras en los pocillos del gel.
Colocar en un pocillo 2,5 pL del marcador de peso molecular de 200 - 10.000 pares
de bases.

Aplicar la corriente (5 V/cm) por 45 a 60 min aproximadamente.

Sacar cuidadosamente el gel y colocarlo sobre la fuente de luz ultravioleta.
Fotografiar la imagen del gel, documentarla en una computadora y posteriormente

interpretar los resultados.

Cuadro 5. Preparacién de gel de agarosa (cuantificacion de ADN y Productos

PCR).
Gel mediano 100 ml Buffer de corrida
Agarosa 1% (cuantificacion de ADN) lg 400 ml
Agarosa 1% (cuantificacion de ADN) lg 600 ml
TBE 0,5X (ml) para el gel 100

TBE 0,5X (ml) para la cubeta 600
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3.3.3.5. Aplicacién por Reaccion de Cadena de la Polimerasa

En el Cuadro 6 se describen las secuencias de cada uno de los cebadores utilizados en la
investigacion para determinar la presencia de loci especificos (Figura 4e).

Cuadro 6. Genes de resistencia a virus de la marchitez manchado del tomate,
Phytophthora infestans, virus mosaico del tomate y Melodoigyne spp. en
tomate (Solanum spp.) y marcadores genéticos moleculares asociados.

Gen
Marcador/  Cromo Estatus Primers
Locus soma
F 5-GGTGATCTGCTTATAGACTTGGG-3'
Ph-3 TG328 9 CAPS (Chang Kee, 2017)
R 5- AAGGTCTAAAGAAGGCTGGTGC-3'
F  5-AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3' -
Sw5  swazl 9  SCAR (Dianese et al,
R 5-TTCCGCATCAGCCAATAGTGT-3' 2010)
_ F  5-TCGGAGCCTTGGTCTGAATT-3' (Williamson et al.,
Mi REX1 6 CAPS 1994 y Ammiraju
R 5-GCCAGAGATGATTCGTGA-3' et al,, 2003)
F 5-CACCTTTCCCTCTCCAA-3'
Tm-22 9 SCAR (Jin et al., 2014)

R 5'-CACCTTTCCCCTAAAGC-3'

Secuencia polimorfica amplificada y cortada (CAPS)
Regién amplificada y caracterizada por secuencia (SCAR)

Figura 4. Biologia molecular: a) colecta y almacenamiento de material vegetal,
b) molido de muestras con nitrégeno liquido, c) extraccion de ADN
genomico, d) cuantificacion de ADN en gel de agarosa al 1 %, y e) aplicacion
por reaccion de cadena de la polimerasa.
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3.4. Variables de respuesta

Las variables de respuesta que se registraron durante el desarrollo de la investigacion se

describen a continuacion:
3.4.1. Determinacion del indice de reproduccion de nematodos (DTIRN)

La eficiencia del huésped se evalué a través de la siguiente formula propuesta por Seinhorst
(1970):

P
IR=—}_C

Pi

Donde:

IR: indice de reproduccién

Pf: Poblacién final que surge del recuento después de culminado el ensayo

Pi: Poblacién inicial corresponde al numero de huevos y J2 inoculados para cada
tratamiento

3.4.2. Poblacion de nematodos en suelo (PNS)

Se tomo una muestra de 100 gramos de suelo de la zona radicular por cada planta, una vez
terminada la evaluacion de parametros fisioldgicos, posteriormente en el laboratorio se
extrajo los nematodos activos en estado juvenil J2 de Nacobbus aberrans por el método de

pocillo y finalmente el conteo se realizdé en un microscopio (Figura 5a).
3.4.3. Numero de nédulos en raiz (NNR)

Cada sistema de raices se lavo cuidadosamente y luego se procedié a contar el nimero de
agallas totales que se encontraron en el volumen total de la radicula. El procedimiento se

realiza después de finalizar con la evaluacién de parametros fisioldgicos (Figura 5b).
3.4.4. Peso de nédulos en raiz (PNR)

Una vez cuantificadas las agallas se procedi6 a pesar en una balanza analitica (Figura 5c).
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Figura5. Evaluacion de variables de respuesta: a) poblaciéon de
nematodos en suelo, b) nimero de n6édulos en raiz, y c) peso de
nédulos.

3.4.5. Poblacion de huevos de nematodos en raiz (PHNR)

En el laboratorio se lavo el sistema radical con agua corriente, se registré su peso y se
cortaron en trozos de 1 a 2 centimetros, de los cuales, previa homogenizacién, se tomaron
10 gramos y se procesaron mediante la técnica del hipoclorito de sodio en base al método
propuesto por Hussey y Barker (1973); luego, el nUmero de huevos extraidos de la muestra
de 10 gramos de raices, se relacion6 con el peso total del sistema radicular mediante una
regla de tres simple para conocer la poblacion total presente en el sistema radical, de la
siguiente forma: en 10 gramos de raices = NH numero huevos, en TG total gramos de

raices, X qué poblacién de huevos de nematodos correspondera?.
3.4.6. Poblacion de nematodos juveniles en raiz (PNJR)

En el laboratorio se lavo el sistema radical con agua corriente, se registré su peso y se
cortaron en trozos de 1 a 2 centimetros, de los cuales, previa homogenizacion, se tomaron
10 gramos y se procesaron mediante la técnica del hipoclorito de sodio siguiendo el método
propuesto por Hussey y Barker (1973); luego, los estado J2 extraidos de la muestra de 10

gramos de raices, se relacion6 con el peso total del sistema radicular mediante una regla
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de tres simple para conocer la poblacion total presente en el sistema radical, de la siguiente
forma: en 10 gramos de raices = PN numero de nematodos, en TG total gramos de raices,
X qué numero de poblacion de nematodos correspondera?.

3.4.7. indice de nodulacién (IN)

En el laboratorio se lavo el sistema radical con agua corriente y se registré el grado de
agallas mediante la escala de 0 a 4. Los valores del indice de agallas y de incremento de
la poblacion del nematodo, se relacionaron con la escala del Cuadro 7, lo que permitio
conocer con precision el grado de eficiencia como hospedantes de Nacobbus aberrans de

los cultivos o0 malezas evaluados.
3.4.8. Longitud de raiz (LR)

La longitud de raiz se midi6 una vez finalizado el trabajo de investigacion, en una planta
como muestra de cada tratamiento. Tomando la medida desde la cofia de la raiz hasta el

cuello de la planta, con ayuda de una cinta métrica (Figura 6a).
3.4.9. Peso fresco de raiz (PFR)

La medicién del peso fresco de raiz en gramos, se determiné una vez culminada la

investigacion, tomando una planta como muestra de cada tratamiento (Figura 6b).
3.4.10. Diametro del tallo inicial y final (DTly DTF)

Esta variable se registr6 dos veces en el ciclo del cultivo. La primera lectura se efectué
después de las tres semanas del trasplante y la segunda al culminar el ensayo, usando un

calibrador Vernier automatico (Figura 6c).
3.4.11. Temperatura foliar (TF)

Se hizo la medicién de una parte de la hoja mas expuesta al sol, y se asegur6 de que no
haya sombra con el cuerpo del operador o el sombreado de otras plantas cercanas. Las
lecturas se tomaron al mismo lado de cada planta con el sol detras del operador. El equipo
gue se utiliz6 para la medicién de temperatura foliar es un termémetro infrarrojo Sixth Sense
LT300 IRT (Figura 6d).
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3.4.12. Temperatura del suelo (TS)

La temperatura del suelo se registré posterior a la inoculacién en cada una de las macetas,
con la ayuda de un termémetro de suelo, haciendo una penetracion de 10 centimetros en
la parte mas expuesta al sol, este dato estaba expresado en grados centigrados (Figura
6e).

3.4.13. Humedad del suelo (HS)

La humedad del suelo se registré posterior a la inoculacién en cada una de las macetas,
con la ayuda de un tensiometro, haciendo una penetracion de 10 centimetros en la parte

mas expuesta al sol, este dato esta expresado en porcentaje (Figura 6e).
3.4.14. Contenido relativo de clorofila (CRC)

Para realizar esta medicién, se usé el clorofilimetro (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka,
Japan) seleccionando tres foliolos, un impar y los dos pares cercanos a este, de la tercera
hoja extendida desde la parte apical de la planta. En los cuales se realiz6 tres lecturas o
muestreos, por cada foliolo y se promediaron dichas lecturas por cada unidad experimental.
Las unidades de medicién son caracteristica del equipo, los cuales figuran como unidades
SPAD (Soil Plant Analizer Device) los cuales representan o equivalen al contenido relativo

de clorofila en la hoja de la planta (Figura 6f).
3.4.15. indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

Las mediciones de la reflectancia del dosel se tomaron a 1,0 metro por encima del dosel
con una empufiadura de pistola en un campo de visién de 25° en dias despejados entre las
11:00y las 14:00.
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Figura 6. Evaluacién de variables: a) longitud de raiz, b) peso fresco
de raiz, c) diametro del tallo, d) temperatura foliar, €) temperatura del
suelo y humedad del suelo, y f) contenido relativo de clorofila.

3.4.16. Peso del fruto (PF)

Se registré el peso de cinco frutos del segundo racimo de cada especie planta por planta.

Se realiz6 el procedimiento después de finalizar con la evaluacién de parametros
fisiologicos.
3.4.17. Diametro ecuatorial del fruto (DEF)

La medicion del diametro ecuatorial se realizé de cinco frutos mas ancha del fruto maduro,

este caracter se evalud del segundo racimo de cada planta. Se efectu6 el procedimiento

después de finalizar con la evaluacion de pardmetros fisiologicos.
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3.4.18. Diametro polar del fruto (DPF)

La medicion del diametro polar se realizé de cinco frutos se mide desde la insercion del
pedicelo hasta el apice del fruto. Este caracter se evalla en el tercer fruto del segundo
racimo, por cada planta. Se desarroll6 el procedimiento después de finalizar con la

evaluacion de parametros fisiologicos.

Cuadro 7. Escala para calificar el indice de nodulacién de
Nacobbus aberrans a través del numero de agallas en las raices.

Grado N° de agallas Dafio Respuesta
0 0 Sin dafio Inmune
1 1a100 Muy leve Altamente resistente
2 101 a 500 Leve Resistente
3 501 a 1000 Moderado Moderadamente resistente
4 1001 a 1500 Intenso Susceptible
5 > 1501 Muy intense Muy susceptible

Fuente: elaboracion propia.

3.4.19. Expresiones del gen Mi

Los tamanfos de los fragmentos de ADN, esperados por la secuencia polimérfica amplificada
y cortada (CAPS) REX-1 ligado al gen Mi, se determinaron siguiendo a Williamson et al.,
(1994). El marcador CAPS, REX-1, amplifica una banda de 750 pb tanto en el susceptible

como en el dominante.
3.4.20. Expresion del gen Sw-5

Los tamafos de los fragmentos de ADN deseados del marcador regién amplificada y
caracterizada por secuencia (SCAR) 421 se determinaron siguiendo a Stevens et al.,
(1995). ElI marcador desarrolla, aproximadamente, a un centimorgan del gen Sw-5. Este
marcador es codominante, con una banda de 940 pb para el resistente y de 900 pb para el

susceptible.
3.4.21. Expresion del gen Ph-3

La utilizacion del marcador Secuencias polimérfica amplificada y cortada (CAPS) TG328 se
determina siguiendo a Robbins et al., (2010), que sirve para determinar la presencia del gen

Ph-3. Este marcador amplifica una regién de 500 pb.
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3.4.22. Expresion del gen Tm-22

La utilizacién de marcador amplificada y caracterizada por secuencia (SCAR) Tm-22 en
tomate se determin6 segun Dax et al., (1998), se pudo observar una banda de 950 pb y una

banda mas grande tanto en lineas susceptibles como resistentes.
3.5. Diseilo experimental

El ensayo se establecio bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA); con 26 tratamientos
y 3 repeticiones. El modelo estadistico empleado fue segun lo descrito por Calzada (1964).

El modelo lineal aditivo es el siguiente:
Yij=H+ T+ &
Donde:

yij = Observacion correspondiente a la j-ésima unidad experimental, sujeto al i-ésimo
tratamiento

u = media general de la variable de respuesta

T; = Efecto del i-ésimo tratamiento

&;; = Efecto del error experimental

3.6. Andélisis de datos
a) Analisis de varianza (ANVA)

El andlisis de varianza (ANVA) permitio la identificacién de diferencias significativas entre
las especies silvestres y variedades cultivadas de tomate en las variables estudiadas. Para

el andlisis de datos se utilizo el software R version 4.4.0 (paquetes Agro R.).
b) Prueba de promedios

La prueba Duncan es un test utilizado para comparar pares de medias. Las medias de los
tratamientos (con el mismo tamafio de muestras) son colocadas en orden creciente
después de haber rechazado la Hipotesis nula de igualdad de medias mediante la técnica
ANVA.
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c) Anélisis de correlacion (r)

El coeficiente de correlacién permiti6 conocer el grado de asociacion entre las variables,
cuantificando en términos relativos, el grado de asociacion intima o variacion conjunta entre
dos variables cuantitativas, las cuales presentaron distintas unidades tales como:

centimetros, dias y gramos (Morales, 2011).
d) Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Con este andlisis se construyeron nuevas variables o componentes principales para la
identificacion de la relacion que se presentan entre p variables que miden informacion
comun (correlacionadas). Cada componente principal contiene informacién en diferentes
proporciones de todas las variables originales, mismos que deben ser interpretados
independientemente uno del otro, cuyo analisis fueron expresados en valores y vectores

propios (Franco e Hidalgo, 2003).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Comportamiento climético

La Figura 7 muestra la temperatura durante la campafia agricola 2022-2023. Entre octubre
y noviembre, durante la etapa de establecimiento y desarrollo vegetativo, se registraron
temperaturas maximas de 35 °C y minimas de 17 °C. Estas condiciones no afectaron
negativamente esta etapa, ya que los rangos 6ptimos para el desarrollo del cultivo oscilan
entre 28 y 30 °C durante el dia y entre 15y 18 °C durante la noche. En la etapa de floracion,
fructificacion y maduracion, durante diciembre y enero, las temperaturas alcanzaron un
maximo de 33 °C y un minimo de 12.8 °C. En general, se observé que no hubo condiciones
desfavorables para el desarrollo del cultivo.
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Figura 7. Temperaturas registradas durante la campafa agricola 2022 -
2023. (Fuente: Reporte climatico de CNPSH).
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4.2. Andlisis estadistico descriptivo
4.2.1. Diagrama de cajas (boxplot)

La Figura 8a presenta descripciones cuantitativas de las raices, enfocandose en la
determinacion del indice de reproduccion de nematodos (DTIR). Se observa una
concentracion en la media y la ausencia de valores atipicos, excepto en la especie silvestre
S. chmielewskii (G15). De las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, se
evidencia una alta variabilidad en el numero de poblacion en suelo (NPS), mostrando
valores dispersos en relacion con la media. El valor minimo corresponde a la especie
silvestre S. cerasiforme (G22), que no es susceptible a los nematodos. En contraste, la
especie silvestre S. cerasiforme (G16) presenta el valor maximo, indicando una
susceptibilidad muy alta al nematodo. Asimismo, la variable peso de nédulos (PN) mostro
valores intermedios de dispersion respecto a la media. El valor minimo se observé en la
especie silvestre S. cerasiforme (G11), lo que sugiere que este genotipo presenta
resistencia al desarrollo de nematodos en las raices. Por otro lado, el valor maximo se
registré en la especie silvestre S. cerasiforme (G16), que exhibe la mayor poblacion de

nematodos.

En la Figura 8b, se analizan las variables numero de nédulos por raiz (NNR) y peso fresco
de la raiz (PFR), que demuestran una agrupacion concordante. En cambio, la variable
numero de poblacién de huevos por raiz (NPHR) presenta valores dispersos en relacion
con la media, con la especie silvestre S. chmielewskii (G15) mostrando una severa
infestacién por nematodos en las raices. Sin embargo, la especie silvestre S. cerasiforme
(G3) muestra una tolerancia significativa. Estos resultados sugieren que los genotipos con
gen de resistencia a nematodos (RKN) pueden deberse a su origen geogréfico. En
consecuencia, Jacquet et al., (2005); Cortada et al., (2009) y Verdejo-Lucas et al., (2009)
informaron que el origen genético de la planta influye significativamente en la variabilidad

de su resistencia a los nematodos.
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Figura 8. Diagrama de cajas (boxplot) para: a) determinacién de indice de
reproduccién, numero de poblacién en suelo y peso de nédulos, b) niumero de
nédulos en raiz, numero de poblacién de huevos en raiz, peso fresco de raiz
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

4.3. Andlisis de varianza (ANVA) paramétricos
4.3.1. Numero de nddulos en raiz (NNR)

El analisis de varianza para la variable nimero de nédulos en raiz (NNR), segun el Cuadro
8, reveld que existen diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0.01). Esto indica
que las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate exhibieron un
comportamiento diferente en el nimero de noédulos por raiz. Asimismo, se observa un
coeficiente de variacion igual al 29.4 %, lo que sugiere que los datos son confiables, ya que

el coeficiente de variacion es inferior al 30 %.
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Cuadro 8. Andlisis de varianza para la variable numero de nddulos
en raiz (NNR) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate, evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

FV GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 7889379.67 315575.19 7.25 0.0001**
E. Exp. 52 2263821.17 43535.02
CV % 29.4
R2 0.78

Doénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de
libertad, (SC) suma de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC): frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %): coeficiente de variacién, (R?): coeficiente de determinacion.

La Figura 9 exhibe los resultados de la prueba de promedios de Duncan con un nivel de
significancia del 5 % para la variable del nimero de nddulos por raiz (NNR). En total, se
identificaron ocho grupos que comprenden a las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate. Es importante sefialar que las especies silvestres G4 y G6 reportan
1518 y 1414 nddulos, respectivamente, datos superiores indicando una alta incidencia en
comparacion con otros materiales genéticos. Por el contrario, las especies silvestres y
variedades cultivadas como G25 (variedad Renacer) y G11 muestran una notable

resistencia a la formacion de nédulos de nematodos, demostrando promedios de 188y 122
nodulos en la raiz, respectivamente.
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Figura 9. Comparacion de Duncan para la variable nimero de nédulos en raiz

(NNR) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, evaluadas
durante la campafia agricola 2022 — 2023.
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En la presente investigacion se evalu6 dafios ocasionados por la infeccion por Nacobbus
aberrans y los resultados obtenidos evidencian un desarrollo normal en la histologia de las
raices en las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate. Lo cual contrasta
con los resultados reportados por Cabrera et al., (2019), donde analizé el efecto causado
por Nacobbus aberrans en la histologia de las raices en tres cultivares (Platense, Superman
y Mikonos) que resultaron ser susceptibles. Sin embargo, no se evidencié la disminucién
del desarrollo fisiolégico de las plantas ante el parasitismo de este nematodo. Por el
contrario, habria una reduccion en el sistema radical y afectaria la capacidad para obtener
nutrientes, esto, a su vez, conduce a una disminucion en el rendimiento y crecimiento de

las plantas Biaus, (2017).
4.3.2. Peso de nédulos (PN)

Los resultados del andlisis de varianza, para peso de nédulos (PN) en el Cuadro 9
evidencian que existen diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0.01) en la
fuente de variacién para genotipos. Esto afirma que las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate, indicando diferencia en el peso de nddulos, el coeficiente de variacion
fue de 22.04 %, lo que esta por debajo del umbral del 30 %. En consecuencia, el conjunto

de datos demuestra ser fiable y se encuentra dentro de un rango aceptable.

Cuadro 9. Analisis de varianza parala variable peso de n6édulos (PN)
en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 2198.07 87.92 8.79 0.0001**
E. Exp. 52 520.36 10.01
CV % 22.04
R2 0.81

Doénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de
libertad, (SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.

La comparacion de medias mediante la prueba de Duncan, con un nivel de probabilidad del
5 % de significancia para el peso de nédulos (PN) segun la Figura 10, revel6 10
clasificaciones distintas entre los 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate.
Es importante destacar que las especies silvestres G13, G14 y G16, presentaron 23.65,
21.40y 20.70 gramos en peso de nddulo, respectivamente, superando asi a la mayoria de

las especies silvestres y variedades cultivadas de tomate. Estos resultados indican que los
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genotipos son susceptibles a la alta proliferacion de masas de huevos. Por el contrario, G25
(variedad Renacer) y G11 presentaron pesos de nodulos de 5.30 y 2.67 gramos,
correspondientemente, lo que evidencia una resistencia significativa y un menor desarrollo

de nddulos en estos materiales genéticos.
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Figura 10. Comparacion de medias de Duncan para la variable peso de nddulos
(PN) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, evaluadas
durante la campafia agricola 2022 — 2023.

En el presente estudio, se evalué el peso de los nédulos radiculares, observando que no se
presentaron signos evidentes de dafio en la estructura de la raiz. Esto sugiere que las
células vegetales son capaces de responder eficazmente a los atagues de nematodos a
través de la produccion de superédxido (O,7) y peroxido de hidrogeno (H,O,), ambos
compuestos téxicos para los nematodos, tal como se ha demostrado en investigaciones
previas Detrey et al., (2022). En su trabajo, Detrey realizaron inoculaciones artificiales con
nematodos en cultivos de puerro y tomate, encontrando un mayor nimero de nédulos en el
puerro, mientras que las plantas de tomate no mostraron diferencias significativas en el
numero total de nédulos. A pesar de la infeccién, no se evidencié un impacto negativo en
el desarrollo vegetativo ni en la productividad de las plantas. Asimismo, Salazar y Guzman,
(2013) indicaron que los nematodos fitoparasitos pueden ejercer tanto efectos
estimuladores como inhibidores en las plantas. Cuando el estimulo supera la inhibicién, las
plantas afectadas por nematodos pueden incluso mostrar un crecimiento superior en
comparacion con aquellas no infectadas. Para Bali et al., (2021), también destacaron que

las plantas, al estar sometidas a heridas o ataques patogénicos, pueden producir inductores
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de defensa, lo que refuerza su respuesta inmunoldégica y, en algunos casos, contribuye a
un mayor vigor y resistencia frente a los patégenos. Esta capacidad de respuesta sugiere
la existencia de mecanismos complejos de defensa y adaptacion que permiten a las plantas

convivir y, en ciertos casos, beneficiarse de la interaccion con estos organismos.
4.3.3. Longitud de raiz (LR)

El andlisis de varianza de la variable longitud de la raiz (LR), segun el Cuadro 10 no hay
diferencias significativas (P > 0.05) notables entre las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate. Esta representacion numérica significa que los datos proporcionados
pueden considerarse fiables, dado que el coeficiente de variacion de 21 % esta dentro del
umbral aceptable del 30 %.

Cuadro 10. Anélisis de varianza para la variable longitud de raiz (LR)
en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 2131.86 85.27 1.51 0.1051"
E.Exp. 52 2938.13 56.5
CV % 21
R2 0.42

Dénde: (ns) = no significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacién, (GL) grados de libertad,
(SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F) frecuencia
tabla, (CV %) coeficiente de variacién, (R?) coeficiente de determinacion.

La presente investigacion muestra que la longitud promedio de la raiz oscil6 entre 48.37
centimetro como maxima y 25.67 centimetros como minima, indicando un desarrollo
radicular normal sin evidencia de efectos adversos causados por nematodos. Esto sugiere
gue los mecanismos de defensa de la planta pudieron contrarrestar posibles dafios
radiculares. Segun Lovdal et al., (2010), los flavonoides desempefan un papel fundamental
en la adaptacion de las plantas a diferentes condiciones ambientales y contribuyen a la
resistencia contra patégenos, actuando como agentes protectores en plantas de tomate.
Por su parte, Martinez (2016) encontré gue la longitud promedio de las raices en plantas de
tomate cherry bajo diferentes niveles de potasio alcanzé 81 centimetros, lo que indica que
el desarrollo radicular puede estar influenciado por factores nutricionales. Asimismo,
Rodriguez et al., (2022), examinaron el efecto de la inoculaciéon con Trichoderma en el
crecimiento vegetativo del tomate y reportaron una longitud promedio de raiz de 40
centimetros, lo que sugiere que ciertos agentes bioldgicos pueden influir positivamente en

el crecimiento radicular.
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4.3.4. Contenido relativo de clorofila (CRC)

El Cuadro 11 presenta el analisis de varianza (ANOVA) para la variable contenido relativo
de clorofila (CRC). Los resultados muestran diferencias altamente significativas (P < 0.01)
entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, indicando variabilidad
en los niveles de clorofila entre los genotipos evaluados. El coeficiente de variacion obtenido
fue del 8.89 %, lo que demuestra la alta fiabilidad y precisién de los datos recopilados en el
presente estudio. Este valor esta bien dentro del rango aceptable (<30 %), lo que respalda

la consistencia de los resultados y la robustez metodoldgica de la investigacion.

Cuadro 11. Andlisis de varianza para la variable contenido relativo
de clorofila (CRC) en 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate, evaluados durante la campafia agricola

2022 - 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 1644.06 65.76 3.15 0.0002**
E. Exp. 52 1086.56 20.9
CV % 8.89
R2 0.6

Dénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacién, (GL) grados de
libertad, (SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.

La Figura 11 muestra la prueba de promedios de Duncan al 5 % de significancia para la
variable contenido relativo de clorofila (CRC) evaluada en las 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, donde se identific6 siete grupos estadisticamente
diferentes. Los especies silvestres y variedad cultivada que presentaron los valores mas
altos de contenido de clorofila fueron G10 y G26 (variedad Rio Grande), con 60.4 y 57.26
SPAD, respectivamente. Estos valores indican un mayor contenido de clorofila en sus
foliolos, lo que indica una superioridad frente a los otros genotipos evaluados. Esto también
sugiere que estas especies no fueron significativamente afectadas por la infeccién de
nematodos. En contraste, la especie silvestre G19 presentd un valor de 43.3 SPAD, lo que
indica que esta fue adversamente afectada en su parte vegetativa por el dafio radicular
provocado por los nematodos, resultando en un menor contenido relativo de clorofila vy,
posiblemente, en un desempefio fotosintético reducido. Cabe destacar que la especie
silvestre S. galapagense G4 mostré un bajo contenido de clorofila en su parte vegetativa,
lo cual podria atribuirse a factores genéticos inherentes a esta especie. Estos hallazgos

ofrecen informacion relevante sobre la variabilidad genética en la respuesta al estrés bidtico
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y podrian contribuir al desarrollo de cultivares mas resistentes en futuros programas de
mejoramiento genético.
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Figura 11. Comparacion de medias de Duncan para la variable contenido relativo
de clorofila (CRC) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

En el presente estudio, se ha evidenciado que la presencia de nematodos fitoparasitos no
provocoé una disminucién en el contenido de clorofila (CRC) en las 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate evaluadas. Estos resultados sugieren una posible
tolerancia o mecanismos de defensa que permiten mantener la funcionalidad fotosintética
en presencia de nematodos. Mendoza et al., (1998) informa que, en las plantas no
infestadas, el contenido de clorofila varié entre 7.73 y 53.93 SPAD. De manera similar,
Sikandar et al., (2024) demostr6 que el efecto negativo de Nacobbus aberrans incremento
gradualmente la reproduccion de los nematodos, lo que resultdé en una reduccion
significativa del contenido de clorofila y del crecimiento vegetal. Por otro lado, (Bernardo et
al., (2022) encontraron que, en el cultivo de pimiento, el contenido de clorofila fue de 60.42
SPAD en plantas sin infestaciéon de nematodos, mientras que, en plantas con infestacion,
el contenido disminuy6 a 29.85 SPAD. Estos hallazgos refuerzan la importancia de estudiar
la interaccién planta-nematodo para desarrollar estrategias de manejo que minimicen los

impactos negativos en cultivos de importancia agricola.
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4.3.5. Temperatura foliar (TF)

En el andlisis de varianza para la variable temperatura foliar (TF), el Cuadro 12 muestra que
no existe diferencias significativas (P > 0.05) entre las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate con respecto a los valores de temperatura foliar, con un coeficiente de
variacion del 4.76 %, lo que indica que los datos pueden considerarse confiables y se
encuentran dentro de un rango aceptable (<30 %).

Cuadro 12. Andlisis de varianza para la variable temperatura foliar
(TF) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 18.9 0.76 0.57 0.9345M
E. Exp. 52 68.65 1.32
CV % 4.76
R2 0.22

Donde: (ns) = no significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de libertad,
(SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F) frecuencia
tabla, (CV %) coeficiente de variacién, (R?) coeficiente de determinacion.

Durante la evaluaciéon de temperatura foliar (TF) a lo largo del bioensayo, no se observaron
sintomas visibles en la parte aérea de las plantas atacadas por Nacobbus aberrans. A pesar
de que el periodo de evaluacion fue suficiente para que el nematodo completara su ciclo de
vida y causara dafios en las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, el
aumento de la poblacion no fue lo suficientemente significativo como para ejercer un efecto
notable sobre la temperatura foliar. Garita et al., (2021) también reportaron que, en
evaluaciones realizadas 21 dias después de la inoculacién, no se observaron diferencias
significativas en la temperatura foliar entre plantas parasitadas y no parasitadas, sugiriendo
gue la densidad de la poblacibn de Nacobbus aberrans no afecta directamente este
pardmetro. Cabrera et al., (2019) documentaron que, si bien los nematodos pueden inducir
sintomas visibles en la parte aérea, como crecimiento reducido y atrofiado, clorosis,
enrollamiento de los bordes de las hojas, marchitamiento y disminucién del tamafio del fruto,
no necesariamente impactan la temperatura foliar de manera directa. Ademas, Rodriguez,
(2020) indica que las plantas de tomate mantienen una temperatura foliar promedio de
21°C, la cual no se ve afectada significativamente por factores biéticos como los
nematodos, reforzando la idea de que la temperatura foliar puede no ser un indicador directo

del estrés causado por estos patdgenos. Estos hallazgos subrayan la complejidad de las
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interacciones entre los nematodos y las plantas, lo cual se tiene la necesidad de seguir
investigando para comprender plenamente sus impactos.

4.3.6. Temperatura del suelo (TS)

El Cuadro 13, ilustra el andlisis de varianza para la temperatura del suelo (TS) para 26
especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, donde se puede observar que no
existe significancia estadistica (P > 0.05) en la temperatura del suelo. El coeficiente de
variacion de 2.26 %, lo que implica que los datos pueden considerarse confiables y se

encuentran dentro de un rango aceptable inferior al 30 %.

Cuadro 13. Anélisis de varianza para la variable temperatura suelo
(TS) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 8.95 0.36 0.92 0.5805"
E. Exp. 52 20.27 0.39
CV % 2.26
R2 0.31

Dénde: (ns) = no significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacién, (GL) grados de libertad,
(SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F) frecuencia
tabla, (CV %) coeficiente de variacién, (R?) coeficiente de determinacion.

Durante el desarrollo de la investigacion, la temperatura del suelo (TS) en las macetas oscild
entre 27 a 28.31 °C, lo cual proporciona condiciones favorables para el crecimiento y
desarrollo del nematodo Nacobbus aberrans. Segun Espindola, (2019), estas temperaturas
son ideales para el crecimiento del fitopatdgeno, mientras que temperaturas inferiores a 15
°C y superiores a 40 °C pueden ser letales e interrumpir el desarrollo normal de las hembras
de nematodos. Manzanilla-Lopez et al., (2002) reportaron la presencia de Nacobbus
aberrans en Tecamachalco, México (Estado de Puebla), donde la temperatura minima fue
de 3.5 °C y la maxima de 29.5 °C, sugiriendo que la distribuciéon geografica del nematodo
estd influenciada por el rango de temperaturas del suelo. Adicionalmente, Garita, (2019)
indicé que las masas de huevos de este nematodo son capaces de resistir condiciones
adversas de bajas temperaturas (hasta -13 °C), y que los estadios juveniles (J3 y J4)
pueden permanecer viables en el suelo bajo condiciones extremas de humedad,
temperatura y ausencia de hospedadores susceptibles durante un afio. Devran et al., (2023)
evaluaron el efecto de diferentes temperaturas del suelo en la resistencia de plantas de
tomate inoculadas con nematodos y encontraron que, a 25 °C, los nematodos se

desarrollaron normalmente, mientras que, a 35 °C, hubo un aumento significativo en la
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formacion de nédulos y masas de huevos en las plantas. Estos resultados confirman que la
temperatura del suelo es un factor crucial en el desarrollo y patogenicidad de Nacobbus
aberrans, y su capacidad para adaptarse a una variedad de condiciones ambientales influye

en su éxito como fitopatégeno.
4.3.7. Humedad del suelo (HS)

El analisis de varianza para la variable humedad del suelo (HS) se muestra en el Cuadro
14, donde muestra que no existe diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05), entre
las especies silvestres y variedades de tomate en la fuente de variacién de humedad de
suelo. El coeficiente de variacion fue de 0.66 % ya que se encuentran dentro del margen

de aceptacion de 30 %.

Cuadro 14. Andlisis de varianza para la variable humedad del suelo
(HS) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 - 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 3.98 0.16 0.76 0.7679ns
E. Exp. 52 10.86 0.21
CV % 0.66
R2 0.27

Doénde: (ns) = no significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de libertad,

(SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F) frecuencia

tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.
En la presente investigacion, se observé que los nematodos permanecieron vivos en las 26
especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluadas, con un contenido de
humedad del suelo que oscilé entre 69.06 % y 70.03 %. Esto indica que la inoculacion fue
efectiva y que las condiciones de humedad del suelo fueron favorables para la multiplicacion
del nematodo. Espindola, (2019) sefiala que los nematodos requieren la presencia de
peliculas de agua libre en el suelo para facilitar su movimiento y para la transicién entre sus
estadios de vida. Ademas, se ha observado que los nematodos tienden a entrar en un
estado latente cuando el contenido de humedad del suelo se encuentra entre el 40 % y el
60 % de su capacidad de campo, lo cual se atribuye a la reduccién de oxigeno disponible,
ya que los espacios porosos del suelo se llenan de agua en estos niveles de humedad.
Estos resultados sugieren que un adecuado manejo del contenido de humedad del suelo
es un factor critico en la dinamica de supervivencia y movilidad de los nematodos

fitoparasitos en condiciones de cultivo.
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4.3.8. Diametro del tallo inicial (DTI)

Los resultados del analisis de varianza presentado en el Cuadro 15, indicando que existen
estadisticas altamente significativas (P < 0.01) para la variable diametro inicial del tallo
inicial (DTI). Existe diferencias entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate. El coeficiente de variacion fue de 12.69 %, se establece la fiabilidad de los datos,

ya que se encuentra se rango aceptable de 30 %.

Cuadro 15. Andlisis de varianza para la variable diametro del tallo
inicial (DTI) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate, evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 128.77 5.15 4.54 0.0001**
E. Exp. 52 59.02 1.14
CV % 12.69
R2 0.69

Dénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacién, (GL) grados de
libertad, (SC) secuencia de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.

La comparacion de medias utilizando la prueba de Duncan al 5 % de significancia para el
didmetro del tallo inicial (DTI), como se presenta en la Figura 12, revela la existencia de
nueve grupos estadisticamente diferentes entre las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate. Especificamente, las especies silvestres de tomate G22, G19 y G2
destacaron por presentar un diametro de tallo significativamente mayor, con valores de
10.53, 10.17 y 10.04 milimetros, respectivamente. Estos resultados indican un desarrollo
normal y resistente de estos materiales genéticos incluso bajo condiciones de infeccion
artificial por nematodos. Por el contrario, las especies silvestres G9, G14, G10 y G4
mostraron didmetros promedio de 6.72, 6.46, 6.25 y 5.62 milimetros, respectivamente, lo
gue evidencia un desarrollo vegetativo menos vigoroso. Esta variabilidad en el diametro del
tallo sugiere diferencias en la tolerancia o resistencia a la infestacion por nematodos entre

los genotipos evaluados.
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Figura 12. Comparacion de medias de Duncan para la variable diametro del tallo
inicial (DTI) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

La presente investigacion demostré un rango promedio de 5.62 a 10.53 milimetros, para el
diametro del tallo inicial (DTI) en las especies evaluadas. El diametro del tallo es un factor
crucial, ya que plantas con tallos mas delgados tienden a presentar problemas en su
desarrollo y estabilidad. Segun Sequeiros, (2016) en variedades comerciales de tomate, el
didmetro del tallo principal puede variar entre 20 y 40 milimetros, lo que destaca la
importancia de un tallo robusto para el cultivo. De manera similar, Procel y Maribel, (2016)
encontraron en su estudio que el diametro del tallo en hibridos de tomate durante la
segunda semana después del trasplante oscilé entre 20.3 y 20.6 milimetros. Esto coincide
con los hallazgos de Pallo, (2022), quien afirma que el tallo, con un didmetro que varia de
20 a 40 milimetros, es fundamental para proporcionar soporte y equilibrio a la planta. Estos
estudios resaltan la importancia de monitorear y seleccionar plantas con un adecuado

desarrollo del diametro del tallo para asegurar un crecimiento éptimo y un buen rendimiento.

4.3.9. Diametro del tallo final (DTF)

El andlisis de varianza del Cuadro 16 para la variable diametro del tallo final (DTF) revela
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre las 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate presentando diferencia de diametro del tallo final. El
coeficiente de variacién del 17.1 % indica la confiabilidad de los datos recopilados en esta

investigacion, ya que se mantiene por debajo del rango de 30 %.
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Cuadro 16. Andlisis de varianza para la variable diametro del tallo
final (DTF) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate, evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 233.95 9.36 1.82 0.0342*
E. Exp. 52 267 5.13
CV % 17.1
R2 0.47

Doénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de
libertad, (SC) suma de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.

La comparacion de medias utilizando la prueba de Duncan, con un nivel de significancia del
5 %, en relacién con el diametro del tallo final (DTF), revela cuatro clasificaciones distintas
entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate, como se muestra en la
Figura 13. Las especies silvestres G22, G17 y G19 destacan por sus diametros, que son
de 16.66, 15.48 y 15.21 milimetros, respectivamente. Estos resultados sugieren un
desarrollo normal de estos genotipos cuando son infectados artificialmente por nematodos,
especialmente en lo que respecta al crecimiento del tallo. En contraste, las especies
silvestres G14, G11, G9 y G12 presentan didmetros promedio significativamente menores,

de 10.90, 10.83, 9.96 y 9.79 milimetros, respectivamente, indicando un menor desarrollo.
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Figura 13. Comparacién de medias de Duncan para la variable diametro del tallo

final (DTF) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.
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La presente investigacion sobre el didmetro del tallo final (DTF) se muestra en la Figura 14,
destacando las especies silvestres G22, G17 y G19, con valores de 16.66, 15.48 y 15.21
milimetros, respectivamente. Estas medidas podrian atribuirse a la inoculacion artificial con
el nematodo Nacobbus aberrans. En un estudio realizado por Gabriel et al., (2022), se
seleccionaron ocho hibridos de tomate en funcidn de sus caracteristicas agronémicas y su
potencial de rendimiento, encontrando que el diametro del tallo final variaba entre 30y 36.7
milimetros en ausencia de nematodos. Asimismo, en una investigacion previa de Acosta,
(2016) sobre tomates hibridos evaluados en condiciones de invernadero, se observaron
diferentes valores para el diametro del tallo final. La variedad Strabo mostré un promedio
de 26.3 milimetros, seguida por Cedral con 24.9 milimetros y Daniela Mejorada con 22.8

milimetros, todos sin dafios provocados por nematodos.
4.3.10. indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

Los resultados del andlisis de varianza presentado en el Cuadro 17 revelan diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.01) para indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVI, entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate.
Ademas, el coeficiente de variacion es del 9.36 %, situandose por debajo del rango de 30

%, lo que asegura la confiabilidad de los datos dentro de un rango aceptable.

Cuadro 17. Analisis de varianza para la variable Indice de
vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) en 26 especies
silvestres y variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante
la campafia agricola 2022 — 2023.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 25 0.31 0.01 3.44 0.0001**
E. Exp. 52 0.19 3.60E-03
CV % 9.36
R2 0.62

Doénde: (**) = altamente significativo P< 0.01: (FV) fuente de variacion, (GL) grados de
libertad, (SC) suma de cuadrado, (CM) cuadrados medios, (FC) frecuencia, (P>F)
frecuencia tabla, (CV %) coeficiente de variacion, (R?) coeficiente de determinacion.

La comparacién de medias realizada mediante la prueba de Duncan, utilizando un nivel de
significancia del 5 %, para evaluar el indice de vegetacién de diferencia normalizada (NDVI),
como se muestra en la Figura 14, identific6 seis grupos distintos entre las 26 especies
silvestres y variedades cultivadas de tomate. Entre ellos, las especies silvestres G13, G2,
G8, G7 y G3 se destacaron al mostrar NDVI significativamente mas altos, con promedios

de 0.72, 0.72, 0.70, 0.70 y 0.69, respectivamente. Estos resultados sugieren que estos
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materiales genéticos experimentan un desarrollo normal incluso en presencia de
nematodos, sin evidenciar deficiencias nutricionales en el follaje. En contraste, las especies
silvestres y variedades cultivadas G15, G24, G5 y G23 exhibieron un NDVI promedio de
0.59, 0.59, 0.58 y 0.57, respectivamente, lo que indica un menor nivel de vigor en las
plantas. Es relevante mencionar que la especie silvestre S. galapagense G4 presentd un
promedio de 0.41, sugiriendo un NDVI bajo, que puede atribuirse a su genética.
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Figura 14. Comparacion de medias de Duncan para indice de vegetacién de
diferencia normalizada (NDVI) en 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate, evaluados durante la camparfia agricola 2022 — 2023.

El indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) se ha consolidado como una
herramienta eficaz para evaluar el estado vegetativo de las plantas. Por esta razén,
optamos por utilizarlo como referencia para anticipar el impacto de los nematodos. En este
estudio, los resultados para las especies silvestres G13 y G4 se presentan en la Figura 15,
con valores de NDVI de 0.72 y 0.41, respectivamente. Segun Gallego et al., (2015), en su
evaluacion de tomates varietales, los valores de NDVI fueron de 0.71 y 0.67, lo que indica
un buen contenido de nitrégeno en el follaje de las plantas. Por otro lado, Hamdane et al.,
(2022) evaluaron la eficacia de injertos para controlar nematodos y analizaron su impacto
en las plantas. En su evaluacion del NDVI, las plantas injertadas mostraron valores de 0.00

y 0.99, respectivamente, evidenciando una concentracion normal de nitrdgeno en las
plantas.



57

4.4. Anélisis no paramétrico

Los datos no se ajustan a ninguna distribucién, por tanto, el andlisis para las siguientes
variables se analiz6 con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de test de
Dunn.

4.4.1. Determinacion del indice de reproduccion de nematodos (DTIRN)

La Figura 15 muestra una diferencia notable en la variable tasa de indice de reproduccion
de nematodos (DTIRN), indicando diferencias estadisticas altamente significativas (P<
0.01) entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluados. La
especie silvestre G15 exhibié el promedio mas alto de 2.93 %, mostrando diferencias
significativas en comparacion con las especies silvestres y variedades cultivadas (Renacer
y Rio Grande) G3, G5, G25, G26, G21, G17 y G9, con valores de 0.13, 0.13, 0.14, 0.17,
0.20, 0.28 y 0.43 %, respectivamente. Asimismo, la especie silvestre G16 present6 un
promedio de 0.70 %, con diferencias significativas respecto a las especies silvestres y
variedades cultivadas (Renacer y Rio Grande) G3, G5, G25, G26 y G21, con valores de
0.13,0.13,0.14,0.17 y 0.20 %, respectivamente. Del mismo modo, la especie silvestre G22
mostré un promedio de 0.49 %, con diferencias significativas en comparacién con silvestres
y variedades cultivas G3, G5, G25 y G26, cuyas diferencias fueron de 0.13, 0.13, 0.14 y
0.17 %, respectivamente. En cuanto a los materiales restantes no mostraron diferencias

significativas entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate.
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Kruskal-wWallis chi-squared = 60.632, df =25, p-value = 8.55e-05
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Figura 15. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la
variable determinacién del indice de reproduccién de nematodos
(DTIRN) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.

El andlisis para la determinacién del indice de reproduccion de nematodos (DTIRN), como
se muestra en la Figura 15, revela disparidades significativas en el DTIRN entre las 26
especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluadas. Este conocimiento es
crucial para determinar el grado de resistencia o susceptibilidad. Las especies silvestres y
variedades cultivadas G3, G5, G7, G25 y G26 exhiben indices promedios de 0.13, 0.13,
0.14, 0.14 y 0.20, respectivamente, lo que las clasifica como resistentes. Segun Martinez,
(2021), un indice de reproduccion inferior a 1 indica resistencia del hospedero, mientras que
valores superiores a 1 sugieren susceptibilidad. Este autor también sefiala que las plantas
con estos valores no muestran susceptibilidad en su desarrollo vegetativo. Por otro lado,
Corrales, (2011) informa que la combinacién de remocién de suelo, incorporacién de
gallinaza fresca y aplicacion de Cadusafos (un producto quimico) resultdé en una incidencia
de 0.5, mientras que la remocion de suelo sola presentd una incidencia de 7.2. Estos
métodos de control de nematodos evitaron impactos negativos en el desarrollo y

rendimiento de las plantas de tomate, evidenciando valores elevados en su crecimiento.
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4.4.2. Poblacién de nematodos en el suelo (PNS)

La Figura 16 muestra una variacion notable en la poblacién de nematodos en el suelo
(PNS), indicando diferencias estadisticas significativas (P< 0.01) entre las 26 especies
silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluados. La especie silvestre G2 presenta
el promedio mas alto, con 66 J4, destacandose frente a las especies silvestres y variedades
comerciales (Renacer) como G3, G22, G19 G21, G4 y G25, que tienen poblaciones de
nematodos de 0, 0, 1, 1, 2 y 2 J4, respectivamente. Asimismo, la especie G16 alcanza un
valor maximo de 63 J4, mostrando diferencias significativas con G3, G22, G19, G21, G4y
G25, que presentan valores de 0, 0, 1, 1, 2 y 2 J4, respectivamente. Ademas, la especie
G20 tiene un promedio de 38 J4, evidenciando diferencias con las especies silvestres y
variedades cultivadas (Renacer) G3, G22, G19, G21, G4 y G25, que registran recuentos de
0,0, 1,1, 2y 2 J4, respectivamente. En cuanto a los demas materiales, no se observan

distinciones significativas entre los materiales genéticos.

Kruskal-Wallis\chi-gquared = 65.686, df =25, prvalue = 1.648e-0%
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Figura 16. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la variable
poblacién de nematodos en el suelo (PNS) en 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campafa agricola
2022 - 2023.
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Las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate muestran la menor presencia
de poblacion de nematodos en el suelo (PNS), como se ilustra en la Figura 16. Estas
incluyen G3, G22, G11, G19, G25, G9, G12 y G4, con promedios correspondientes de 0, 0,
1,1, 2,2, 2y 2 J4 (estadio juvenil) por planta. Ortufio et al., (2005) sugieren que las
estrategias de supervivencia de estos nematodos estan vinculadas a las masas de huevos
adheridos a los restos de raices en descomposicion, lo que les permite soportar condiciones
desfavorables durante el ciclo del cultivo. Palacios et al., (2022) informan haber
observado hasta 16 machos alrededor de las agallas que albergan a las hembras no
fertilizadas en las raices de los tomates; sin embargo, los machos adultos no causan
dafos ni lesiones en la raiz. Por otro lado, Akker et al., (2014) destacan que la etapa J4
presenta una capacidad de supervivencia ante condiciones ambientales adversas, como
bajos niveles de humedad, permitiéndoles permanecer viables en las raices y el suelo

durante periodos prolongados.
4.4.3. indice de nodulos (IN)

La Figura 16 muestra una variacion significativa en el indice de nodulacién (IN), con
diferencias estadisticas significativas (P< 0.01) entre las 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate examinadas. La evaluacion del indice de nodulacién por Nacobbus
aberrans se realizé mediante una escala de calificacién visual con un rango de 0 a 5,
descrita en el Cuadro 7. Las especies silvestres como G15, G16 y G14, presentaron un
indice de 5 (638, 3,453 y 2,002 ndédulos, respectivamente), calificados como “Muy
susceptible”, mientras que las especies silvestres G6 y G8 abtuvieron un rango de 4 (1465
y 1141 nddulos, respectivamente), considerados “Susceptible”. Asimismo, las especies
silvestres G25, G5 y G3, junto con la variedad cultivada Renacer, mostrando un indice de
3 (720, 665, 663 noédulos, respectivamente), clasificados como “Moderadamente
resistente”. Los materiales genéticos restantes prestan un indice de susceptibles y muy

susceptibles.
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55 Kruskal-Wallis chi-squared = 59.062, df = 25, prvalue = 0.0001406
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Figura 17. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la variable
indice de nodulos (IN) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate, evaluadas durante la campafa agricola 2022 — 2023.

En esta investigacion se evaluaron 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate
para determinar el indice de nodulos (IN) utilizando una escala de calificacién visual con un
rango de 0 a 5. Los resultados, presentados en la Figura 17, muestran que los genotipos
G3, G5, G7, G25 y G26 exhiben un indice de 3, clasificados como "moderadamente
resistentes"”, con nédulos de 663, 665, 714, 720 y 863, respectivamente. Segun Lizardo et
al., (2022), en ocho variedades de tomate, 45 dias después de la inoculacién con
nematodos, se observé un rango de 5 en el indice de nodulacién; la histologia de las raices
mostré nédulos, lo que no afect6 el desarrollo y rendimiento de las plantas. Taylor y Sasser,
(1978) indican que un indice de nédulos en el rango de 5 se asocia con un namero de 3800
nodulos, lo que tampoco afecta la capacidad de las raices para absorber nutrientes.
Ademas, Wubie y Temesgen, (2019) informan que, en un estudio sobre los mecanismos de
resistencia del tomate a los nematodos, las especies de tomate silvestre resistentes
presentaron un promedio de 2,988 nédulos, mientras que el cultivar susceptible mostré

8966 nddulos, lo que provocd una reduccion en el crecimiento de la planta.
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4.4.4. Numero de poblaciones de huevos en raiz (NPHR)

La Figura 18 muestra una diferencia significativa en el nimero de poblacion de huevos en
raiz (NPHR), indicando diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0.01) entre las
26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluadas. En particular, la
especie silvestre G15 se distingue con un promedio mas alto de 14,268 huevos, a diferencia
con las especies silvestres y varietales G3, G5, G25, G26 y G21, que registran 648, 656,
696, 813 y 966 huevos, respectivamente. Asimismo, se observa una diferencia significativa
en la especie silvestre G16, que presento un promedio de 3,400 huevos, mostrando
diferencias a los genotipos G3, G5, G25, G26 y G21, que tienen cantidades de 648, 656,
696, 813 y 966 huevos, respectivamente. Ademas, la especie silvestre G22, con un
promedio de 2,363 huevos, muestra diferencias significativas con G3, G5 y G25, que
exhiben cantidades de 648, 656 y 696 huevos, respectivamente. Por otro lado, los demas

materiales genéticos no presentan distinciones significativas.
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Figura 18. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la variable
nuamero de poblacién de huevos en raiz (NPHR) en 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campafa agricola
2022 - 2023.
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En esta investigacion, se identificaron de las 26 especies silvestres y variedades cultivadas
con un menor numero de poblacion de huevos en las raices, en las especies silvestres y
variedades cultivadas como G3, G5, G25, G26 y G21, con promedios de 648, 656, 696, 813
y 966 huevos, respectivamente. A pesar de la presencia de estos huevos de nematodos,
estas plantas no manifestaron deficiencias durante su ciclo vegetativo. En una investigacion
realizada por Cazares et al., (2019), se observé que en cinco poblaciones de tomate
silvestre y una variedad cultivada, Rio Grande, inoculadas con nematodos, las poblaciones
silvestres presentaron una mayor nodulacién que la variedad comercial Rio Grande, sin
que se observaran dafios fisiologicos en las plantas . Por su parte, Garita et al., (2021)
informo que mediante la inoculacién artificial del nematodo Nacobbus aberrans en plantas
variedad Platense, a los 75 dias se registraron numerosas agallas, con un total de 90,060
huevos por planta. No obstante, esto no afectd el desarrollo vegetativo de las plantas.
Segun Veremis et al., (2007), en un estudio sobre accesiones de tomates exéticos en busca
de fuentes de resistencia a Nacobbus aberrans, se encontré que la reproduccién de los
nematodos alcanzé un promedio de 13,149 huevos por raiz, presentando raices con
agallas; sin embargo, esto no implicé una reduccion en la absorcién de nutrientes del suelo

por parte de las plantas.
4.4.5. Poblacion de nematodos juveniles en raiz (PNJR)

La Figura 19 revela una diferencia notable en la variable poblacion de nematodos juveniles
en la raiz (PNJR), indicando la presencia de diferencias estadisticas altamente significativa
(P< 0.01) entre las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluados. La
especie silvestre G15 muestra el mayor promedio, con 368 PNJR exhibiendo diferencias
significativas en comparacion con las especies silvestres y cultivares G5, G13, G14, G25,
G24 y G26 que registraron 9, 11, 12, 24, 33 y 50 PNJR, respectivamente. Por otro lado, la
especie silvestre G19 presento diferencias con G5, G13, G14, y G25 con valores de 9, 11,
12 y 24 PNJR, correspondientemente. Los materiales restantes no mostraron diferencias

significativas.
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Kruskal-Wallis chi-squared = 63.739, df = 25, p-value = 3.132e-05
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Figura 19. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la variable
poblacién de nematodos juveniles en raiz (PNJR) en 26 especies silvestres
y variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campafa agricola
2022 - 2023.

En esta investigacion, se evaluaron 26 especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate en relacion con la poblaciéon de nematodos juveniles en la raiz (PNJR). Las especies
silvestres que mostraron la menor poblacién de juveniles fueron G5, G13, G14 y G3, con
promedios de 9, 11, 12 y 15 juveniles por gramo de raiz, respectivamente. Los hematodos
fitoparasitos representan una limitacién importante en los sistemas agricolas, provocando
pérdidas en los rendimientos de los cultivos. Segin Wubie y Temesgen, (2019), los
juveniles infecciosos de segundo estadio (J2) eclosionan de los huevos e inician la infeccion
en las partes de la raiz. Sin embargo, en las variedades tomate resistente, estos procesos
se bloquean, ya sea impidiendo la penetracién de los J2, provocando su muerte tras la
penetracién o reduciendo su reproduccion. Ademas Palacios et al., (2022) observaron el
namero de juveniles 45 dias después del trasplante, encontron 158 y 102 juveniles por
gramo de raiz en la variedad comercial Miroma, respectivamente; sin embargo, no se

presentaron signos de deficiencia en el desarrollo de la planta.
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4.4.6. Peso freso de raiz (PFR)

La Figura 20 muestra una notable diferencia en el peso fresco de raiz (PFR), indicando la
presencia de diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0.01) entre las 26
especies silvestres y variedades cultivadas de tomate. Especificamente, la especies
silvestre G22 se destaca al exhibir el valor promedio mas alto, con 352.25 gramos, lo que
refleja una clara diferencia en comparacion con las accesiones silvestres y las variedades
cultivadas como G14, G10, G15, G11, G16 y G1, que registraron pesos frescos de raiz de
82.40, 94.60, 94.90, 111.33, 118.30 y 145.55 gramos, respectivamente. Ademas, se
observa una distincion significativa en la especie silvestre G5, que presento un promedio
de 314.13 gramos de peso fresco de la raiz, mostrando una marcada diferencia respecto a
las especies silvestres G14, G10, G15, G11 y G16, que obtuvieron valores de 82.40, 94.60,
94.90, 111.33 y 118.30 gramos, respectivamente. Por otro lado, los demas genotipos no

presentan diferencias significativas entre si.
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Figura 20. Analisis de Kruskal — Wallis y prueba de test de Dunn para la variable
peso fresco de raiz (PFR) en 26 especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate, evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.
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El nematodo desencadena una serie de alteraciones celulares e histoldgicas en las raices
infectadas, dando lugar a la formacion de nodulos, donde el parasito establece su sitio de
alimentacion. En esta investigacion, se evaluo el peso fresco de la raiz (PFR) en raices
infestadas por nematodos, como se muestra en la Figura 20. Se observé que las especies
silvestres con menor peso fresco fueron G14, G10, G15, G11 y G16, con promedios de
82.40, 94.60, 94.90, 111.33 y 118.30 gramos, respectivamente. Segun Martinez, (2016), ),
en variedades comerciales utilizando diferentes fuentes de potasio, el peso fresco promedio
de la raiz fue de 109.15 gramos. Ademas, Cetintas et al., (2018) investigaron el efecto de
15 cepas de Rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) contra
Meloidogyne incognita en tomate en invernadero, obteniendo un peso fresco promedio de

la raiz de 40.4 gramos.
4.5. Anaélisis de correlacion

La matriz de correlacion entre cada par de caracteres cuantitativos se presenta en la Figura
21. Se observaron 16 coeficientes altamente significativos (P < 0.01) y 8 coeficientes
significativos (P < 0.05). Entre las correlaciones mas importantes se encuentran las
variables correspondientes al indice de reproduccion de nematodos y la productividad en
del fruto. La correlacion mas alta correspondié al indice de reproducciéon (DTIR) con r =
1.00, lo que indica que estas variables estan altamente correlacionadas con el nimero de
poblacion de huevos en raiz (NPHR) y la poblacién de nematodos juveniles en la raiz
(PNJR), con r = 0.91 para ambas. Esto sugiere que un mayor DTIR esta asociado con un
aumento en NPHR y PNJR. Segun Silva et al., (2019), se demostré que el nUmero de
nodulos y la masa de huevos por raiz causan dafios en la raiz, lo que interfiere con la
absorcion de nutrientes y resulta en una reduccion del rendimiento. Wubie y Temesgen,
(2019) menciona que el sintoma principal de la infeccion en plantas susceptibles es la
formacion de nédulos en las raices, que alteran la funcion normal del tejido xilematico de la
planta. Ademas Salazar-Antdn y Guzman-Hernandez, (2013) indican que la reproduccion
de los nematodos afecta las etapas fenolégicas del cultivo de tomate, sefialando que la
cantidad de nematodos aumenta conforme avanza el desarrollo de las plantas, ya que un

sistema radicular extenso proporciona mas alimento y refugio para los nematodos.

Asimismo, se observd una correlacion notable entre el diAmetro ecuatorial (DE) y otras
variables, con r = 0.07. Esta variable esta altamente correlacionada con el peso del fruto

(PF) y el diametro polar (DP), con r = 0.88 y r = 0.93, respectivamente. Sin embargo, se
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observa que a menor PF y DP, habra un menor DE del fruto, lo que sugiere que estos dos
caracteres influyen en que el diametro ecuatorial sea mayor tamafo. Gabriel et al., (2022),
en un andlisis de correlacion de Pearson, también sefialaron correlaciones significativas
entre las variables evaluadas, como el peso del fruto, la altura de la planta y los diametros

ecuatorial y polar del fruto.
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Figura 21. Coeficiente de correlacidn para caracteres cuantitativos de 26 especies
silvestres y variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campafa
agricola 2022 — 2023.

4.5.1. Andlisis de componentes principales

La transformacion lineal realizada mediante este método permiti6 generar un nuevo

conjunto de 19 variables independientes, denominadas componentes principales, que se
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expresan en valores y vectores propios. La reduccion del nimero de dimensiones
originales facilita una explicacion mas clara de la relacion existente entre los individuos y
las variables.

De acuerdo con el criterio de Sanchez (1995) y Gonzalez et al., 2010), para la seleccion
basada en la proporcion acumulada, se consideran aceptables aquellos componentes
cuyos valores propios superen el 50% de la varianza acumulada en los tres primeros
componentes principales. Siguiendo este criterio, se seleccionaron los tres primeros
componentes principales como significativos, los cuales, en conjunto, explican mas del
50% de la varianza total acumulada. Para ilustrar esto, se elabord la Figura 22, que
presenta los valores propios en la abscisa y el porcentaje de variabilidad acumulada de
cada componente en la ordenada, permitiendo observar graficamente el decrecimiento de

los primeros componentes en relacion con los demas.
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Figura 22. Gréafico de sedimentacion de los componentes principales, de acuerdo
a la varianza de 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate,
evaluadas durante la campafia agricola 2022 — 2023.
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La contribucion de cada variable original asociada a cada componente principal se presenta
en el Cuadro 18. Se advierte que el primer componente principal contribuyo con el 22.8 %
de la varianza. Segun los coeficientes, se identificaron materiales genéticos que expresan
un alto potencial genético en términos de productividad, incluso en presencia de infeccion
por nematodos. Estas variables incluyen longitud de raiz (LR), peso freso de raiz (PFR),
diametro del tallo inicial (DTI), peso de fruto (PF), didmetro ecuatorial (DE) y didmetro polar
(DP), las cuales aportaron de manera positiva. En contraste, las variables relacionadas con
el indice de reproduccion de nematodos (DTIR) y el indice de nodulacion (IN) presentaron
una contribucion negativa. Por lo tanto, este componente caracteriza aquellos materiales
genéticos que desarrollan cierto grado de resistencia a la infecciébn por nematodos,
indicando que una mayor incidencia de hematodos se asocia con una menor longitud de
raiz, un peso fresco de raiz reducido y tallos delgados, lo que resulta en frutos mas

pequerios.

El segundo componente principal aporté un 17.8% de la varianza, destacando que las
variables que mas contribuyeron positivamente fueron el indice de reproduccion de
nematodos (DTIR), peso de fruto (PF), diAmetro ecuatorial (DE) y diametro polar (DP). En
cambio, la variable peso de nédulos (PN) mostr6 una contribucion negativa. Este
componente caracteriza a las especies silvestres y variedades cultivadas que tienden a

desarrollar cierto grado de resistencia a estos nematodos.

El tercer componente principal contribuyd con el 13.2% de la varianza, indicando que las
variables que mas contribuyeron de forma negativa fueron la longitud de raiz (LR), el indice
de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) y el diametro del tallo final (DTF). Por lo
tanto, este componente caracteriza a aquellas especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate que no muestran resistencia, sugiriendo la formaciéon de nédulos de nematodos

en las raices.
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Cuadro 18. Valores propios y correlacion asociada a los tres
primeros componentes principales de 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campana
agricola 2022 — 2023.

Componentes principales ChP.1 Ch.2 CP.3
Valor propio 43.2 335 25.1

Varianza total explicada (%) 22.8 17.8 13.2

Varianza acumulada (%) 22.7 40.3 53.6

Variables

DTIR -0.627 0.656 -0.341
NPS -0.272 -0.178 0.105
NNR -0.254 -0.396 0.420
IN -0.647 0.156 0.178
PN -0.339 -0.596 -0.044
NPHR -0.628 0.654 -0.339
PNJR -0.530 0.671 -0.367
PFR 0.611 -0.139 -0.293
LR 0.552 -0.263 -0.519
NDVI 0.131 -0.418 -0.533
CRC -0.073 0.263 -0.050
TF -0.172 -0.400 0.229
TS -0.094 0.109 0.304
HS -0.110 0.113 -0.076
DTI 0.598 0.019 -0.507
DTF 0.429 0.227 -0.624
DE 0.617 0.544 0.467
DP 0.664 0.555 0.415
PF 0.684 0.546 0.311

En la Figura 23a, se observar las variables mas positivamente vinculadas al primer eje, que
incluyen longitud de raiz (LR), peso fresco de la raiz (PFR), diametro del tallo inicial (DTI) y
didmetro del tallo final (DTF). En contraste, el indice de nodulacién (IN) y la poblacion de
nematodos en el suelo (PNS) se relacionan negativamente. Para el segundo eje, las
variables mas asociadas positivamente son el contenido relativo de clorofila (CRC), la
humedad del suelo (HS) y la temperatura del suelo (TS); mientras que el indice de
vegetacion de diferencia normalizada (NDVI), la temperatura foliar (TF), el peso de nédulo

(PN) y el numero de nédulos en raiz (NNR) se correlacionan negativamente.



71

Ademas, se puede apreciar el grado de asociacion entre las variables, determinado por la
separacion angular de sus proyecciones y las distancias desde el origen. Cuanto mayor es
la distancia, mayor es la contribucion de la variable. Segun las separaciones angulares, la
mejor asociacion se observa entre el indice de reproduccién en la raiz (DTIR) con el nimero
de poblacion de huevos en raiz (NPHR) y la poblacion de juveniles en raiz (PNJR). A
continuacion, se encuentra el peso del fruto (PF) asociado con el diametro ecuatorial (DE)
y el didmetro polar (DP). En sentido negativo, se destacan el numero de nddulos en raiz
(NNR) y el peso de nédulo (PN). La distancia al origen indica que las variables relacionadas
con el nimero de nodulos, el nimero de poblacion de huevos en raiz y la poblaciéon de

nematodos juveniles en raiz representan un desafio para la supervivencia de la planta.

La Figura 23b muestra la dispersiéon de las 26 especies silvestres y variedades cultivadas
en todos los cuadrantes del grafico del andlisis de componentes principales (ACP),
revelando tres agrupaciones distintas. Las especies silvestres y variedades cultivadas de
tomate, como G18, G19, G23, G24, G25 y G26, se distribuyen en el primer cuadrante,
representando un mayor peso de fruto, diametro polar, diametro ecuatorial, diametro del
tallo inicial y didmetro del tallo final. Por otro lado, las especies silvestres G4, G11, G10,
G14, G15 y G16 se agrupan en el segundo Yy tercer cuadrante, siendo determinadas como
resistentes, con mayores valores en las variables relacionadas con el indice de
reproduccidn, nimero de poblacién de huevos en raiz e indice de nodulacion. En contraste,
las especies silvestres G1, G2, G3, G5, G6, G7, G8, G9, G12, G13, G17, G20, G21 y G22
presentan promedios menores, sugiriendo resistencia. Segun Detrey et al., (2022), ), se
encontraron resultados similares en el analisis de componentes principales (PCA) basado

en la inoculacién de nematodos en plantas de tomate.
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variedades cultivadas de tomate, evaluadas durante la campafia agricola 2022
- 2023.
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4.6. Andlisis estadistico de biologia molecular
4.6.1. Expresiones del gen Mi

En la presente investigacion, se logro identificar el gen Mi en las especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate. Las Figura 28 y 24 ilustran una clasificacion en dos grupos
distintos basada en el patron de amplificacion. El primer grupo, compuesto por 22 materiales
genéticos, exhibié un patron de amplificacion de un fragmento de 750 pb, lo que indica un
estado homocigoto resistente (Mi/Mi). Esta agrupacion incluye tanto tomates silvestres
como cultivares (G1, G2, G3, G4, G6, G7, G8, G9, G10, G12, G14, G15, G16, G17, G19,
G20, G21, G22, G23, G24, G25 y G26), siendo las especies predominantes S. cerasiforme,
S. galapagense, S. pimpinellifolium, S. pennellii, S. neorickii, S. chmielewskii, S.
habrochaites y S. lycopersicum.

Por otro lado, el segundo grupo comprende cuatro materiales restantes que no mostraron
un patron de amplificaciéon, correspondiendo en su mayoria a accesiones silvestres (G5,
G13, G1l1 y G18), también pertenecientes a especies como S. cerasiforme, S.
pimpinellifolium y S. habrochaites.

Resultados similares fueron encontrados en estudios realizadas, por Gallardo et al., (2013)
y Hassan y Mahmoud (2021), quienes identificaron el gen Mi, en cinco variedades de tomate
como resistentes y uno como susceptible Meloidogyne spp. Asimismo Carvalho et al.,
(2015) y Hassan y Mahmoud (2021) encontraron respuestas en especies silvestres y
cultivares de tomate que portan el gen Mi-1 frente a diferentes especies de Meloidogyne
spp. Segun Dangl et al., (2013), se han identificado mecanismos de defensa innatos en las
plantas, mediadas por genes de resistencia, que actian como defensa contra los
nematodos, destacando la produccion de sustancias como las fitoalexinas. Es importante
resaltar que se identificaron 22 especies silvestres y variedades cultivadas con el gen de

resistencia Mi en el Banco Nacional de Germoplasma de Hortalizas del INIAF.
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Figura 24. Producto de aplicacién de PCR con el marcador CAPS, REX-1 para
identificacion de bandas de alelos Mi. en 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate, susceptible (S) (mi/mi); resistente (R) (Mi/Mi).

4.6.2. Expresién del gen Sw-5

En el presente estudio se muestra la identificacion del gen Sw-5 en las especies silvestres
y variedades cultivadas de tomate. Las Figura 28 y 25 representan la clasificacion en dos
grupos distintos. El primer grupo revel6 un patrén de amplificacién de 940 pb, indicando un
estado de alelo homocigoto resistente (Sw-5/Sw-5). Este grupo esta conformado por 16
especies silvestres y variedades cultivadas (G1, G2, G3, G4, G6, G7, G8, G9, G17, G19,
G20, G21, G22, G23, G25 y G26), que pertenecen mayormente a especies como S.
cerasiformes, S. pimpinellifolium, S. galapegense, S. habrochaites y S. lycopersicum. Por
otro lado, el segundo grupo comprende 10 especies silvestres restantes que no presentaron
patrones de amplificacién (G5, G10, G11, G12, G13, G14, G15, G16, G18 y G24),
perteneciendo mayormente a S. cerasiforme, S. neorickii, S. chmielewskii y S.

lycopersicum.

Los resultados obtenidos son consistentes con los estudios de Gallardo et al., (2013),
quienes utilizaron material de retrocruzas Fs y R; a Fs Rs con marcador (SCAR) Sw-421

ligado al gen Sw-5. Se identificaron ocho variedades como resistente y uno como



75

susceptible. Asimismo, Gabriel et al.,, (2013) identificaron genes de resistencia en
poblaciones hibridas, observando la presencia de la banda de resistencia (R) del TSWV a
940 pb en las variedades PROINPA 2 (Aguai) y PROINPA 9 (Bonita), en un estado
homocigoto dominante (Sw-5/Sw-5). Las variedades PROINPA 1 (Andinita), PROINPA 3
(Arami), PROINPA 4 (Yara), PROINPA 5 (Pintona), PROINPA 6 (Jasuka) y PROINPA 10
(Bola Pera) exhibieron la banda de resistencia (H) al TSWV en el rango de 900 a 940 pb,
en estado heterocigoto (Sw-5/Sw-5+). Solo la variedad PROINPA 7 (Redonda), la madre
71 89S LACHING SW-5y la variedad Shannon mostraron el gen de susceptibilidad (S) al
TSWV a 900 bp, en estado homocigoto recesivo (Sw-5+/Sw-5+). Segun Hanson et al.,
(2016), los cultivos de tomate infectados por virus pueden provocar una reduccion
significativa en el rendimiento, la calidad de la fruta, la vida util y el contenido nutricional,
llegando en casos extremos a obligar a los agricultores a abandonar por completo la
produccion de tomate. La infeccion por TSWV reduce severamente tanto el rendimiento
como la calidad de la fruta. Por lo tanto, estas 16 especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate que poseen el gen de resistencia Sw-5 son un material genético valioso del

Banco Nacional de Germoplasma de Hortalizas del INIAF para la mejora genética.
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Figura 25. Producto de aplicacion de PCR con el marcador SCAR, Sw-421 para
identificacion de bandas de alelos Sw-5, en 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, susceptible (S) (sw-5/sw-5); resistente (R)
(Sw-5/Sw-5).
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4.6.3. Expresion del gen Ph-3

En la presente investigacion se realizo un analisis molecular del gen Ph-3 en 26 especies
silvestres y varietales cultivadas de tomate. Los resultados se presentan en las Figuras 28
y 26, revelando una clara division en dos grupos distintos. El primer grupo compuesto por
19 especies silvestres y variedades cultivadas, mostré6 fragmentos de banda 500 pb
indicativos de homocigotos resistentes (Ph-3/Ph-3), este grupo incluye a los materiales (G1,
G2, G6, G8, G9, G10, G12, G13, G14, G16, G17, G18, G19, G20, G21, G22, G23, G24 y
G26), que confieren resistencia a P. infestans, predominando en especies como S.
habrochaites, S. pimpinellifolium, S. lycupersicum, S. cerasiforme, S. pennelli, S.
chmielewskii y S. neorickii. EI segundo grupo esta compuesto por siete materiales restantes
gue no presentaron los fragmentos, los cuales son especies silvestres y comercial (G3, G4,
G5, G7, G11, G15, y G25), pertenecen a S. pimpinellifolium, S. galapagense y S.

lycopersicum.

El control de P. infestans sigue siendo un desafio debido a la alta variacion genética y la
compleja composicién racial de esta especie, que continuamente genera mdltiples razas
mediante reproduccion sexual entre diferentes tipos de apareamiento (Al y A2). Younghoon
etal., (2013) indica que las especie silvestres y cultivadas albergan el gen de ph-3, y Moreau
et al., (1998) sefiala que este gen también esta presente en plantas comerciales. Segun
Chang Kee Anselmo, (2017), en seis poblaciones de S. pimpinellifolium y un cultivado de
tomate, se identific6 el gen Ph-3 en cinco de las especies silvestres, mientras que la
variedad cultivada no mostr6 el gen de resistencia.

Es crucial destacar que se logro identificar 13 especies silvestres y variedades cultivadas
de tomate que poseen el gen Ph-3, material genético del Banco Nacional de Germoplasma
de Hortalizas del INIAF. Estos materiales son valiosos para el programa de mejoramiento
genético y pueden ser utilizados en cruzamientos con materiales que carecen del gen de

resistencia.
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Figura 26. Producto de aplicacion de PCR con el marcador SCAR, TG-328 para
identificacion de bandas de alelos Ph-3, en 26 especies silvestres y variedades
cultivadas de tomate, susceptible (S) (ph-3/ph-3); resistente (R) (Ph-3/Ph-3).

4.6.4. Expresion del gen Tm-22

En el presente estudio se llevo a cabo un andlisis molecular del gen Tm-22en 26 especies
silvestres y variedades cultivadas de tomate. Los resultados, presentados en las Figuras 28
y 27, se dividieron en dos grupos distintos. El primer grupo mostré fragmentos de banda de
585 pb, correspondientes a alelos homocigotos resistentes (Tm-22/Tm-22), que
agrupandol13 genotipos (G1, G3, G4, G9, G12, G14, G16, G17, G20, G21, G23, G24 y
G26). Estos materiales genéticos, que presentan fragmentos de resistencia, son
principalmente de las especies S. cerasiforme, S. galapagense, S. pimpinellifolium, S.
neorickii, S. chmielewskii, S. habrochaites y S. lycopersicum. Por otro lado, el segundo
grupo no manifestd el fragmento del genTm-22 en 13 especies silvestres y cultivares (G2,
G5, G6, G7, G8, G10, G11, G13, G15, G18, G19, G22 y G25), perteneciente a las especies

S. pennellii, S. habrochaite, S. pimpinellifolium y S. lycopersicum.

De acuerdo Jin et al., (2014), en seis muestras amplificadas con el cebador Tm-22, se
identificaron dos genotipos con el gen de resistencia, mientras que cuatro variedades no

mostraron el gen de resistencia a Tm-22. Estos resultados evidencian la eficacia del
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marcador SCAR para diferenciar los genotipos. Segun Panthee et al., (2013), los
marcadores moleculares estrechamente vinculados a genes de resistencia pueden mejorar
la eficiencia de la seleccion y prevenir problemas asociados. Por consiguiente, estos 13
materiales que poseen el gen de resistencia Tm-22, provenientes del Banco Nacional de
Germoplasma de Hortalizas del INIAF, son valiosos para su uso en programas de mejora
genética, representando un enfoque beneficioso y respetuoso con el medio ambiente al
reducir la necesidad de productos quimicos y minimizar las pérdidas de produccion

ocasionadas por esta enfermedad.
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Figura 27. Producto de la aplicacion de PCR con el marcador SCAR, para
identificacion de bandas de alelos Tm-22, en 26 especies silvestres y
variedades cultivadas de tomate, susceptible (S) (tm-22 / tm-22); resistente (R)
(Tm-22 / Tm-22).
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Figura 28. Diagrama polar sobre la expresion en relacion al gen Mi que confiere a
Meloidogyne spp., al gen Sw-5 que confiere resistencia al Virus del Marchitez
Manchado del Tomate (TSWV), al gen ph-3 que confiere al tizén tardio
(Phytophtora infesta) y al gen Tm-22 que confiere al Virus Mosaico del Tomate

(ToMV).
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CONCLUSIONES

Las 26 especies silvestres y variedades cultivadas de tomate evaluadas contienen el
fragmento de ADN asociado con la resistencia a diversos factores bidticos, incluidos
nematodos agalladores, el virus de la marchitez manchada del tomate, el tizon tardio y
el virus del mosaico del tamate. Ademas, se ha confirmado la resistencia al falso
nematodo (Nacobbus aberrans).

Las 26 especies analizadas se agruparon en cuatro grupos homocigotos. Se determin6
que 22 de ellas presentan el gen Miy 16 al gen Sw-5, ambos asociados con resistencia
al nematodo y al Virus Mosaico de la Marchitez Manchada del Tomate (TSWYV).
Ademas, se identificaron 19 materiales genéticos con el gen Ph-3 'y 13 con el gen Tm-

22, ambos relacionados con la resistencia a Tizén tardio y Virus Mosaico del Tabaco.

Se realiz6 una minuciosa seleccion de las 26 especies silvestres y variedades
comerciales de tomate, identificando que 16 de estas son homocigotos para la
resistencia combinada contra nematodos y el virus del marchitamiento manchado del

tomate.

En relacién con el comportamiento patolégico frente a Nacobbus aberrans, evaluado
mediante el indice de nodulacion. cinco especies (G3, G5, G7, G25 y G26) exhibieron
un rango de 3, clasificandose como "moderadamente resistentes” a la infeccidn del falso

nematodo.
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6. RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar la investigacion de las especies silvestres y variedades
cultivadas que muestran resistencia a factores bi6ticos, incluidos los nematodos
agalladores, el virus de la marchitez manchada del tomate, el tizon tardio y el virus
mosaico del tabaco, asi como al falso nematodo (Nacobbus aberrans). Estos
descubrimientos son fundamentales para impulsar su uso en el mejoramiento genético

de variedades de tomate mas resistentes.

e Se sugiere enfocar la atencién en los materiales genéticos que han demostrado
homocigosis para los genes Mi, Sw-2, Ph-3 y Tm-22, ya que han mostrado resistencia a
amenazas fitopatoldgicas. Ademas, se insta a seguir investigando y evaluando nuevas
combinaciones genéticas para desarrollar variedades de tomate alun mas resistentes y

adaptadas a los desafios actuales y futuros en la agricultura.

e Esrecomendable aprovechar al maximo los 16 genotipos de tomate identificados como
homocigotos para la resistencia combinada contra nematodos y el virus del
marchitamiento manchado del tomate. Estos genotipos son recursos clave para los
fitomejoradores, proporcionando una base sdlida para investigaciones y el desarrollo de
futuras variedades en la mejora genética del tomate, asi como su adaptacién a los

desafios agricolas presentes y futuros.

e Se sugiere considerar el uso de las especies silvestres y variedades comerciales de
tomate identificadas (G3, G5, G7, G25 y G26), que presentan un grado de resistencia
moderada a Nacobbus aberrans, en programas de mejora genética para fortalecer la

resistencia de las plantas a enfermedades.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Croquis del ensayo

BLO | BLOII £ BLO I
BOLBZY1HT BOLB272 HT Rio grande
BOL 8256 HT BOL 8299 HT BOL 8346 HT
BOLB2TV3I HT BOLB262 HT BOLB261 HT
BOL 8259 HT BOL 8266 HT BOL 8203 HT
BOL 8262 HT LOO1 BOL 8265 HT
BOL 8343 HT BOL 8302 HT isa
BOLB272 HT BOL 8348 HT BOL 8343 HT
BOL 8299 HT BOL 8346 HT BOL 8348 HT
BOL 8B263HT BOL 8299 HT BOL 8266 HT
BOLB273 HT BOLB271 HT BOL 8260 HT
BOLB8252 HT BOL 8302 HT BOLB351 HT £
BOL 8249 HT BOL 8260 HT BOL 8252 HT =
Rio grande Renacer BOL 8343 HT
BOL 8256 HT BOL 8249 HT isa
BOLB272 HT BOL 8265 HT BOL 8346 HT
BOLB274 HT BOL 8203 HT BOL 8261 HT

LOOo1 BOL 8195 HT BOL 8195 HT
BOL 8263HT BOL 8351 HT BOL 8348 HT
BOLBZY1HT BOL 8265 HT BOL 8261 HT

LOO1 BOLB274 HT BOLB273 HT
BOL 8203 HT Renacer BOL 8302 HT
BOL 8260 HT BOL 8249 HT Renacer

isa BOL 8263HT BOLB351 HT

BOL 8262 HT BOL 8195 HT BOL 8274 HT

BOLB252 HT BOL 8259 HT BOL B259 HT

BOL 8266 HT BOL 8256 HT Rio grande
1m v 0.50 m
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Anexo 2. Correlacién
DTIR NPS NNR IN PN NPHR EJPA  PFR LR IVDN CRC TF TS HS DTI DTF DE DP PF
DTIR 1
NPS 0.040 1
NNR -0.190 0.263 1
IN 0.384 0.220 0.203 1
PN -0.073 0.368 0.517" 0.151 1
NPHR 1.000" 0.044 -0.192 0.384 -0.069 1
EJPA 0.915" -0.108 -0.130 0.327 -0.223 0.910" 1
PFR -0.352 -0.247 -0.029 -0.508" -0.062 -0.354 -0.238 1
LR -0.276 -0.159 -0.236 -0.518" 0.132 -0.276 -0.235 0.370 1
IVDN  -0.183 0.198 -0.358 -0.205 0.157 -0.180 -0.272 -0.032 0.435 1
CRC 0.184 0.247 -0.295 -0.006 0.015 0.188 0.013 -0.190 -0.186 0.159 1
TF -0.193 0.052  0.123 0.040 0202 -0.192 -0.214 -0.313 -0.015 0.198 -0.091 1
TS 0.015 0385 -0.012 -0.026 -0.131 0.017 -0.069 -0.252 -0.300 0.017 0.357 0.276 1
HS 0.129 0.330 -0.183 0.091 0081 0130 0.062 -0.121 -0.059 0.168 0.342 0.260 0.397 1
DTI -0.212 0.032 -0.296 -0.236 -0.233 -0.213 -0.162 0.459° 0.438" 0.437° 0.009 -0.134 -0.007 0.039 1
DTF 0.074 -0.087 -0.150 -0.264 -0.076 0.071 0.201 0.433" 0.475 0.155 0.107 -0.276 -0.102 0.196 0.696" 1
DE -0.156 -0.182 -0.093 -0.165 -0.396° -0.156 -0.122 0.121 0.048 -0.382 0.019 -0.187 0.039 0.040 0.140 0.150 1
DP -0.154 -0.167 -0.189 -0.247 -0.420° -0.154 -0.134 0.155 0.077 -0.305 0.077 -0.187 0.092 0.015 0.191 0.177 0.977" 1
PF -0.152 -0.030 -0.260 -0.254 -0.487° -0.152 -0.136 0.137 0.129 -0.149 0.187 -0.184 0.158 0.013 0.332 0.239 0.887" 0.935" 1

Determinacion del indice de reproduccion de nematodos (DTIRN); Poblacion en suelo (PS); Numero de nédulos de una raiz
(NNR); Peso de nédulos e una raiz (PNR); Poblacién de Huevos de nematodos en raiz (PHNR); Poblacion de nematodos
juveniles en raiz (PNJR); indice de Nodulacion (IN); Longitud de raiz (LR); Peso fresco de la raiz (PFR); Diametro del tallo
inicial y final (DTly DTF); Temperatura foliar (TF); Temperatura del suelo (TS); Humedad del suelo (HS); Contenido relativo de

clorofila (CRC); indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI).



Anexo 3. Diagrama de Biplot de
(ACP)
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analisis de componentes principales
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Anexo 5. Fotografias del almacigo, repique y trasplante del material de
germoplasma.
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Anexo 7. Fotografias de manejo agronémico del presente trabajo.

Anexo 8. Fotografias de procesado de muestras de raices de las 26
especies silvestres y variedades comerciales en laboratorio de
Fitopatologia.
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Anexo 9. Fotografias de cuantificacion de poblacion de huevos y juveniles
en laraiz y suelo en laboratorio de Fitopatologia.

Anexo 10. Fotografias de molida y extraccion de ADN en laboratorio
de Biologia Molecular.
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Anexo 11. Fotografias del procedimiento para la cuantificacion de
ADN en laboratorio de Biologia Molecular.

Anexo 12. Fotografias de identificacién visual de las bandas se
realizé en un gel de agarosa al 1,5% en un transluminador UV para el
gen Mi.

750 pb
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Anexo 13. Fotografias de identificacion visual de las bandas se
realizé en un gel de agarosa al 1,5% en un transluminador UV para el
gen Sw-5.

940 pb

Anexo 14. Fotografias de identificacion visual de las bandas se
realizé en un gel de agarosa al 1,5% en un transluminador UV para el
gen Ph-3.

500 pb

Anexo 15. Fotografias de identificacién visual de las bandas se
realizé en un gel de agarosa al 1,5% en un transluminador UV para el
gen Tm-22.

585 pb




