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RESUMEN

El presente estudio tiene como proposito encontrar fuentes de resistencia
de la especie Capsicum annuum L. (en adelante C. annuum), frente a aislados
del virus del bronceado del tomate conocido por sus siglas en inglés TSWV de

diferentes localidades de Guatemala.

El objetivo general fue evaluar el comportamiento de diez genotipos de la
especie C. annuum, a través de un disefio factorial mixto de efectos fijos con dos
factores aislado y genotipo, con 5y 10 niveles respectivamente, y pruebas post
hoc usando los criterios de Duncan, Tukey y Student-Newman-Keuls (en
adelante S.N.K) para seleccionar el genotipo resistente a los distintos aislados

del TSWV, asi como el aislado més agresivo.

La infeccién por TSWV por inoculacion mecénica fue evaluada a través de
ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas usando el método Double
Antibody Sandwich por sus siglas en inglés DAS-ELISA (en adelante DAS-
ELISA), asi como por un método visual utilizando una escala de 0 y 1 donde 0
represento las plantas sin sintomas y 1 las plantas con sintomas de la

enfermedad.

El genotipo SWP3 evidencié el mas alto nivel de resistencia a los cinco
aislados evaluados, se sugiere incorporarlo como fuente de resistencia frente al
TSWV, en el programa de mejoramiento genético de C. annuum. En los cinco
aislados evaluados el 3y el 5 provenientes de Amatitlan, Guatemala y Barcenas,
Villa Nueva fueron los que causaron los mas altos niveles de infeccion, se sugiere

utilizarlos en futuros bioensayos para evaluar la resistencia en otros genotipos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

o Contexto general

Dentro de los programas de mejoramiento genético de la empresa East-
West Seed (Guatemala), S.A. se encuentra el de la especie C. annuum, con
enfoque en resistencia a Orthotospovirus especificamente al TSWV.

Desde afios anteriores se ha venido estudiando genotipos con
caracteristicas morfolégicas deseadas para el mercado y con resistencia frente a
ataques de patégenos importantes en la regién. Se han realizado ensayos de
campo en la Finca Santa Teresa, ubicada en Antigua Guatemala, Sacatepéquez,
sin embargo, los materiales no han sido sometidos a inoculacion mecanica a
través de bioensayos bajo condiciones controladas, y no se conoce la reaccion
que estos tendran al ser inoculados con diferentes aislados del virus, colectadas
en zonas agricolas del pais, es por ello por lo que surge la necesidad de evaluar
diez genotipos de C. annuum con las mejores caracteristicas morfolégicas ante

cinco aislados diferentes de zonas agricolas, bajo condiciones protegidas.

Para Karavina y Gubba (2017), ante esta situacion y la importancia de esta
enfermedad a nivel global, al estimar que las pérdidas econdmicas por esta
ascienden a un billén de délares americanos se ha decidido iniciar un programa
de seleccion a través de bioensayos utilizando diferentes genotipos de la especie
C. annuum con el fin de obtener materiales que sobrevivan a los distintos aislados
del pais, debido a que estos pueden tener capacidades infectivas diferentes, todo

esto para tener genotipos resistentes que puedan adaptarse a las condiciones

Xl



del lugar y a otras zonas productoras en el pais y puedan ser fuente de resistencia

para otros genotipos.

o Descripcién del problema

Se desconoce si existe diferencia estadisticamente significativa a un nivel
de significancia del 5 % al evaluar el comportamiento que presentan las plantas
de diez genotipos de C. annuum, al ser inoculadas mecanicamente con cinco
diferentes aislados de TSWV colectadas en zonas agricolas de Guatemala, se
desconoce si existe diferencia estadisticamente significativa en la infeccion de
los cinco aislados en los genotipos de C. annuum, mediante un disefio
experimental factorial mixto de efectos fijos con dos factores siendo estos aislado

y genotipo ambos con diferentes niveles 5y 10 respectivamente.

. Formulacion del problema

Si procedio a formular la pregunta central y las preguntas auxiliares de esta

investigacion.

o Pregunta central

. ¢, Cuales son los genotipos de la especie C. annuum L. que
presentan resistencia al TSWV, al ser sometidos a
inoculacion mecanica de cinco aislados, bajo condiciones
controladas, en la Finca Santa Teresa, Antigua Guatemala,

Sacatepéquez?
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o Preguntas auxiliares

" ¢, Como se comportan los diez genotipos de la especie C.
annuum infectados con las cinco diferentes aislados TSWV

mediante inoculacién mecanica?,

" ¢ Como se relaciona la resistencia de los genotipos de C.
annuum al TSWV de diferentes localidades después de ser

inoculados? y
" ¢, Cuél es el grado de correlacion entre la intensidad de

sintomas en las plantas de C. annuum mediante el método
visual y la prueba DAS-ELISA?

o Delimitacion del problema
El desarrollo de la investigacion se llevé a cabo dentro de un invernadero

ubicado en la Finca Santa Teresa, en el municipio de Antigua Guatemala,

Sacatepéquez, Guatemala.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el comportamiento de diez genotipos de la especie Capsicum
annuum L., a través de un disefio factorial mixto de efectos fijos con dos factores,
y tres diferentes pruebas post hoc, para seleccionar plantas resistentes a cinco
diferentes aislados de TSWV.

Especificos

1. Identificar el genotipo de C. annuum que presenta la menor infeccion
después de ser inoculado mecanicamente con TSWV a través de un

analisis de varianza, para conocer la respuesta de las plantas al aislado.

2. Evaluar el comportamiento de cinco aislados de TSWV, provenientes de
diferentes localidades de Guatemala, a través de un analisis de varianza,

para conocer el aislado que causa la mayor infeccion en los genotipos.
3. Estimar el grado de correlacion entre el valor de absorbancia y la

incidencia, a través de un analisis del coeficiente de correlacion de

Spearman, para conocer si estan relacionados entre si.
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MARCO METODOLOGICO

. Caracteristicas del estudio

El tipo de estudio que se realiz6 fue un experimento usando el disefio
factorial mixto de efectos fijos con los factores aislado y genotipo, con 5y 10
niveles respectivamente, donde los tratamientos se formaron combinando los
niveles de los factores de estudio, de manera que el efecto del tratamiento t; se

consider6 a su vez compuesto de los efectos de los factores y sus interacciones.

Se utilizo el arreglo factorial mixto 5 x 10, debido a la necesidad de estudiar
conjuntamente dos factores obedeciendo a la posibilidad de que el efecto de uno
de ellos cambie segun los niveles del otro y la interaccion entre los factores. La
distribucion de los tratamientos se realiz6 al azar. Se pretendié encontrar la
combinacion de los niveles de los factores que se producen con un valor 6ptimo
de la superficie de respuesta, se investigd el genotipo con la menor incidencia y
el aislado mas virulento (mayor incidencia) en conjunto, debido a que si se hacia
el analisis por separado se tendrian resultados diferentes y seria mucho mas
dificil describir el comportamiento general del proceso de infeccién de los

materiales y la relacién con el virus.

El enfoque del estudio fue mixto, debido a que se tomaron datos
cuantitativos (absorbancia) y cualitativos (incidencia) y luego fueron analizados.
Se hizo una medicion de los sintomas del TSWV en las plantas de C. annuum
para evaluar la incidencia de la enfermedad. Para los datos de incidencia se
obtuvieron los datos de forma visual a través de una escala diagramatica de 0 y

1 donde: 0 fueron las plantas sin sintomas, y 1: plantas con sintomas de la
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enfermedad. Después de los 21 dias de la inoculacion mecanica, se observaron
los sintomas desarrollados en las plantas susceptibles y se realiz6 a cada planta
inoculada la prueba DAS-ELISA para conocer la reaccion inmune del patdgeno,
asi como el valor de absorbancia (UPOV, 2013).

El alcance del estudio fue correlacional, dado que se identificd si los
sintomas estaban correlacionados con los valores de absorbancia obtenidos en
la prueba DAS-ELISA.

El disefio adoptado fue experimental, se analizo la informacion obtenida
de la respuesta de las plantas de C. annuum a la inoculacion mecanica del virus,
y se generd conocimiento para poder relacionar el nivel de resistencia de los

genotipos.

. Unidad de analisis

En cuanto a la unidad de andlisis esta fue la poblacién en estudio de las
plantas de C. annuum la cual se dividi6é en subpoblaciones dadas por diferentes

genotipos, de la cual se evaluaron todas las plantas inoculadas mecanicamente.

° Variables

Las variables evaluadas en el experimento fueron de caracter cuantitativo
y cualitativo. La absorbancia fue utilizada para identificar los genotipos
resistentes y los aislados mas virulentos. La incidencia medida a través de una
escala diagramatica, se utilizé para correlacionar los datos con los valores de
absorbancia e identificar si ambos métodos coincidian. Las variables se

describen en la tabla I.

XX



Tabla I. Variables de estudio

Variable

Definicion teérica

Definiciéon operativa

Absorbancia a
405 nm (A)

Es la cantidad de intensidad de luz

que absorbe la muestra y esta
definida por A = —logi, siendo | la
intensidad después de ocurrida la
absorcién e I, la intensidad de luz
que se hace incidir en la muestra

(Diaz, et al., 2016). Variable

cuantitativa continua

Medicién es adimensional, se refiere a la
cantidad de luz absorbida por la muestra
se obtiene a través de la prueba DAS-

ELISA, escala de razén

Incidencia (I)

Es la proporcion de individuos
enfermos durante un periodo de

tiempo especifico de seguimiento.

Método de observacion visual. Medicion
directa, escala diagramatica
comprendiendo los valores 0: plantas sin
sintomas, 1: plantas con sintomas de la
enfermedad. Escala ordinal. Escala de

razon

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

Técnicas de analisis de informacion

El analisis de datos se realizé utilizando los paquetes de software Rstudio

factores genotipo y aislado eran nulos.

XXI

e InfoStat, version 2008. En el analisis estadistico el objetivo fue contrastar las
hipétesis nulas del disefio factorial mixto, siendo estas: Hyy, = 7, = =17, =0,
es decir, considerando la presencia de las interacciones del factor aislado, se
contrasto si los efectos de los niveles del factor genotipo eran nulos; Hyg = 1 =
-+ =, = 0, es decir, considerando la presencia de las interacciones del factor
genotipo, se contrasto si los efectos de los niveles del factor aislado eran nulos;

H,p = 1P;; = 0 es decir, se contrasto si los efectos de las interacciones entre los



Para la estimacion del modelo de ANOVA se hizo uso de la estadistica
inferencial paramétrica a través de un analisis de varianza para estimar el modelo
ANOVA de una via usando el Software Rstudio a través de la funcion aov(), que

sigue la estructura aov( variable dependiente ~ factor ).

Al encontrarse diferencias significativas entre las medias, se evalud a
través de pruebas post hoc para determinar qué medias diferian. Las pruebas

utilizadas fueron Duncan, Tukey y SNK.

En la correlacion lineal de Spearman se uso la estadistica inferencial no
paramétrica a través de un analisis de correlacion. El coeficiente de correlacion
de Spearman se midié en una escala de 0 a 1, tanto en direccidn positiva como

negativa. Se uso el software Rstudio con la funcion cor(x,y, method=spearman).

En elANOVA de una viase comprobaron los supuestos de
independencia, normalidad y homocedasticidad. El supuesto de independencia
se evaluog a traves de graficos de dispersion, donde en el eje Y se representaron
los valores de los residuos contra el orden en el tiempo. Para el supuesto de
homocedasticidad se evalué utilizando el software R a través de las pruebas de
Bartlett, Levene y Fligner-Killeen con las funciones bartlett.test(), levene.test() y
fligner.test() respectivamente. Finalmente para el supuesto de normalidad de
residuos se contrasté la normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk, con la

funcién shapiro.test().

J Fases de la investigacion

A continuacion, se presentan las fases de investigacion llevadas a cabo

durante el estudio.
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o Fase I: revision documental

En la fase de revisibn documental se analizaron articulos cientificos y
libros de texto para recolectar informacion acerca de estudios realizados
anteriormente con disefios factoriales mixtos y sobre la resistencia a TSWV de

genotipos de la especie C. annuum y otros cultivos.

o Fase Il: disefio y validacion de instrumentos de recoleccién de

informacion

En el disefio experimental factorial mixto se evaluaron diez genotipos de
C. annuum las cuales fueron sometidas a inoculacion mecanica del TSWV bajo
condiciones de invernadero. En la tabla Il se observa el arreglo de un disefio

factorial mixto.

La unidad experimental fueron 9 plantas de los genotipos, distribuidas en
tres repeticiones. Los factores fueron los genotipos y los aislados. Se evaluo la

poblacién compuesta por todas las plantas de los diez genotipos.

Se evaluaron el numero de plantas enfermas por genotipo para calcular la
incidencia de la enfermedad, asi como también se colecté tejido sintomatico de
cada planta para posteriormente realizar una prueba DAS-ELISA y obtener el

valor de absorbancia.
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Tabla Il. Arreglo del disefio experimental factorial mixto

Genotipos
1 2 3 b
y111,y112, yl121,y122, y131, y132, ylbl,
1 L y11n . y12n . y13n y:/?%’ri"
y211,y212,  y221,y222,  y131,y132, y2bl,
2 y2b2,...
Aislados .., ¥21n ..., ¥22n ..., y13n y2bn
yabl,
a yall, yal2, ya2l, ya22, y131, y132, yab2
..., yaln ..., yazn ..., ¥y13n yabn
Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.
o Fase lll: trabajo de laboratorio y campo

Se llevo a cabo trabajo de laboratorio para la preparacion de los indculos
virales del TSWV. El in6culo viral se multiplicé en plantas de la especie Datura
stramonium quince dias antes de la inoculacion de los genotipos, usando una
mezcla compuesta por savia de tejido foliar sintomético, preparando un tampon
de inoculacion compuesto de fosfato de sodio (KH2POa4) y sulfito de sodio
(Na2S03) en agua destilada, pH 7.0.

Luego se llevo a cabo una fase de campo que consistié en la siembra de
los genotipos de C. annuum en bandejas de poliestireno de 40 alveolos
conteniendo sustrato estéril, bajo condiciones protegidas. El riego de los
genotipos se efectud diariamente después de la emergencia de las plantulas. A

los 35 dias después de la siembra se realizo la fertilizacion de las plantas con el
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producto triple 15 (fertilizante granular con los elementos de nitrégeno 15 %,

fésforo 15 % y potasio 15 %).

Después de 45 dias de la emergencia de las plantas (con dos pares de
hojas verdaderas) de los genotipos se llevd a cabo la inoculacion de estas
utilizando hojas sintomaticas provenientes de plantas de D. stramonium
previamente infectadas con el virus TSWV. El extracto infectivo se prepard con
hojas sintométicas de D. stramonium frescas maceradas y el tampon de

inoculacion.

Las hojas inoculadas en las plantas de C. annuum fueron enjuagadas con
agua para remover el exceso del tampon de inoculacion y evitar la quema de
estas. Al pasar 48 horas se realiz6 una segunda inoculacion usando el mismo

procedimiento y método sugerido por Boiteux y De Avila.

Después de la inoculacion las plantas fueron mantenidas en condiciones
protegidas en un invernadero. Luego de 21 dias después del proceso de
inoculacion se evalué la incidencia de la enfermedad usando una escalade Oy 1
donde: 0 fueron las plantas sin sintomas y 1 las plantas con sintomas (anexo A).
Se recolecto tejido foliar de las plantas y posteriormente se analizaron mediante
pruebas serolégicas DAS-ELISA, la lectura de placas se llevo a cabo por medio
del equipo fotbmetro para lectura de microplacas de 96 pocillos Thermo Scientific

T™ Multiskan con un filtro de 405 nm, se obtuvieron los datos de absorbancia.

o Fase IV: redaccion del informe final

Después de tener todos los resultados de la investigacion, la informacion

ordenada y analizada se procedié a la redaccion del informe final con sus
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respectivas conclusiones y recomendaciones de acuerdo con los logros y

limitaciones.
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INTRODUCCION

Para Wahyuni (2014), la especie C. annuum es un cultivo de importancia
econdmica en el mundo, en los dltimos 30 afios se ha estado expandiendo el
mercado. Segun Ceballos (2001), un factor importante que limita en muchas
ocasiones el mercado es la presencia de plagas y enfermedades, las cuales
pueden causar dafio potencial que va del 5 % y en muchos casos acabando con

todo el cultivo o bien no obteniéndose rendimiento alguno.

El presente estudio es una sistematizacion que busca evaluar el
comportamiento del TSWV el cual se encuentra dentro de los patégenos mas
devastadores ampliamente distribuidos que afectan al cultivo de C. annuum, se

utilizé la linea de investigacion asociada al disefio y analisis de experimentos.

El control de virus TSWV es dificil debido a que no existen pesticidas o
practicas culturales eficaces para la eliminacion de los efectos dafiinos que esta
causa a las plantas. C. annuum es un cultivo que ha sido devastado por
patdgenos que no se han logrado controlar por lo que surge la mejora genética a
través de la cual se obtienen plantas con frutas de buena calidad, buen paquete
de resistencia para reducir el uso de pesticidas y asegurar el alto rendimiento
para los productores. Hein, (2017) hace referencia a que “durante la ultima
década se han ido incrementando los rendimientos a un 10 %” (pag. 3), esto se
ha logrado combinando esfuerzos de mejoramiento genético vegetal y el avance
en los cultivos. Segun Olatinwo et. al. (2008) “en el afio 1996, 100 millones de
ddlares americanos” (p. 1066). Fueron reportados como pérdidas en la especie

C. annuum provocadas por TSWV.
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La estrategia para alcanzar un exitoso manejo del virus es el control
preventivo mediante el uso de hibridos resistentes. Por lo tanto, es necesario
buscar continuamente genes que confieran o mejoren la resistencia a TSWV para

el desarrollo de cultivares.

A través de este estudio se evalu6 el comportamiento de diez genotipos
de C. annuum frente a la inoculacion mecéanica de cinco aislados del virus TSWV,
mediante un disefio factorial mixto 5 x 10 de efectos fijos, con los factores cinco
aislados y diez genotipos en tres repeticiones, donde se evaluo la variable de
respuesta incidencia de la enfermedad en las plantas que se obtuvo a través del
valor de absorbancia obtenida por medio de la prueba serolégica DAS-ELISA.
Con el estudio se generd informacion sobre los genotipos del programa de

mejoramiento genético de C. annuum que presentan resistencias al TSWV.

La informacién sirvi6 para disefiar un programa de mejora genética
utilizando los genotipos asintomaticos confirmados como resistentes como fuente
de resistencia frente al virus para que posteriormente usarlos como parentales
de hibridos que puedan ser comercializados, beneficiando directamente a los

agricultores al reducir las pérdidas econémicas ocasionadas por el virus.

Las fases de la investigacién se llevaron a cabo las fases de revision
documental; disefio y validacion de instrumentos de recoleccion de informacion;
la de campo y laboratorio donde se llevé a cabo el proceso de inoculacién del
virus y posteriormente la identificacion de las plantas afectadas a través de la
prueba serolégica DAS-ELISA.

El informe final del estudio se estructuré en 3 capitulos, el primero se

refiere marco teorico donde se describen los aspectos relacionados a la linea de

investigacion, el patdgeno, los métodos de andlisis y el marco referencial donde
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se describen los estudios previos sobre la resistencia al TSWV mediante la

inoculacidon mecanica y sobre el disefio factorial mixto.

En el segundo capitulo se exponen los resultados obtenidos de la
investigacion donde se presenta que el genotipo SWP3 fue el que presento el
mejor comportamiento de resistencia frente a los cinco diferentes aislados. En
cuanto al analisis de los aislados el 3 y 5 proveniente de Amatitlan y Barcenas,
Villa Nueva respectivamente fueron los que ocasionaban los mayores niveles de
absorbancia e infeccién en las plantas de C. annuum. Para el analisis de
correlacion de la incidencia de la enfermedad y los resultados serologicos usando

la prueba DAS-ELISA se encontré correlacion entre las variables.

El tercer capitulo presenta la discusion de resultados donde se realiz6 el
analisis interno y externo de la investigacion relacionando estudios realizados por
otros autores donde al igual que en este estudio se encuentran fuentes de
resistencia contra el TSWV, también se encuentran los aislados que causan los
sintomas mas severos y la correlacion entre las variables de interés. De acuerdo
con los conceptos estadisticos alcanzados presentan las conclusiones y

recomendaciones del estudio.
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1. MARCO REFERENCIAL

El TSWV es considerado como una importante amenaza en muchas
especies de plantas. Este virus causa dafios considerables en cuanto a pérdidas
de rendimiento y/o la muerte de las plantas (Parrella, Gognalons, Gebre-Selassie,
Vovlas, y Marchoux, 2003).

Los mejoradores de plantas se han enfocado en obtener genotipos con
resistencia al virus para crear un banco genético y que estos posteriormente
puedan ser usadas en la creacion de un hibrido comercial que ayude a disminuir

o eliminar las pérdidas ocasionadas por el virus.

1.1 Estudios previos

Resende, Maluf, Figueira, y Resende (2000), realizaron un estudio donde
evaluaron genotipos susceptibles y resistentes a Orthotospovirus contra dos
fuentes de resistencia en la especie Solanum lycopersicum L. y verificaron la
correlacion estadistica entre la concentracion de virus determinada mediante
DAS-ELISA y la sintomatoligia. Los sintomas de la enfermedad fueron
correlacionados con los valores de absorbancia obtenidos por DAS-ELISA,
dentro de cada genotipo evaluado. La significancia de la correlacion se evalué
usando el estadistico Student (t). La contribucién de este estudio es que se ha
observado y evaluado que no existe correlacion estadistica entre los sintomas de

la enfermedad y la concentracion de la particula viral.

En un estudio realizado por Nascimento, Pensuk, da Costa, de Assis, Pio,

Deom, y Sherwood (2006) se evaluaron las reacciones de tres lineas de



mejoramiento de mani (Arachis hypogaea) al TSWV por inoculacion mecanica y
de trips en condiciones de invernadero. La infeccidon por inoculacion se evalué
visualmente utilizando un indice que va desde 0 (sin sintomas) a 4 (muerte
apical). La inoculacién por trips se evalué por la reaccion en cadena de
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR). Las plantulas inoculadas se
observaron durante un periodo de 25 dias para el desarrollo de sintomas. El
analisis estadistico del experimento se realizé sobre las medias de los indices de
la enfermedad en las plantas a través de un ANOVA utilizando el nivel de
significancia del 0.05. El aporte de este estudio es la identificacion de materiales

con un nivel de resistencia mayor que cultivares comerciales.

Cebolla, Soler, Gomar, Soria, y Nuez (2003), realizaron un estudio donde
se evalud la resistencia conferida por el locus Tsw de la variedad Capsicum
chinense al TSWV. En el estudio se evaluaron 29 accesiones de varias especies
de Capsicum inoculadas mecénicamente con el virus. La infeccion viral se evalu6
con la prueba ELISA, la absorbancia después de la reaccién serologica midié 405
nm utilizando un lector de microplacas. Los datos se analizaron a través de un
ANOVA vy para la prueba post hoc se utilizé la prueba Student—Newman—Keuls
(SNK). Las muestras se consideraron positivas cuando la absorbancia fue mayor
que la absorbancia media de los controles en blanco mas tres veces la desviacion
estandar. El aporte de este estudio es la contribucién que abre la posibilidad en

el desarrollo e identificacion de nuevas fuentes de resistencia en pimiento.

Por otro lado, en un estudio realizado por Margaria, Ciuffo, y Turina (2004),
sobre variedades de C. annuum (C. annuum) previamente demostradas como
resistentes al TSWV mostraron los sintomas comunes asociadas a la infeccion
por TSWV. Segun estudios realizados se han reportado cepas que rompen la

resistencia en C. annuum.



Por otra parte, en un estudio el virus se aislé y propagé en plantas de C.
annuum. Las plantas resistentes no mostraron manchas necroticas en las hojas
inoculadas, pero los sintomas sistémicos aparecieron cuatro a siete dias después
de la inoculacion en las hojas no inoculadas (Maiss, Ivanova, Breyel, & Adam,
1991).

Segun Roggero, Masenga y Tavella (2002), en lItalia fueron encontradas
cepas de TSWV que quebraron la resistencia en la especie Capsicum asi mismo
en Louisiana, EE.UU por Hobbs, Black, Johnson, y Valverde (1994), Espafia por
Margaria, Ciuffo, y Turina (2004), Australia por Sharman y Persley (2006) vy
Hungria por Gabor, Krizbai, Horvath, y Takacs (2012).

Yang, Ozias-Akins, Culbreath, Gorbet, Mandal y Pappu (2004), evaluaron
a través de un estudio la resistencia al TSWV en el cultivo de mani (A. hypogaea).
Las progenies del mani fueron sometidas a infeccion natural del virus bajo
condiciones del campo en 2001. Se observé incidencia menor en la progenie
transgénica en comparacion con los no transgénicos. Los datos se sometieron a
un ANOVA y pruebas de bondad de ajuste de chi cuadrado. Los valores
obtenidos se usaron en la prueba LSD de Fisher para la comparacion de los
diferentes genotipos evaluados en el experimento. Este estudio se puede usar

en un programa de mejora para la resistencia de cultivos.

En un estudio realizado por Maiss (1991), se evalud el efecto de los trips
(Frankliniella occidentalis) en la resistencia en la especie C. annuum en relacion
con la propagacion del TSWV. Se evalué el porcentaje de plantas infectadas por
virus obtenidas cada semana en los diferentes experimentos, donde fueron
analizadas las variables con Genstat y fueron comparadas en cada experimento.
Se evalud el numero de trips encontrados en las plantas estudiado mediante el

analisis de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis. Este estudio aporta



informacion sobre la resistencia a los tirps entre los materiales de C. annuum y
los efectos potenciales del tipo de resistencia tanto en la adquisicion como en la

inoculacion de F. occidentalis.

Accotto, Nervo, Acciarri, Tavella, Vecchiati, Schiavi, Mason y Vaira, (2005)
estudiaron hibridos de la especie S. lycopersicum los cuales fueron obtenidos de
una progenie homocitoga provenientes de la linea 30-4 con los cuales se evaluo
la resistencia al TSWV y el rendimiento de estos bajo condiciones de campo en
dos localidades. Ningun hibrido transgénico se infectd, del 33-50 % de los
hibridos no transgénicos fueron infectados. Los datos se analizaron con un
ANOVA, se midi6é rendimiento, nimero de frutos y el peso de los frutos en cada
parcela. El aporte del estudio es la importancia de evaluar los cultivos resistentes
a TSWV, para la produccion de cultivares de interés comercial, para reducir la

capacidad del virus para desarrollar cepas que rompan la resistencia.

Por otro lado, Karavina y Gubba (2011), realizaron un estudio a través del
cual evaluaron la resistencia natural de genotipos de la especie S. lycopersicum
al TSWV, en este se inocularon aislados del virus que fueron encontrados en la
Republica de Sudéfrica. En el experimento se us6 un disefio de bloques al azar
donde se evaluaron los genotipos para poder identificar cuales eran resistentes.
La resistencia se evalu6 en funcion de qué tan graves eran los sintomas de
TSWV en las plantas asi mismo se realizé una prueba serolégica ELISA a los
genotipos para asi obtener la medicién de los niveles de acumulacién de viriones
de A405 nm. Los datos obtenidos en el experimento se analizaron a través de un
ANOVA, los datos fueron sometidos a una prueba post hoc de LSD de Fisher, sin
embargo, debido a que los aislados de tenian un nivel viral similar no fueron
encontradas diferencias estadisticamente significativas. Este estudio aporta
informacion respecto a que el virus puede ser inoculado mecanicamente sin

necesidad de estar el vector, y se puede llegar hasta el 100 % de incidencia.



Srinivasa, Abney, Lai, Culbreath, Tallury y Leal-Bertioli (2018), realizaron
una investigacion en el cultivo de mani sobre el virus TSWV donde examinaron
la diversidad genética y la estructura de esta en la coleccion de nucleos de mani
en los Estados Unidos de América. Se utilizaron marcadores moleculares de
repeticion de secuencia simple (SSR) y se llevo a cabo un mapeo de asociacion
entre los marcadores y la resistencia. Se evaluaron 133 marcadores SSR en 104
accesiones. Se utiliz6 GenAlEx 6.5 (genetic analysis in Excel) para realizar un
analisis de varianza molecular (AMOVA) para calcular la varianza genética dentro
y entre las poblaciones de forma no paramétrica utilizando 999 permutaciones.
El aporte de este estudio es para la discusién del potencial de los marcadores
moleculares en un programa de seleccién asistido para el cultivo de mani
resistente al TSWV.

Ben-Mahmoud, Anderson, Chappell, Smeda, Mutschler. Kennedy, De
Jong y Ullman (2009), realizaron un estudio para entender como la cantidad de
acilsucrosa y la composicién de los perfiles de FA (Fatty acids) asociados
interactian para mediar la resistencia a la oviposicién de F. occidentalis y la
inoculaciéon de TSWV en las hojas de tomate. Se examind el comportamiento de
inoculacién de TSWV en lineas de tomate criadas para exudar cantidades
variables de acilsucrosa en asociacion con diversos perfiles de FA. Los
resultados demostraron que a medida que aumentaron las cantidades de
acilsucrosa, se suprimio la inoculacién de TSWV. Las comparaciones multiples
entre las lineas de tomate y azucar de acilo se realizaron utilizando el paquete
emmeans con el ajuste de multiplicidad predeterminado de Tukey HSD con un
nivel de significancia del 0.05. Estos hallazgos apoyan el método de inoculacion
mecanica para la mejora de la resistencia mediada por el aztcar de acilo contra
la WFT al reproducir tomates que exudan mayores cantidades de acilsucrosa
asociadas con perfiles especificos de FA.



Olaya, Fletcher, Zhai, Peters, Margaria, Winter, Mitter y Pappu (2020),
estudiaron la respuesta a la infeccidon por TSWV en cultivares de tomate con o
sin el gen Sw-5, se determiné al nivel de ARN pequefio del virus en la hoja
infectada localmente. Los valores de expresion relativos se determinaron
ajustando a una distribucion normal y evaluando la bondad del ajuste con una
prueba de Shapiro-Wilks. Se realiz6 ANOVA unidireccional y se compararon las
diferencias significativas con la prueba de diferencia minima significativa. Este
estudio aporta informacion sobre la infeccion sistémica en los cultivos de tomate

susceptibles contra los que llevan el gen de resistencia Sw-5.

La revision de estudios realizados respecto a la resistencia de varios
cultivos dentro de ellos el de C. annuum, tanto en Guatemala como en otros
paises, ponen de manifiesto el interés que existe para un mejorador de plantas
en tener genotipos con resistencia TSWV para posteriormente usarlos en cruces
y obtener hibridos que pueden llegar a ser comerciales y asi beneficiar a los

agricultores con materiales que reducirdn grandes pérdidas econémicas.



2.  MARCO TEORICO

2.1. Disefio de experimentos

El disefio estadistico de experimentos es un procedimiento eficaz para
planificar experimentos detalladamente que consiste en determinar cuales
pruebas deben realizarse y el proceso para hacerlas, de manera que los
experimentos bien planeados maximizaran la cantidad de informacién que se
puede obtener. Los datos obtenidos al ser analizados proporcionan conclusiones
validas y objetivas, las cuales permiten responder a las interrogantes que se han

planteado (Gutiérrez y De La Vara, 2008).

2.1.1. Repeticion

Las repeticiones permiten al investigador obtener la estimacién del error
experimental. Esta se convierte en la unidad basica para poder identificar si las
diferencias observadas en los datos obtenidos son estadisticamente
significativas. No hay normas fijas que establezcan el nimero de repeticiones
gue se deben realizar en el experimento. Estas dependeran de la variabilidad de

las muestras y la precision con que se realizaré el experimento (Sanchez, 2009).
2.1.2. Aleatorizacién
La aleatorizacion en un experimento consiste en hacer combinaciones al

azar. Al aleatorizar se asegura que las diferencias que son provocadas por los

genotipos a evaluar y los factores que no estan siendo controlados dentro del



experimento sean distribuidos uniformemente en todos los tratamientos a evaluar
(Gutiérrez y De La Vara, 2008).

2.2. Disefios factoriales

Los disefios factoriales de experimentos se emplean cuando en la
investigacion existe intervencién de los efectos de dos o mas de dos factores, y
estos efectos son investigados principalmente al igual que todas las posibles

combinaciones que surjan entre los niveles de cada factor (Montgomery, 2005).

2.2.1. Disefio factorial mixto

Un disefio factorial mixto surge debido a la caracteristica que los factores
gue se pretenden ser estudiados no cuentan con el mismo numero de niveles

entre ellos (Gutiérrez y De La Vara, 2008).

Segun Reyes (2009), en este tipo de disefios se dispone de datos los
cuales han sido obtenidos bajo combinaciones de los niveles que se estudian.
Este disefio es mas frecuente de ser utilizado por la naturaleza discreta o
categorica de los factores y un namero finito y distinto entre ellos de niveles, y se

tiene el interés de evaluar todos ellos.

El modelo del diseiio experimental para dos factores se presenta en la
figura 1. Donde yabn es la variable de respuesta en la interaccion entre los

factores Ay B en la n réplica.



Tabla lll. Modelo del disefio experimental de dos factores

Factor B
1 2 3 b

1 y111,y112, ..., y121,y122, ..., y131,y132, ..., y1b1, y1b2,...

ylln yl2n y13n ylbn
y211,y212, ..., y221,y222,...., y131,y132, ..., y2b1, y2b2,...

Factor y21n y22n y13n y2bn

A

yall,yal2, ...., vya21,ya22,...., y131,y132, ..., yab1, yab2,...

yaln yazn y13n yabn

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Excel.

El modelo estadistico para el disefio factorial, estd dado por la ecuacion:
Yj=p+ 71+ B+th+e; para i=12,..,a4j=12.,b j=12.,my
donde Y;; es la observacion en la unidad experimental j a la que se ha aplicado
el tratamiento i; la media general del experimento esta representada por y; 7; €s
el efecto i — ésimo nivel del factor A; g; es el efecto del j — ésimo nivel del factor
B; 7B;; es el efecto de la interaccion entre el factor A y el factor B y siendo ¢;; el

componente del error aleatorio. Este error experimental es la variacién que no es
controlada por el investigador la que existe entre los genotipos de la poblacién

(Recio-Avilés y Aliaga-Reynaldo, 2016).

En otras palabras, cualquier valor observado es la suma de esos tres

componentes.

Cuando los factores son fijos y se supone que los efectos de los

tratamientos se definen como desviaciones de la media general, por tanto



f, =0y Z?zl B; = 0; también los efectos de interaccion son fijos y se definen

de manera que YL, 78;; =0,j = 1,2,..,by X5, ;= 0,i = 1.2, ..., a.
2.2.1.1. Variables de respuesta

La variable de respuesta es una caracteristica de interés del estudio
medida en cada unidad de la muestra y cuyo resultado se pretende explicar. A
través de esta se conocen los resultados de las pruebas experimentales, deben
medirse los aspectos que ayuden a determinar la magnitud del efecto a observar.
Estas variables deben ser medidas con precision y exactitud (Gutiérrez y De La
Vara, 2008).

2.2.1.2. Factores

Los factores son las caracteristicas que los investigadores controlan
durante el experimento para determinar su efecto sobre las variables de
respuesta. Un factor puede ser controlado o no controlado, cualitativo o
cuantitativo. En los factores cualitativos los niveles expresan una modalidad
particular de las caracteristicas del factor y cada nivel es independiente de los
otros. Los factores cualitativos son los que tienen valores correspondientes a

cantidades numéricas (De Benitez, Pece, y Galindez, 2010).
El cuanto, a los efectos principales de los factores, estos son el cambio en

la respuesta media que surge por un cambio en el nivel de este mismo. Los

efectos pueden ser simples, principales y el efecto de interaccién entre ambos.
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2.2.1.3. Niveles y tratamientos

Es de importancia comprender los niveles de medicién, ya que estos junto
a la pregunta de investigacion dictan el andlisis estadistico apropiado. Los
tratamientos son los productos, condiciones u organismos que se quieren
estudiar, es decir las diferentes combinaciones de niveles de factores a estudiar.
El nimero de tratamientos dentro del ensayo sera dado por la cantidad de
variables que se quieren comparar, ademas de estos tratamientos también se
debe incluir un tratamiento testigo, el cual consiste en la no alteracion del medio

a estudiar (De Benitez, Pece, y Galindez, 2010).

2.2.1.4. Unidad experimental

La unidad experimental estd definida como la unidad de analisis
estadistico a sobre la que el investigador quiere hacer inferencias basandose en
la muestra (De Benitez, Pece, y Galindez, 2010).

2.2.1.5. Error aleatorio y error experimental

El error aleatorio esta definido como el remanente de variacion por los
factores que no son controlados por los investigadores o bien que no se pueden
controlar, comunmente estos se deben a causas comunes o aleatorias en las
investigaciones. El error experimental es la diferencia entre una medicion y el
valor real. Si el error experimental predomina, entonces la deteccion de cual
factor tiene un efecto real sobre la variable de respuesta sera dificil o hasta puede

ser imposible (Gutiérrez y De La Vara, 2008).
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2.2.1.6. Analisis de varianza

En el ANOVA se realiza la comparacion de dos muestras que proceden de
diferentes grupos de tratamiento en este experimento de diferentes genotipos,

estos se distribuyen normalmente con una varianza coman.

En la tabla Il se presentan las fuentes de variacion, los grados de libertad,
la suma de cuadrados, el cuadrado medio y el estadistico de la distribucién F

para un analisis de varianza de un disefio factorial con efectos fijos.

Mateméticamente las sumas de cuadrados se obtienen de la siguiente

manera:

Suma de cuadrados total:

2

SSr = ?—12?—122—1yi2jk _ay?_n (Ec. 1)
Suma de cuadrados para el factor A:
S8, = ?_1%2—% (Ec. 2)
Suma de cuadrados para el factor B:
2 2
SSp=Xb 2k -2 (Ec. 3)

Suma de cuadrados para la interaccion AB:

Primero se calcula la suma de cuadrados para subtotales:
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_va ij.
SSsubtotales = Li-1 Zj—1 n abn (EC. 4)

Segundo se calcula s5,;:

SSap = SSsubtotates — SS4 — SSp (Ec. 5)
Suma de cuadrados para el error:

SSg = SS; — SSap — SS, — SSx (Ec. 6)

Las medias de cuadrados se definen como la suma de cuadrados dividida

entre sus correspondientes grados de libertad.

Cuadrado medio para el factor A:

— 554
CMy = — (Ec. 7)
Cuadrado medio para el factor B:
— 558
CMy = P (Ec. 8)
Cuadrado medio de la interaccion:
_ SSaB
CMyp = D05 (Ec. 9)
Cuadrado medio para el error:
SSe
CM, = — D (Ec. 10)
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Tabla IV.

Analisis de varianza

Fuentes de Grados de Sumade Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Factor A a-1 SSa CMa F, =24
MSE
Factor B b-1 SSs CMs F, =28
MSE
Interaccion AB (a-1)(b-1) SSas CMas F, = 2545
MSE
Error N-t SSe CME
Total N-1 SSt

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel.

Para determinar el estadistico Fo de los efectos, se deben observar los
valores esperados de las medias de cuadrados definidas anteriormente; y evaluar
el efecto que tiene la hipotesis nula.

Las hipoétesis para probar son las siguientes:

Hy=1=1,="=1,=0
H, = cuando menosunt; # 0
Hy=py=pfr==Pp=0
H, = cuando menosun fB; # 0

Hy = tp;; = 0,para todo ij

H, = cuando menos un tf;; # 0
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La region de rechazo si F, > F;la hipotesis nula se rechaza, en caso
contrario se acepta. Donde F, se obtiene a través de un andlisis de varianza y Fr

se obtiene por medio de la tabla F.

Los supuestos béasicos del ANOVA se describen a continuacion:

o Supuesto de independencia

Al aplicarse el muestreo aleatorio se supone independencia de las
observaciones, esto resulta importante determinar con el fin de obtener
inferencias validas. Esta es la caracteristica mas importante de los datos a
analizar debido a que si no se realizé la asignacion de forma aleatoria de los
tratamientos a las unidades experimentales a evaluar los resultados incluiran un
efecto persistente de factores que no estan siendo considerados en el analisis y
no se bloquearon. Si no cumple el supuesto de independencia se invalida el

experimento.

o Supuesto de homocedasticidad

Las poblaciones o muestras dentro de cada tratamiento tienen una misma
varianza. Este analisis de los datos es fundamental. Al existir problemas de
heterogeneidad de varianzas se pueden realizar transformaciones de los datos o
bien el analisis por métodos no paramétricos. La homogeneidad de varianzas se

puede realizar a través de la prueba de Bartlett.

o Supuesto de normalidad de residuales

Las poblaciones o muestras dentro de cada tratamiento se distribuyen

segun la curva normal. Al identificarse la falta de normalidad de los datos a
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analizar se puede hacer uso de transformaciones o bien analisis por métodos no
paramétricos como en el caso de la homocedasticidad. La prueba de normalidad

se puede realizar por medio de Kolmogorov-Smirnov.
2.2.2. Prueba post hoc

Al realizar una prueba post hoc en un experimento se estudia el
comportamiento de los tratamientos que difieren significativamente entre si. La
comparacion multiple de medias tiene métodos de correccidn que tienden a ser
conservadores, lo cual significa que, si bien el ANOVA nos dara un valor
significativo de F, el andlisis posterior puede no darnos un valor significativo
(Dagnino, 2014).

2.2.2.1. Prueba de Duncan

La prueba de Duncan es uno de los métodos mas comunes que se usan

para comparar las medias de los tratamientos de un estudio (Dafaallah, 2019).

En esta prueba en lugar de comparar la diferencia entre dos medias
cualquiera con una diferencia minima significante constante, cada par de medias
se compara con una diferencia critica diferente cuyo valor depende de los rangos

de estos medios en la matriz ordenada.

La prueba de Duncan consiste en calcular los rangos significativos

minimos mediante la ecuacion:

e (Ec. 11)

D, =dgk — gl error
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Donde p toma valores entre 2 y K siendo K el numero de tratamientos se
obtiene de la tabla T-9 y CMerror es la estimacion de la varianza del error. Esta
prueba permite comparar los tratamientos que no estan relacionados es decir

todos contra todos a fin de establecer un orden de méritos

2.2.2.2. Prueba de Tukey

En la prueba de Tukey se utiliza el estadistico de rango estudentizado para
realizar todas las comparaciones por pares entre grupos de un estudio. Establece
la velocidad de error experimentada a la velocidad de error de la coleccion para

todas las comparaciones pares (IBM, 2021).

En esta prueba se calcula un valor llamado el comparador de Tukey con

la ecuacioén 12.

w=q (Ec. 12)

Donde g es un valor que se obtiene de la tabla de Tukey. Horizontalmente

se coloca el niumero de tratamientos y verticalmente los grados de libertad del
error. El error estandar de la media (CM error) es igual al cuadrado medio del

error obtenido en la prueba ANOVA dividido entre el nimero de repeticiones.
2.2.2.3. Prueba S.N.K.
La prueba de Student-Neuman-Keuls (S.N.K) realiza todas las
comparaciones por pares entre los medios que utilizan la distribucion de rango

estudentizado. Cuando se tienen tamafios de muestras iguales, también, se

compraran pares de medios dentro de subconjuntos que son homogéneos
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utilizando un procedimiento gradual. Las medias se ordenan de mayor a menory

las diferencias extremas se prueban en primer lugar (IBM, 2021).

En esta prueba se calcula un valor llamado el comparador de Tukey con

la ecuacioén 13.

SNK = Q ¥ (Ec. 13)

Donde Q es el valor tabular en la tabla especifica de SNK. El error estandar
de la media (CM error) es igual al cuadrado medio del error obtenido en la prueba

ANOVA dividido entre el nUmero de repeticiones.
2.2.3. Correlaciéon de Spearman

La correlaciéon entre los conjuntos de datos es una medida para saber qué
tanto estan relacionados. El coeficiente de correlacion de jerarquias de
Spearman es también llamado Rho de Spearman. Es una medida de asociacién
lineal en el que se utilizan los rangos, nimeros de orden, de cada grupo de
sujetos y compara dichos rangos. Permite conocer el grado de asociacion entre
ambas variables con Rho de Spearman, es posible determinar la dependencia o

independencia de dos variables aleatorias (Mandragon, 2014).

Un valor de 0 indica que no hay relacion lineal entre las variables. Un valor
de 1 o -1 indica, respectivamente, una correlacion positiva perfecta o negativa
perfecta entre dos variables. Normalmente, el valor de se ubicara en alguna parte

entre 0y 1 o entre 0y —1. El coeficiente se calcula mediante la siguiente ecuacion:

n 2
ro=1——izd (Ec. 14)

n(n+1)(n-1)
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Donde rs es el coeficiente de correlacion, n es la cantidad de datos que se
clasifican, x; es el rango de datos i con respecto a una variable, y; es el rango de
datos i con respecto a una segunda variable, d; es la diferencia entre los rangos

de Xy Y (Anderson, Sweeney y Williams, 1999).

En la tabla siguiente se observan las caracteristicas del estadistico rs

Tabla V. Coeficiente de correlacion de Spearman
Valor del Grado de correlacion
coeficiente de Spearman entre las variables

r=0 No existe correlacion

r=1 Asociacion positiva entre Xy Y perfecta
O0<r<1 Correlacién positiva

r=-1 Asociacion negativa entre Xy Y perfecta
-1<r<0 Correlaciéon negativa

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel.

2.3. Género Capsicum

La clasificacion del género Capsicum es que pertenece a la familia
Solanaceae, del orden Solanales, a la clase Magnolipsida, a la categoria
Magnoliofita del reino Plantae. Capsicum incluye diferentes tipos de chiles que
son reconocidos en el mercado de forma facil esto debido a las caracteristicas
morfologicas de tamafio, forma y color de frutos asimismo el grado de pungencia

gue estos presentan (Pozo, Montes y Redondo, 1991).

El género Capsicum incluye 33 especies y 10 variedades o variantes

(Pérez, Castafién, Ramirez y Mayek, 2015).
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2.3.1. Especie C. annuum

De las especies del género Capsicum, C. annuum es la especie comercial
mas ampliamente cultivada en el mundo, con importancia en la dieta alimentaria

(Wahyuni, Ballester, Sudarmonowati, Bino y Bovy, 2013).

Los frutos son ricos en proteinas, lipidos, carbohidratos, fibras y sales
minerales (Ca, P, Fe) y en vitaminas A, Ds, E, C, K, B2, Bi2. Esta especie se
caracteriza por accesiones picantes y no picantes con crecimiento de hierbas o
pequefios arbustos y frutos que tienen diferentes tamafios, formas y colores en
la madurez (Orobiyi et. al., 2013).

2.4. Mejoramiento genético

La especie C. annuum fue predominantemente domesticado primero en
Ameérica y luego introducido al resto del mundo. El mejoramiento genético de
Capsicum comenzé inicialmente como una seleccidbn de mejorar especies
silvestres para diferentes propdésitos (menos incidencia de enfermedades, alto
rendimiento, caracteristicas fenotipicas deseadas) y posteriormente se baso6 en
la seleccién de fenotipos promisorios dentro de poblaciones asi mismo siguiendo
esquemas de mejora genética clasica como es la hibridacién seguido de la
seleccién. Este método de seleccidén ha sido ampliamente utilizado y a través de
este se ha logrado la mejora de importantes especies de uso agricola. Para el
mejoramiento se necesita conocer la informacion sobre el genoma, estructura de
poblaciones, diversidad y las relaciones filogenéticas de Capsicum, Dentro de los
métodos mas empleados de mejoramiento se encuentran la seleccién masal y

las retrocruzas (Santana et. el., 2018).
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Una caracteristica de las plantas que han sido mejoradas es que cuando
el tejido vegetal tiene contacto con un patdgeno al que ellas tienen resistencia es
activado un mecanismo de accion. En este se produce un efecto fenotipico el
cual desencadena una reaccion de hipersensibilidad ante la presencia del
patdgeno. La reaccion de hipersensibilidad consiste en la aparicion de lesiones
necroticas focalizadas el tejido de las plantas las cuales confinan la infeccion del
patébgeno en su punto de entrada e impiden que se produzca una invasion

sistémica en el tejido.

2.4.1. Genotipo

El genotipo de una planta es su constitucién genética. Puede referirse al
genoma completo, a la secuencia de ADN de genes individuales o a una
coleccion de puntuaciones en diferentes marcadores genéticos. Este contiene los
alelos de un individuo en un locus o varios de sus loci, puede ser definido con el
conjunto de los genes existentes en cada uno de los ndcleos celulares de los
individuos pertenecientes a una determinada especie vegetal. Se utiliza una serie
de marcadores genéticos para genotipar individuos de una poblacién, con la
informacion obtenida a través de la genotipificacion se revela el efecto mosaico
creado por la herencia de diferentes porciones de los cromosomas parentales,
gue surge debido a la recombinacién entre los cromosomas parentales durante
la meiosis. El genotipo describe un grupo de miembros que tienen los mismos

genes (Zeron, 2010).
2.5. Virus del bronceado del tomate
El TSWV es una entidad infectiva de tamafio microscopico, se multiplica

intracelularmente y es patogénico, contiene ARN que tiene particulas virales

isométricas esféricas las cuales estan unidas a la membrana con un diametro
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gue va desde los 70 a 90 nm. Este virus se propaga con mucha rapidez. El
genoma del virus consta de un ARN monocatenario existiendo tres cadenas con
polaridad negativa ambisentido clasificadas en L (8.9 kb), M (4.9 kb) y S (2.9 kb).
compuestas de ARN monocatenario de sentido negativo (L) o que codifican en

ambos sentidos de lectura (M y S) (Aramburu, Galipienso, Soler y Lopez, 2007).

Una caracteristica del TSWV es que requiere de la presencia de un vector
para diseminarse, estos vectores son los insectos trips que pertenecen a la
familia Thripidae a la cual pertenece el insecto Frankliniella occidentalis P. es el

principal vector (Resende, Maluf, Figueira, y Resende, 2000).

El TSWV se propaga con mucha rapidez y causa graves dafos en las
plantaciones si encuentra las condiciones favorables y no se controla a tiempo.
Los sintomas son diferentes segun la especie afectada. En C. annuum son muy
llamativos y caracteristicos los dibujos en forma de grabados o arabescos en las
hojas. En fruto se muestran frecuentes los circulos concéntricos, en ocasiones
con ligero relieve. En cualquier caso, ante sintomas anormales y para su correcta
identificacion, es imprescindible tomar muestras para la confirmacion en el
laboratorio mediante la prueba DAS-ELISA que no es mas que una prueba
serolégica que se basa en la utilizacion de las propiedades inmunolégicas de los
anticuerpos y en la amplificacion de la reaccién por una enzima ligada a ellos

(Aramburu, Galipienso, Soler y Lopez, 2007).
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3. PRESENTACION DE RESULTADOS

De acuerdo con los objetivos propuestos se presentan los siguientes
resultados.

3.1. Objetivo 1. Identificacion del genotipo de C. annuum con la menor
infeccion después de ser inoculado mecanicamente con TSWV y
Objetivo 2. Evaluacién del comportamiento de cinco aislados de

TSWYV provenientes de diferentes localidades de Guatemala

El experimento se llevé a cabo por medio de un disefio factorial mixto de
efectos fijos con dos factores aislados y genotipos, 5 y 10 niveles
respectivamente. No se evaluaron factores de bloqueo y los efectos fueron fijos.
Los efectos principales son los cambios en la medida de la variable de respuesta
los cuales se deben a la accion individual por parte de cada factor. En cuanto al
efecto de interaccién, se conforma por dos factores que interactian
significativamente sobre la variable de respuesta, donde el efecto de uno de ellos

dependera del nivel en que esté el otro (Gutiérrez y De La Vara, 2008).
3.1.1. Efectos de los factores
El efecto principal del factor aislado se presenta graficamente en la figura
2, donde se observa un comportamiento no lineal entre los 5 diferentes aislados,

el aislado 3 proveniente de Amatitlan es el que tiene la media de respuesta mas

baja comparado con los otros aislados.
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Figura 1. Efecto principal del factor aislado (A)

0.73
0.60

0.48

Absorbancia

1 2 3 4
Aislado

—— Absorbancia

Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

El efecto principal del factor genotipo se presenta graficamente en la figura
3, donde se observa un comportamiento no lineal entre los 10 diferentes
genotipos, se infiere que los seis genotipos SWP3, SWP4, SWP5, SWP6, SWP7
y SWP8 son estadisticamente iguales al tener las medias de respuesta mas bajas

comparado con los otros.

Figura 2. Efecto principal del factor genotipo (B)
1.52:
1.14:
g 0.76:
g
0.38
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Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.
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El efecto principal de la interaccion de los factores aislado y genotipo se

observa graficamente en la figura 4, donde no existe un comportamiento lineal y

es probable que tenga un efecto sobre el nivel de absorbancia.

Figura 3. Efecto de la interacciéon A x B

Absorbancia

SWP1  SWP10  SWP2 SWP3 SWPe SWPS SWPS SWPT SWP8 SWPY
Genotipo

—m—A1 —W—A2 —O—A3 —O—A¢ —O—AS

Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

El efecto principal de la interaccion de los factores genotipo x aislado se

observa graficamente en la figura 5, donde no existe un comportamiento lineal y

es probable que tenga un efecto sobre el nivel de absorbancia.

Absorbancia

Figura 4. Efecto de lainteraccién B x A
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Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

25



3.1.2. ANOVA

En la siguiente tabla se presentan los resultados del analisis de varianza
para el disefio factorial mixto 5 x 10 con efectos fijos. El R? ajustado de 0.999
logra predecir en un 99 % la variabilidad de la absorbancia. El coeficiente de
variacion asociado al analisis de varianza es de 0.92 %, por lo que se concluye

que las unidades experimentales fueron manejadas de forma homogénea.

Tabla VI. Resultados del R2

Variable N R2 Rz Aj Ccv
Absorbancia 150 0.999962 0.999943 0.918256

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

. Hipotesis planteadas

Efecto principal del factor A:

H, = Efecto del factor Aislado =0

H, = Efecto del factor Aislado # 0

Efecto principal del factor B:

H, = Efecto del factor Genotipo =0

H, = Efecto del factor Genotipo # 0
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Efecto de la interaccion

H, = Efecto de la interacciéon del factor Aislado x Genotipo = 0

H, = Efecto de la interaccién del factor Aislado X Genotipo # 0

Tabla VIl.  Resultados ANOVA

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 55.33013 49 1.129186 53129.84 <0.0001
Genotipo 43.47599 4.830665 227289.8 <0.0001
Aislado 3.619074 4 0.904769 42570.67 <0.0001
Genotipo*Aislado 8.235067 36 0.228752 10763.11 <0.0001
Error 0.002125 100 0.000021
Total 55.33225 149

Se observo en el ANOVA que tanto para el factor aislado, genotipo y la
interaccion existe diferencia significativa sobre la variable de respuesta,
trabajando a un nivel de significancia del 0.05, por lo tanto, se rechazan las
hipotesis nulas planteadas indicando asi que al menos un aislado y un genotipo
tienen un efecto diferente sobre la variable de respuesta. Se realizaron pruebas

post-hoc bajo el criterio de Duncan Tukey y S.N.K

3.1.3.

Las pruebas post hoc muestran la diferencia que existe entre las medias

gue se han pronosticado por el modelo para los pares de los niveles de cada

Pruebas post-hoc

factor. Estas se describen a continuacion.
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3.1.3.1. Prueba de Duncan

Bajo el criterio de Duncan se encontré que la absorbancia se maximiza

cuando se trabaja con el aislado 2, con una media de 0.7068.

Tabla VIll. Resultados prueba de Duncan para el factor aislado
Aislado Medias n E.E. Grupo
3 0.2526 30 0.0008 A
5 0.4616 30 0.0008 B
4 0.4698 30 0.0008 C
1 0.6195 30 0.0008 d
2 0.7068 30 0.0008 e

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

En cuanto al factor genotipo se observd que la absorbancia se minimiza

cuando se trabaja con el genotipo SWP3.

Tabla IX. Resultados prueba de Duncan para el factor genotipo
Genotipo Medias n E.E. Grupo
SWP3 0.0725 15 0.0012 a
SWP5 0.0855 15 0.0012 b
SWP4 0.0868 15 0.0012 bc
SWP7 0.0901 15 0.0012 c
SWP8 0.0962 15 0.0012 d
SWP6 0.1191 15 0.0012 e

SWP10 0.6814 15 0.0012 f
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Continuacion tabla VIII.

Genotipo Medias n E.E. Grupo
SWP1 0.9899 15 0.0012 g
SWP9 1.3455 15 0.0012 h
SWP2 1.4535 15 0.0012 [

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.

En la interaccion de los factores las combinaciones que minimizan la
variable de respuesta del valor de absorbancia son: SWP3, A5; SWP5, A4;
SWP8, Al y SWP6, A3y la combinacion maximizan la variable de respuesta es:
SWP2, A2.

Tabla X. Resultados prueba de Duncan para la interaccion
Genotipo Aislado Medias n E.E. Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWPS8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP6 3 0.071 3 0.0027 a
SWP2 2 2.0777 3 0.0027 bb

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.

3.1.3.2. Prueba de Tukey
Bajo el criterio de Tukey se encontré que la absorbancia se maximiza
cuando se trabaja con el aislado 2, con una media de 0.7068, coincidiendo con

los resultados obtenidos con la prueba de Duncan.
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Tabla XI. Resultados prueba de Tukey para el factor aislado

Aislado Medias n E.E. Grupo
3 0.2526 30 0.0008 a
5 0.4616 30 0.0008 b
4 0.4698 30 0.0008 c
1 0.6195 30 0.0008 d
2 0.7068 30 0.0008 e

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

En cuanto al factor genotipo se observé que la absorbancia se minimiza

cuando se trabaja con el genotipo SWP3.

Tabla Xll.  Resultados prueba de Tukey para el factor genotipo
Genotipo Medias n E.E. Grupo
SWP3 0.0725 15 0.0012 a
SWP5 0.0855 15 0.0012 b
SWP4 0.0868 15 0.0012 b
SWP7 0.0901 15 0.0012 b
SWP8 0.0962 15 0.0012 c
SWP6 0.1191 15 0.0012 d
SWP10 0.6814 15 0.0012 e
SWP1 0.9899 15 0.0012 f
SWP9 1.3455 15 0.0012 g
SWP2 1.4535 15 0.0012 H

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.
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En la interaccion de los factores las combinaciones que minimizan la
variable de respuesta del valor de absorbancia son: SWP3, A5; SWP5, A4;

SWP8, Al y la combinacion maximizan la variable de respuesta es: SWP2, A2.

Tabla XlIll. Resultados prueba de Tukey para la interaccion
Genotipo Aislado Medias n E.E. Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWP8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP9 1 1.6513 3 0.0027 u
SWP2 1 1.6827 3 0.0027 w
SWP2 2 2.0777 3 0.0027 X

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.

3.1.3.3. Prueba de S.N.K.
Bajo el criterio de S.N.K. se encontré que la absorbancia se maximiza
cuando se trabaja con el aislado 2, con una media de 0.7068, coincidiendo con

los resultados obtenidos con la prueba de Duncan y Tukey.

Tabla XIV. Resultados prueba S.N.K. para el factor aislado

Aislado Medias n E.E. Grupo
3 0.2526 30 0.0008 a
5 0.4616 30 0.0008 b
4 0.4698 30 0.0008 c
1 0.6195 30 0.0008 d
2 0.7068 30 0.0008 e

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.
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En cuanto al factor genotipo se observo que la absorbancia se minimiza

cuando se trabaja con el genotipo SWP3, coincidiendo con la prueba Duncan y

Tukeky.
Tabla XV. Resultados prueba S.N.K para el factor genotipo
Genotipo Medias n E.E. Grupo

SWP3 0.0725 15 0.0012 a
SWP5 0.0855 15 0.0012 b
SWP4 0.0868 15 0.0012 bc
SWP7 0.0901 15 0.0012 c
SWP8 0.0962 15 0.0012 d
SWP6 0.1191 15 0.0012 e
SWP10 0.6814 15 0.0012 F
SWP1 0.9899 15 0.0012 g
SWP9 1.3455 15 0.0012 h
SWP2 1.4535 15 0.0012 |

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

En la interaccion de los factores las combinaciones que minimiza la

variable de respuesta del valor de absorbancia son: SWP3, A5; SWP5, A4;

SWP8, Al y la combinacion maximizan la variable de respuesta es: SWP2, A2,

las cuales coinciden con las reportadas en la prueba post-hoc bajo el criterio de

Tukey.
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Tabla XVI. Resultados prueba S.N.K. para la interaccion

Genotipo Aislado Medias n E.E. Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWPS8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP2 1 1.6827 3 0.0027 y
SWP2 2 2.0777 3 0.0027 z

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.

3.1.4. Validacion de supuestos

Los resultados de los supuestos de normalidad, homocedasticidad e

independencia se presentan a continuacion:

Dado que se tienen 50 eventos se emplea la prueba de normalidad de
Shapiro Wilk. El resultado de la prueba nos da el valorde w = 0.99034, P-
valor = 0.3951. La prueba de hipétesis no muestra evidencia de falta de
normalidad. Asi mismo en la figura 2 se observa graficamente la distribucion

normal de los datos.
La homocedasticidad se evalud utilizando la funcion leveneTest() del

paquete car, la funcién de fligner.test y Bartlett.test en el software Rstudio. Los

resultados se presentan a continuacion:
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Tabla XVIl. Resultados de pruebas del supuesto de homocedasticidad

Prueba P-valor
Levene 0.8573
Fligner-Killeen 0.9411
Bartlett 0.3951

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word.

Segun los resultados de las pruebas para evaluar la homocedasticidad los
resultados del P-valor presentados en la tabla XVI mayores que el nivel de
significancia del 0.05 indican que se acepta la hipétesis nula indicando asi que
no hay diferencias significativas entre las varianzas de los grupos. En la figura 3
se pueden observar los resultados de la prueba donde se observa el
cumplimiento de homocedasticidad. En la figura 2 se observa graficamente que

los residuos son aleatorios, independientes y homocedasticos.

Figura 5. Gréficos para la validacion de supuestos
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Continuacion figura 6.
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3.2.
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Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

de observacion visual

Con el fin de conocer la relaciéon existente entre el valor de absorbancia y

la incidencia de TSWV en plantas de genotipos de C. annuum se observa una

Objetivo 3. Estimacion del grado de correlacién entre el valor de

matriz de diagramas de dispersion en la siguiente figura:

35



Figura 6. Comportamiento de dispersion de las variables
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Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

Para identificar el tipo de correlacién fue importante revisar los supuestos
de normalidad a través de la prueba de Shapiro-Wilk donde con un P-valor <
0.0001 se rechaza la hipotesis nula y se concluye que los valores de Absorbancia

e Incidencia no son normales por lo que se evallo una correlacion de Spearman.

El valor r de Spearman fue de 0.793 lo que nos indica una correlacion
positiva y fuerte entre las variables lo que se traduce que en la medida que
aumentan los valores de la incidencia aumentan también los de absorbancia y

viceversa. En la tabla XVII se presentan los resultados de la cuantificacion del

grado de correlacion lineal.

36

20

1.0

0.0



Tabla XVIIl. Coeficientes de correlacion

Absorbancia Incidencia
Absorbancia 1.000 0.840
Incidencia 0.793 1.000

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.

Hipotesis
. H,:no hay asociacién entre las variables de Incidencia y Absorbancia
. H,: si hay asociacion entre las variables de Incidencia y Absorbancia

La prueba de Spearman muestra la alta correlacion. Sin embargo, para
poder considerar que existe realmente correlacion entre la Absorbancia y la
Incidencia se calculd la significancia aplicando la funcion cor.test() en el software
Rstudio. Se identifica un p-value de < 2.2e-16 por lo que se rechaza la hipotesis
nula y se acepta la alterna indicando asi que si hay asociacion entre las variables

de Incidencia y Absorbancia y que esta no se debe al azar.

Tabla XIX. Coeficientes

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) 0.0687811 0.0355946 1.932 0.0552
Incidencia 0.0130857 0.0006961 18.799 <2e-16

Fuente: elaboracién propia, empleando Microsoft Word.
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De acuerdo con los resultados anteriores la ecuacion de la recta de

minimos cuadrados es:

y = 0.0688 + 0.0131 x (Ec. 13)

En la figura 8 se observa la representacion grafica de la recta de minimos

cuadrados.
Figura 7. Relacion entre la Incidencia y la absorbancia
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Fuente: elaboracion propia, empleando InfoStat.

El coeficiente de determinacién mide la bondad de ajuste de la recta a los

datos la cual es de 70.48 %.
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4.  DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados presentados se discuten y se analizan a continuacion.

4.1. Analisis interno

Para cumplir con el objetivo 1, que corresponde a la identificacion del
genotipo de C. annuum con el menor valor de absorbancia a 405 nm, después
de ser inoculados mecanicamente con el TSWV, se realiz6 un ANOVA para
evaluar diez genotipos de C. annuum frente a cinco aislados de los virus
procedentes de diferentes localidades del pais evidenciando la siguiente

informacion:

En los resultados del ANOVA presentados en la tabla VI, se observan p-
valores de <0.0001, un valor mucho menor al nivel de significancia maximo
permitido de 0.05 indicando asi que existe diferencia estadistica en cuanto a los
valores de absorbancia, los genotipos y sus interacciones. Con base en la
informacion obtenida en el ANOVA, se realizaron analisis post hoc mediante el

criterio de Duncan, Tukey y S.N.K.

Para el factor aislado en las tres pruebas post hoc se identifico que el que
causo los mayores niveles de absorbancia después de 21 dias de inoculacién
mecanica sobre los genotipos fue el aislado 3 proveniente de parcelas con
plantas infectadas con TSWV en el municipio de Amatitlan. El segundo aislado
mas infectivo fue el 5, proveniente de parcelas con plantas infectadas del area
de Barcenas, Villa Nueva. Estos dos aislados fueron los que causaron los

sintomas mas severos en el tejido foliar, por lo que en los proximos bioensayos
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se puede hacer uso de estos para poder evaluar la resistencia de genotipos de

C. annuum frente a la inoculacién mecanica del TSWV.

Para el factor genotipo en las tres pruebas post hoc se identifico que el
genotipo de C. annuum que presentd los niveles mas bajos de absorbancia fue
el SWP3, evidenciando tener el mejor comportamiento ante los cinco aislados
bajo las condiciones del bioensayo. El segundo mejor genotipo fue el SWP5

evidenciando buen comportamiento ante los aislados.

Para cumplir con el objetivo 3, sobre la estimacion del grado de correlacion
entre el valor de absorbancia y el método de evaluacion visual de la enfermedad
utilizando la escala de 0 y 1, donde el O representa a las plantas sin sintomas de
la enfermedad y el 1 las plantas con sintomas, se realiz6 un andlisis de

correlacion de Spearman.

El andlisis de correlacion sirvié para identificar la intensidad en la relacion
entre las variables de incidencia de la enfermedad causada por TSWV y el valor
de absorbancia, el Rho de Spearman fue de 0.793, indicando asi que si hay
correlacion fuerte entre las variables. El analisis de correlacion de Spearman es
una técnica que se utilizé porque los datos de ambas variables no cumplieron con
los supuestos de normalidad, el analisis permitid identificar que si hay relacion
entre ambas variables con direccidén positiva y fuerte. Para considerar que si
habia correlacion entre las variables se calculd la significancia y dado que el valor
es menor que el valor critico 0.05 se rechaza la hipotesis nula concluyendo que

la correlacién si es significativa y existente y que no se debe al azar.
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4.2, Analisis externo

El TSWV es una importante amenaza para el cultivo del C. annuum debido
a los considerables dafios que causa en el follaje y a las pérdidas de rendimiento.
Resende, Maluf, Figueira, y Resende (2000) también realizaron una evaluacion
de genotipos resistentes y susceptibles al TSWV donde el objetivo al igual que el
de la investigacion fue buscar fuentes de resistencia sin embargo en este estudio
se evalud la especie Solanum lycopersicum L. que al igual que el C. annuum

también es atacada por el TSWV.

En la evaluacion del bioensayo de los genotipos de C. annuum se observo
en las plantas resistentes lesiones necroticas locales concentricas en el tejido
foliar a los cinco dias después de ser inoculado mecanicamente con el virus. Las
lesiones causadas por el virus aparecieron después de los cinco dias de ser
inoculados, este tiempo coincide con la aparicién de sintomas en las plantas en
un estudio realizado por Nascimento et. al. (2006), se observé en las plantas
susceptibles las lesiones necroticas y cloréticas locales, subsecuentemente se
mostraron mosaicos, distorsion foliar, retraso en el crecimiento asi como la
muerte apical. Las hojas que se necrosaron se abdicaron antes de los 14 dias de

la inoculacion.

En el experimento se encontré diferencia significativa en la reaccion del
virus en los diferentes genotipos, la evaluacién del valor de absorvancia presento
diferencia estadistica significativa, donde se concluy6 que el mejor genotipo fue
el SWP3 el cual no presento sintomas de la enfermedad y que tuvo valores de
absorbancia bajos indicando asi la ausencia de las particulas virales de TSWV.
Los valores de absorbancia se obtuvieron de la prueba serologica DAS-ELISA
que se realizo al follaje de las plantas de los diversos genotipos. De acuerdo a

informacion de un ensayo de genotipificacion que se realizé durante el afio 2019
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al genotipo SWP3 en la empresa Hortigenetics Research S.E. Asia Limited,
donde se conocié la presencia del gen tsw al genotipo la cual confiere la
resistencia al TSWV. El genotipo SWP3 respondié de manera similar a los cinco
aislados de TSWYV evaluados, los cuales son provenientes de plantas enfermas
de localidades de Guatemala de Antigua Guatemala, Amatitlan (2 aislados),

Sanarate y Barcenas, Villa Nueva.

La evaluacién de los cinco aislados provenientes de diferentes localidades
del pais se hizo para identificar si estos tenian el mismo comportamiento, debido
a que de acuerdo a un estudios realizados por Roggero et. al. (2002) y Margaria
et. al. (2004), sobre variedades de C. annuum que previamente habian
demostrado tener resistencia al TSWV existe la quiebra de resistencia en
genotipos de C. annuum que han sido encontrados en diferentes aislados, sin
embargo, en el estudio no se encontrd quiebra de resistencia por parte de alguno
de los cinco aislados, sélo se registr6 el comportamiento mas agresivo en los
genotipos inoculados con los aislados 3 y 5 provenientes de Amatitlan y Barcenas

villa nueva respectivamente.

En un estudio realizado por Nascimento et. al. (2006), se evaluaron
genotipos en condiciones similares a las del presente ensayo en la especie
Arachis hypogaea. La evaluacion de los materiales al igual que en este
experimento se realizé por medio de una escala visual de los sintomas de la
enfermedad, la diferencia es que se utilizé en lugar de la prueba ELISA la prueba
de cadena de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR). En la evaluacion de
resistencia se encontraron materiales que son fuente de resistencia para futuros
procesos de cruzamiento de lineas parentales para poder obtener un hibrido

comercial con resistencia al TSWV.
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La evaluacion de la correlacion estadistica entre la concentracion del virus
expresada en un valor de absorbancia a 405 nm identificado mediante la prueba
DAS-ELISA y la incidencia de la enfermedad evaluada de forma visual utilizando
la escala de 0 y 1 donde O fueron las plantas sin sintomas de la enfermedad y 1
las plantas con sintomas del virus. La correlacion entre las variables de
absorbancia e incidencia evaluada con el coeficiente de Spearman dio un valor
Rho de 0.793 indicando una correlacion fuerte entre las variables y que se
considera que no se debe al azar. La correlacion entre las variables servira para
poder elegir entre cualquiera de los métodos, tanto la evaluacién visual o la
serologica, para poder utilizar ambos, sin embargo, para disminuir costos y
tiempo se pretende usar el método visual utilizando la escala al no haber
diferencia entre ambos y existir una correlacion fuerte, donde si el valor de
incidencia en campo aumenta asi lo hara también el valor a obtener de
absorbancia mediante la prueba DAS-ELISA. Los resultados de esta
investigacion concuerdan con los obtenidos por Cebolla, Soler, Gomar, Soria y
Nuez (2003), donde se identificaron nuevas fuentes de resistencia después de

someter genotipos de C. annuum a la inoculacién mecanica del TSWV.
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CONCLUSIONES

Se identific6 mediante un ANOVA la existencia de diferencia significativa
con un P-valor de <0.0001 en el factor genotipo identificando por medio de
pruebas post hoc con el criterio de Duncan, Tukey y S.N.K que el genotipo
SWP3 presento6 la menor infeccidn al tener el menor valor de absorbancia
evaluada mediante la prueba DAS-ELISA frente a los cinco aislados
provenientes de diferentes localidades de Guatemala.

Se evalud que el comportamiento de cinco aislados del TSWV, mediante
un ANOVA se encontré diferencia estadistica significativa con un P-valor
de <0.0001 mucho menor al nivel critico 0.05, en las pruebas post hoc se
identificd que el aislado SWP2 proveniente de Amatitlan, Guatemala fue
el que causo los valores mayores de absorbancia en el tejido foliar de las

plantas de los genotipos, indicando un mayor nivel de infeccion.

Se estimé un Rho de Spearman de 0.793 indicando la existente
correlacion entre la incidencia obtenida mediante el método de
observacion visual y el valor de absorbancia obtenida mediante el método
serolégico DAS-ELISA.

Se evalu6 el comportamiento de diez genotipos de C. annuum inoculados
mecanicamente con el virus del bronceado del tomate mediante un disefio
factorial mixto con los factores aislado y Genotipo con 5 y 10 niveles
respectivamente donde al encontrar diferencia significativa se
seleccionaron los genotipos SWP3 y SWP5 como fuente de resistencia

contra el virus.
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RECOMENDACIONES

Incorporar el uso del genotipo SWP3 dentro del programa de
mejoramiento genético de C. annuum como fuente de resistencia contra
el TSWV para aumentar el germoplasma resistente e introgresar la

resistencia en genotipos con caracteristicas deseadas.

Utilizar el aislado 2 proveniente de Amatitlan en futuros bioensayos de
TSWYV para tener resultados mas homogéneos tanto en la observacion

visual como en los niveles de absorbancia.

Evaluar la correlacion entre las variables de incidencia y valor de
absorbancia en los proximos bioensayos para identificar si se mantiene
la correlacién entre las variables para poder utilizar el método mas

econdémico.

Evaluar los genotipos SWP3 y SWP5 frente a otros aislados del virus del
bronceado del tomate de otras localidades distintas a las evaluadas para
identificar que no haya quiebra de resistencia en estos genotipos y poder

usarlos como fuente de resistencia genética.
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APENDICES

Apéndice 1. Resultados prueba de Duncan para la interaccién

Genotipo Aislado Medias n E.E. Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWP8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP6 3 0.071 3 0.0027 a
SWP3 4 0.0717 3 0.0027 a
SWP4 1 0.072 3 0.0027 ab
SWP3 1 0.072 3 0.0027 ab
SWP4 2 0.073 3 0.0027 ab
SWP3 2 0.0737 3 0.0027 ab
SWP5 5 0.074 3 0.0027 ab
SWP10 3 0.0743 3 0.0027 ab
SWP7 4 0.0747 3 0.0027 abc
SWP5 1 0.0747 3 0.0027 abc
SWP3 3 0.0753 3 0.0027 abc
SWP5 2 0.0757 3 0.0027 abc
SWP6 1 0.076 3 0.0027 abcd
SWP4 5 0.0773 3 0.0027 abcde
SWP7 2 0.0783 3 0.0027 abcdef
SWP7 1 0.081 3 0.0027 bcdef
SWP10 5 0.0833 3 0.0027 cdef
SWP7 5 0.0843 3 0.0027 defg
SWP8 5 0.0847 3 0.0027 efg
SWP8 2 0.086 3 0.0027 fg
SWP6 4 0.092 3 0.0027 gh
SWP4 4 0.0977 3 0.0027 h
SWP8 4 0.1083 3 0.0027 i
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Continuacién apéndice 1.

SWP6 5 0.1123 3 0.0027 i
SWP4 3 0.114 3 0.0027 i
SWP8 3 0.1317 3 0.0027 j
SWP7 3 0.132 3 0.0027 j
SWPS 3 0.133 3 0.0027 j
SWP1 3 0.1337 3 0.0027 j
SWP6 2 0.2443 3 0.0027 k
SWP9 3 0.7153 3 0.0027 |
SWP1 4 0.8803 3 0.0027 m
SWP10 4 0.9143 3 0.0027 n
SWP10 1 0.9453 3 0.0027 o
SWP2 3 0.9453 3 0.0027 o
SWP1 5 1.0247 3 0.0027 p
SWP2 4 1.111 3 0.0027 ¢
SWP9 4 1.278 3 0.0027 r
SWP10 2 1.3897 3 0.0027 s
SWP1 2 1.4413 3 0.0027 t
SWP2 5 1.451 3 0.0027 u
SWP1 1 1.4697 3 0.0027 w
SWP9 2 1.5283 3 0.0027 x
SWP9 5 1.5543 3 0.0027 vy
SWP9 1 1.6513 3 0.0027
SWP2 1 1.6827 3 0.0027 aa
SWP2 2 2.0777 3 0.0027 bb

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel.
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Apéndice 2. Resultados prueba de Tukey para la interaccién

Genotipo Aislado Medias Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWP8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP6 3 0.071 3 0.0027 ab
SWP3 4 0.0717 3 0.0027 ab
SWP4 1 0.072 3 0.0027 ab
SWP3 1 0.072 3 0.0027 ab
SWP4 2 0.073 3 0.0027 ab
SWP3 2 0.0737 3 0.0027 ab
SWP5 5 0.074 3 0.0027 ab
SWP10 3 0.0743 3 0.0027 ab
SWP7 4 0.0747 3 0.0027 ab
SWP5 1 0.0747 3 0.0027 ab
SWP3 3 0.0753 3 0.0027 ab
SWP5 2 0.0757 3 0.0027 ab
SWP6 1 0.076 3 0.0027 ab
SWP4 5 0.0773 3 0.0027 abc
SWP7 2 0.0783 3 0.0027 abc
SWP7 1 0.081 3 0.0027 abc
SWP10 5 0.0833 3 0.0027 abcd
SWP7 5 0.0843 3 0.0027 abcd
SWP8 5 0.0847 3 0.0027 abcd
SWP8 2 0.086 3 0.0027 bcd
SWP6 4 0.092 3 0.0027 cd
SWP4 4 0.0977 3 0.0027 de
SWP8 4 0.1083 3 0.0027 ef
SWP6 5 0.1123 3 0.0027 ef
SWP4 3 0.114 3 0.0027 f
SWP8 3 0.1317 3 0.0027 g
SWP7 3 0.132 3 0.0027 g
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Continuacién apéndice 2.

SWP5 3 0.133 3 0.0027 ¢
SWP1 3 0.1337 3 0.0027 ¢
SWP6 2 0.2443 3 0.0027 h
SWP9 3 0.7153 3 0.0027 i

SWP1 4 0.8803 3 0.0027 j

SWP10 4 0.9143 3 0.0027 k
SWP10 1 0.9453 3 0.0027 |

SWP2 3 0.9453 3 0.0027 |

SWP1 5 1.0247 3 0.0027 m
SWP2 4 1.111 3 0.0027 n
SWP9 4 1.278 3 0.0027 o
SWP10 2 1.3897 3 0.0027 p
SWP1 2 1.4413 3 0.0027 g
SWP2 5 1.451 3 0.0027 g
SWP1 1 1.4697 3 0.0027 r

SWP9 2 1.5283 3 0.0027 s
SWP9 5 1.5543 3 0.0027 t

SWP9 1 1.6513 3 0.0027 u
SWP2 1 1.6827 3 0.0027 w
SWP2 2 2.0777 3 0.0027 x

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel.
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Apéndice 3. Resultados prueba S.N.K. para la interaccion

Genotipo Aislado Medias n E.E. Grupo
SWP3 5 0.0697 3 0.0027 a
SWP5 4 0.0703 3 0.0027 a
SWPS8 1 0.0703 3 0.0027 a
SWP6 3 0.071 3 0.0027 ab
SWP3 4 0.0717 3 0.0027 abc
SWP4 1 0.072 3 0.0027 abc
SWP3 1 0.072 3 0.0027 abc
SWP4 2 0.073 3 0.0027 abcd
SWP3 2 0.0737 3 0.0027 abcd
SWP5 5 0.074 3 0.0027 abcd
SWP10 3 0.0743 3 0.0027 abcd
SWP7 4 0.0747 3 0.0027 abcd
SWP5 1 0.0747 3 0.0027 abcd
SWP3 3 0.0753 3 0.0027 abcd
SWP5 2 0.0757 3 0.0027 abcd
SWP6 1 0.076 3 0.0027 abcd
SWP4 5 0.0773 3 0.0027 abcd
SWP7 2 0.0783 3 0.0027 abcd
SWP7 1 0.081 3 0.0027 abcd
SWP10 5 0.0833 3 0.0027 abcde
SWP7 5 0.0843 3 0.0027 bcde
SWP8 5 0.0847 3 0.0027 cde
SWP8 2 0.086 3 0.0027 de
SWP6 4 0.092 3 0.0027 ef
SWP4 4 0.0977 3 0.0027 f
SWP8 4 0.1083 3 0.0027 g
SWP6 5 0.1123 3 0.0027 g
SWP4 3 0.114 3 0.0027 g
SWP8 3 0.1317 3 0.0027 h
SWP7 3 0.132 3 0.0027 h
SWP5 3 0.133 3 0.0027 h
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Continuacién apéndice 3.

SWP1 3 0.1337 3 0.0027 h
SWP6 2 0.2443 3 0.0027 i
SWP9 3 0.7153 3 0.0027 j
SWP1 4 0.8803 3 0.0027 k
SWP10 4 0.9143 3 0.0027 |
SWP10 1 0.9453 3 0.0027 m
SWP2 3 0.9453 3 0.0027 m
SWP1 5 1.0247 3 0.0027 n
SWP2 4 1.111 3 0.0027 o
SWP9 4 1.278 3 0.0027 p
SWP10 2 1.3897 3 0.0027 ¢
SWP1 2 1.4413 3 0.0027 r
SWP2 5 1.451 3 0.0027 s
SWP1 1 1.4697 3 0.0027 t
SWP9 2 1.5283 3 0.0027 u
SWP9 5 1.5543 3 0.0027 w
SWP9 1 1.6513 3 0.0027 x
SWP2 1 1.6827 3 0.0027 vy
SWP2 2 2.0777 3 0.0027

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel.
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Apéndice 4. Escala diagramatica para evaluacion de sintomas del DAS-

ELISA a. 0: plantas resistentes, b. 1: plantas susceptibles

Fuente: [Fotografia de Sandy Castafieda]. (Finca Santa Teresa, Antigua Guatemala,

Sacatepéquez, 2021). Coleccion particular. Guatemala.
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