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TRABAJO DE GRADUACION: EVALUACION DE LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ
BACTERIANA OCASIONADA POR Ralstonia solanacearum E. F. Smith EN TRES
FAMILIAS DE POBLACIONES SEGREGANTES DE TOMATE (Solanum lycopersicum
L.). DIAGNOSTICO Y SERVICIOS REALIZADOS EN LA EMPRESA EAST-WEST SEED
(GUATEMALA), S. A.: FINCA EL COROZO EN ZACAPA, GUATEMALA, CA.

RESUMEN

En Guatemala, el tomate es una de las hortalizas con mayor importancia econémica,
tanto por su produccion como por su consumo, sin embargo existen varios factores que han
sido determinantes en la rentabilidad del cultivo tales como la alta incidencia de plagas, que
conlleva al incremento de los costos de produccion, reduccion de rendimientos, mala calidad
de fruta (Lopez, 2005). Es por ello que el mejoramiento genético surge como una alternativa
para mejorar la produccion del cultivo a través de incrementar la resistencia y/o tolerancia a

ciertos patégenos, mejorar el rendimiento y la calidad de frutos.

En la empresa East-West Seed (Guatemala), S.A. se ha venido realizando
mejoramiento del cultivo de tomate desde hace varios afios, antes a través de la empresa
Semillas Tropicales, S.A. En un programa de mejoramiento los cruzamientos iniciales son
realizados para generar lineas parentales a través del tiempo en generaciones llamadas F2,
F3, F4, etc. A cada estado, se aplica una seleccion para obtener nuevos parentales con
caracteres deseables de sus dos parentales originales. Una vez que muchos parentales
deseables han sido desarrollados, nuevos cruzamientos son necesarios para producir
nuevos hibridos (Emmatty, 2005).

En el presente informe integrado se describen las actividades realizadas durante el
diagnéstico, investigacion y servicios prestados a la empresa East-West Seed (Guatemala),
S.A. El diagndstico descrito en el capitulo | permitié conocer los antecedentes y la situacion
actual del programa de mejoramiento, por medio de la revision de fuentes primarias y
secundarias, con la ayuda del personal de la empresa. Esto fue una herramienta donde se

obtuvo el primer paso para la realizacion de la investigacion dirigida a la evaluacion de la



resistencia a la marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia solanacearum E. F. Smith

en el cultivo de tomate.

A través del diagnostico también se obtuvo informacion de cuales proyectos
ayudarian al programa de mejoramiento. Con la participacion del grupo de personas del
departamento de investigacion de la empresa se priorizaron las probleméticas y se

seleccionaron tres para llevar a cabo los servicios profesionales del EPS.

En el capitulo 1l, se presenta la investigacion de la evaluacion de la resistencia a la
marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia solanacearum E. F. Smith en tres familias
de poblaciones segregantes de tomate (Solanum lycopersicum L.) todo esto bajo las
condiciones de la finca El Corozo en Zacapa. Al llevar a cabo la investigacion se logro
identificar que la cepa de R. solanacearum presente dentro de la parcela es la conocida
como Filotipo |, Secuevar 14 (también conocida como Raza 1, Biovar 3). También se
determind que de las tres familias evaluadas, la numero 1 fue la que presentd la mayor
proporcion de sobrevivencia a la bacteria, se obtuvieron plantas que presentaron buena
resistencia y/o tolerancia a la bacteria y buena caracteristicas de planta y de fruto siendo
estas clasificadas por familia: familia 1: GT-6854, GT-6855, GT-6856, GT-6857, GT-6858,
GT-6859, GT-6848, GT-6849, GT-6850, GT-6833, GT-6834; familia 2: GT-6860, GT-6861,
GT-6862, GT-6863, GT-6865, GT-6852, GT-6839, GT-6864, GT-6851, GT-6863; y familia
3: GT-6866, GT-6840, GT-6841, GT-6842, GT-6843, GT-6844, GT-6845, GT-6846, GT-
6847.

El informe de los servicios realizados dentro de la empresa se presentan en el
capitulo Il siendo estos: la evaluacién de la resistencia a la marchitez bacteriana ocasionada
por R. solanacearum en doce hibridos de tomate, bajo las condiciones de la finca El Corozo
en Zacapa, la vinculacion entre los genes “ah” (anthocyaninless) y “Tm-2a” (tobacco mosaic
virus resistance-2) en condicidon homocigota dominante, en tomate (Solanum lycopersicum
L.); y la evaluacién de rendimiento de trece hibridos de tomate en la finca Santa Teresa en

Antigua Guatemala, Sacatepéquez.



CAPITULO |: DIAGNOSTICO DE LA SITUACION ACTUAL DEL PROGRAMA DE
MEJORAMIENTO GENETICO DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.) DE LA EMPRESA
EAST-WEST SEED (GUATEMALA), S.A.



1.1 Presentacién

East-West Seed Internacional es una compafia especializada en el mejoramiento
genético de hortalizas para zonas tropicales. Comenz6 sus operaciones en Guatemala en
el afio 2008, y en el afio 2014 fusiono a la empresa Semillas Tropicales, S. A., convirtiéendose
en East-West Seed (Guatemala) S.A.

Dentro de las hortalizas que trabaja esta el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum
L.), el cual es uno de los de mayor importancia, produccion y consumo a nivel mundial. Se
cultiva en mas de cien paises tanto para consumo fresco como industrial. En Guatemala la
produccion de tomate se ha convertido en una actividad de alto costo debido a la presencia
de enfermedades y plagas que atacan a las plantas, ocasionando pérdidas econdémicas para
los agricultores (Duque 2008).

El programa de mejoramiento del cultivo de tomate tiene como objetivo principal
proveer a los agricultores con hibridos de tomate de alto rendimiento, calidad y paquete de

resistencias a enfermedades.

A través del diagnéstico se identifico que dentro del programa de mejoramiento se
encuentran cinco areas de investigacion, siendo estas: el desarrollo de lineas parentales,
este proceso dura aproximadamente cuatro afios para que estabilizar las lineas; el
desarrollo de hibridos, a partir de las lineas parentales estables este proceso dura seis
meses; la evaluacidn de hibridos, esta puede ser hibridos desarrollados en otros paises o
bien hibridos desarrollados dentro del pais, se identifican las caracteristicas agronémicas y
genéticas deseadas y la adaptacién del material al ambiente; la introgresion de genes de
resistencia a materiales parentales, el tiempo que tarda este proceso depende de la cantidad
de genes que se pretendan retrocruzar; la evaluacién de resistencia y/o tolerancia a
enfermedades, la cual se realiza en diferentes parcelas experimentales dentro del pais, en

época secay en época lluviosa.



1.2 Marco Referencial

1.2.1 Localizacion geografica

A. Oficinas centrales

Esta ubicada en el municipio de Santa Lucia Milpas Altas el cual se encuentra
localizado en la region central de Guatemala, y ubicado en el departamento de
Sacatepéquez con coordenadas geograficas en latitud de 14°34°35” y longitud de
90°40°40”, a una altura que oscila entre 1970 metros sobre el nivel del mar
(SEGEPLAN 2010).

B. Finca Santa Teresa

Se ubica en la Aldea San Bartolomé Becerra en el Municipio de Antigua
Guatemala del Departamento de Sacatepéquez. La aldea se ubica al sur poniente de
la Antigua Guatemala a 2 kilbmetros. Se localiza en el Valle de Panchoy, a una latitud
de 14°33'20", y longitud 90°43'54" oeste meridiano Greenwich, a 1,530 metros sobre
el nivel del mar, ocupa una extension de 78 kilbmetros cuadrados. Esta limitado al
norte por los municipios de Jocotenango y San Bartolomé Milpas Altas; al este por
San Bartolomé, Santa Lucia Milpas Altas y Santa Maria de Jesus y al oeste por San
Antonio Aguas Calientes, Ciudad Vieja y Santa Catarina Barahona; todos municipios
de Sacatepéquez. Se localiza a 45 kilbmetros de la ciudad capital (Avendafio 2006)

(figura 1).

Figura 1. Finca Santa Teresa, Antigua Guatemala

Fuente: M. Castarieda, 2015



Las condiciones climaticas del lugar son:

a. Temperatura: el clima en el departamento de Sacatepéquez es templado, con
una temperatura promedio durante el afio es de 17 a 18°C. La temperatura
minima en el afilo se da en el mes de enero siendo de 12°C, y la maxima en
marzo y abril de 25°C.

b. Precipitacion pluvial: los meses de invierno en la cuidad son de mayo a
octubre, las lluvias mas fuertes se dan en agosto y septiembre. Enero, febrero,
marzo, abril, noviembre y diciembre son por lo general secos. La precipitacion
promedio anual es de 1,100 a 1,400 mm, con un promedio de 83 dias de lluvia
al afno.

c. Humedad relativa: la humedad relativa es de 75%

C. Finca El Comun

Se ubica en el Municipio de Sanarate del Departamento de El Progreso. Segun
el Censo Xl de Poblacion realizado por el INE (2002) el Municipio de Sanarate es
uno de los 8 municipios, que conforman El Progreso el cual pertenece a la Region
o Regiéon Nor-Oriental, cuenta con 156 poblaciones entre caserios, pueblos, parajes,
aldeas y fincas, ocupa el segundo lugar en poblacién y el tercero en extension 8273
Km2 y ocupa el 14 % del territorio de El Progreso, su localizacién geografica es
14°47'12” de Latitud y 90°0'2” de Longitud y sus colindancias politico administrativas
son: al norte con el municipio de Moraran (El Progreso) y Salama (Baja Verapaz), al
sur con Jalapa, al oeste con el municipio de San Antonio La Paz ( El Progreso), los
municipios de San José El Golfo y Chuarrancho (Guatemala), su altura sobre el nivel
del mar segun el banco de marca ubicado en la estacion del ferrocarril es de 812.68
metros sobre nivel del mar que es la altura a la que se encuentra la mayoria de la

cabecera municipal (figura 2).



Figura 2. Finca EI Comun, Sanarate, El Progreso.

Fuente: M. Castafieda, 2015

En lo que respecta al clima de Sanarate, segun la clasificacion climatica de
“Thornwaite”, la clasificacion de la mayoria del municipio es: B'b'Di, esto quiere decir:
temperatura: Semi-Calido, con variaciones de la temperatura con invierno benigno y
jerarquia de humedad con caracter de clima seco, con estepa como vegetacion

natural caracteristica, con invierno seco como tipo de distribucién de la lluvia.

. Finca El Corozo y Finca Santa Cruz.

Se ubican entre las aldeas Santa Cruz y Pasabien en el Municipio de Rio
Hondo del Departamento de Zacapa. Tiene una extension Territorial: 422 kilometros
cuadrados, Altitud: 500 a 600 metros sobre el nivel del mar, Longitud: 89°, 35’, 06”
Longitud Oeste del meridiano de Greenwich, Latitud: 15°, 02’, 36” Latitud Norte;
Colindancias: Limita al Norte con el municipio de El Estor (Izabal), y el municipio de
Panzos (Alta Verapaz), tiene de por medio la cadena montafiosa de la Sierra de Las
Minas; al Sur con el municipio de Zacapa (Zacapa) y Estanzuela (Zacapa), media

entre los dos municipios el Rio Motagua; al Oeste con el municipio de Teculutan



(Zacapa), tiene como linea divisoria la Quebrada Barranca Seca; y al Este con el
municipio de Gualan (Zacapa). Un diagndstico realizado por la Municipalidad de Rio
Hondo, la humedad relativa oscila entre 60 y 72%. La precipitacion registrada al afio
es de 600 a 800 milimetros (Roldan 2006) (figura 3).

Figura 3. Finca El Corozo

Fuente: M. Castarieda, 2015

1.3 Objetivos

1.3.1 General
Diagnosticar la situacion actual del programa de mejoramiento genético de

tomate (Solanum lycopersicum L.) de la empresa East-West Seed (Guatemala).

1.3.2 Especificos

1. Identificar las areas del programa de mejoramiento genético de tomate.

2. Describir el proceso productivo para la obtencion de un hibrido de tomate comercial.



1.4 Metodologia
1.4.1 Fase de gabinete inicial

En esta fase realiz6 a través de la consulta de fuentes bibliogréaficas y entrevistas a
las personas del departamento de investigacion de la empresa con el objetivo de adquirir
conocimiento acerca de las actividades que se realiza la empresa y el lugar donde estas se

llevan a cabo.

1.4.2 Fase de campo

Esta fase consistio en un recorrido por las instalaciones de la empresa iniciando por
las oficinas centrales, realizando entrevistas a las personas encargadas del departamento
de investigacion, para recabar informacion sobre antecedentes de las actividades de
mejoramiento genético en la empresa. Se realizd una visita guiada por las fincas de la

empresa siendo estas:

— Finca Santa Teresa
— Finca EI Comun
— Finca El Corozo
— Finca Santa Cruz
1.4.3 Segunda fase de gabinete
Dentro de esta fase se indagé acerca de las areas que estan dentro del programa de
mejoramiento genético de tomate en la empresa en los ultimos afios y se identificaron los

siguientes:
— Desarrollo de lineas parentales de tomate
— Desarrollo de hibridos de tomate
— Evaluacion de hibridos de tomate
— Introgresion de genes de resistencia a materiales parentales de tomate
— Evaluaciones de resistencia o tolerancia a enfermedades en plantas de tomate

1.4.4 Andlisis de informacién
Se compilé la informacion obtenida en el campo para su analisis, se elaboro un listado

de principales actividades realizadas dentro del programa de mejoramiento genético de



tomate para detectar posibles complicaciones y sugerir cambios Utiles para mejorar el

programa.

1.4.5 Fase de gabinete final
En esta fase se elaboré el presente documento, con toda la informacion recopilada en

las fases anteriores.

1.5 Resultados
1.5.1 Areas del programa de mejoramiento genético de tomate
Dentro del programa de mejoramiento genético del tomate, se tienen cinco areas

siendo estas:

Desarrollo de lineas parentales
Desarrollo de hibridos
Evaluacioén de hibridos

Introgresion de genes de resistencia a materiales parentales

ok~ N oE

Evaluacion de resistencia o tolerancia de plantas de tomate a enfermedades.

1.5.1.1 Desarrollo de lineas parentales

Esta es la primera parte del programa de mejoramiento, donde se hacen los
cruzamientos iniciales para generar lineas parentales a través de tiempo en generaciones
filiales (F2, Fs3, F4, ..., etc.). En cada generacion se aplica una seleccion para obtener lineas
parentales con caracteres deseables de parentales iniciales. Este proceso lleva 4 afios,

realizando dos ciclos anualmente.

1.5.1.2 Desarrollo de hibridos

En el desarrollo de hibridos se cumplen dos pasos esenciales. Primero, se combinan
los caracteres deseados de diversas plantas de tomate y para desarrollar lineas parentales.
Segundo, se usan esas lineas parentales y se cruzan para la produccion de hibridos

experimentales. Las fases para esta parte del programa son las siguientes:

a. Seleccién de parentales
b. Preparacion de semilleros

c. Preparacion del terreno



d. Trasplante y manejo del cultivo

e. Polinizacién

f. Cosecha de frutos
g. Extraccion de semilla
h. Tratamiento de semilla

Secado de semilla

1.5.1.3 Evaluacion de hibridos

Después del desarrollo del hibridos Fi, se realizan ensayos en las diferentes fincas
de la empresa observar su adaptabilidad en comparacion con las variedades que estan
actualmente en el mercado. Esta parte del programa tiene una duracion de tres a cuatro

anos. Las fases de la evaluacion de hibridos son las siguientes:

Semilla de hibridos
Preparacion de semilleros
Preparacioén del terreno
Trasplante y manejo del cultivo

Observacion de hibridos

-~ 0o o o0 T p

Evaluaciéon de rendimientos

Evaluacion de comportamiento en campo

©

1.5.1.4 Introgresion de genes de resistencia a materiales parentales
Esta parte del programa permite obtener a medio plazo genotipos con resistencias
deseadas sin comprometer las caracteristicas morfolégicas de las plantas. Las fases de esta

parte del programa de mejoramiento son las siguientes:

Semilla de hibridos

Preparacion de semilleros
Preparacion del terreno

Trasplante y manejo del cultivo

® o o0 T p

Identificacion de genes de resistencia (se realiza en Hortigenetics Research (S.E.
Asia) Limited)
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1.5.1.5 Evaluaciones de resistencia y/o tolerancia a enfermedades
Dentro del programa de mejoramiento se pretende que los hibridos y/o lineas

presenten resistencia o tolerancia a enfermedades siendo estas:

Verticillium raza 1

— Fusariumrazas 1, 2,y 3

— Peca bacteriana

— Virus del bronceado del tomate o TSWV

— Virus de mosaico del tabaco o TMV / Virus del mosaico del tomate o ToMV
— Nematodo del nudo de la raiz.

— Marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia solanacearum

— Virus del rizado amarillo del tomate o TYLCV

Las fases de la evaluacion de resistencia o tolerancia a enfermedades son las

siguientes:

Seleccidén de resistencia a evaluar
Ubicacién de terreno

Semilla de hibridos y/o lineas puras
Semilleros

Preparacion de terreno

-~ o o 0 T p

Trasplante y manejo del cultivo

Identificacion de la presencia de determinado marcador genético

- @

Evaluacion de resistencia o tolerancia

1.5.2 Proceso productivo para la obtencién de un hibrido comercial
El proceso para obtener un hibrido de tomate comercial dentro del programa de
mejoramiento genético de la empresa East-West Seed (Guatemala) es el siguiente:

a. Interés por obtener un nuevo hibrido comercial

Se realiza un sondeo en el mercado para identificar cuales son las caracteristicas
morfoldgicas y genéticas que estdn demandando los agricultores actualmente para

hacer una proyeccién a futuro del hibrido a desarrollar en los siguientes cuatro afos.
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Desarrollo y/o uso de lineas que tengan las resistencias y caracteristicas deseadas

para evaluar su aptitud combinatoria

Linea (s) en existencia: se selecciona la (s) lineas del interés del investigador con
caracteristicas deseadas (buen rendimiento, color deseado de la fruta, tamafio de
frutos, firmeza, plantas vigorosas, vida de anaquel) y con genes de resistencia
(Verticilllum sp. (Ve), Resistencia a Begomovirus (Tyl y Ty3), Nematodo
Meloidogyne sp. (Mi), Spotted wild (Sw5), Virus del mosaico del tabaco TMV (Tm2a),
Fusarium oxysporum (12 y I3)).

Linea (s) nueva (s). para obtener lineas nuevas se realizan numeras
autofecundaciones, en el caso de las plantas autdgamas esto ocurre naturalmente
como lo es en su mayoria en tomate. Después se obtienen las semillas y se
seleccionan las plantas que expresan los caracteres de interés y se siembran
nuevamente, luego se repite el proceso anterior. Para obtener una linea pura
(altamente homocigota para los caracteres de interés) pasan varias generaciones
hasta llegar a un alto grado de consanguinidad (ASA 2015). Este proceso
aproximadamente dura 4 afios para alcanzar la F8, debido a que cada afio se hacen

dos ciclos.

Ensayos de campo

Después de seleccionar las lineas que presentan mayor aptitud combinatoria
se eligen para la creacion del hibrido los cuales son probados en ensayos de campo
en diferentes localidades para determinar cuéles son los que pueden llegar a ser

comerciales, siendo estos ensayos los siguientes:

HOT: Hybrid observation trial (ensayo de observacion de hibrido)

El mejorador de tomate es el encargado de la evaluacién de este primer
ensayo en el cual se realizan cruces utilizando las lineas de interés del mejorador, el
ensayo debe llevarse a cabo en al menos tres localidades representativas de las

condiciones para las que se quiere el hibrido de tomate. Esta etapa se realiza las
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b)

d)

fincas de la empresa y con el manejo que el mejorador proponga y se pueden llegar
a evaluar aproximadamente 200-300 hibridos, de los cuales se descartan todos
aguellos que no tengan buenas caracteristicas para el mercado para el que estan
siendo desarrollados. Los hibridos seleccionados resultan entre un 10 a 20% Yy son
los que pasan a la siguiente etapa. Este ensayo se divide en dos siendo estos:

— HOT-1: se realiza durante la época seca o lluviosa.

— HOT-2: se realiza durante época diferente al HOT-1.

RYT: Replicated yield trial (ensayo replicado de rendimiento)

El mejorador de tomate es el encargado de la evaluacién de este segundo
ensayo el cual se realiza en al menos tres localidades representativas. En esta etapa
se evallan los hibridos que han avanzado de la etapa HOT y como su nombre lo
indica se toman datos de rendimiento y otras caracteristicas deseadas mas
especificas, este ensayo se realiza dentro de las fincas de la empresa y con el manejo
propuesto por el mejorador. Este ensayo se divide en dos siendo estos:

— RYT-1: se realiza durante la época seca o lluviosa.

— RYT-2. se realiza durante la época diferente al RYT-1

PDS: Product developed support (producto desarrollado de apoyo)

El mejorador de tomate junto con el equipo de ventas son los encargados de
la evaluacion de este ensayo. Se evalla el comportamiento del hibrido en al menos
3 lugares representativos de zonas productoras, los ensayos se ubican en las fincas
de agricultores de las zonas y son evaluados con los manejos utilizados por ellos.
Este ensayo se divide en dos siendo estos:

— PDS 1: se realiza durante la época seca o lluviosa

— PDS 2: se realiza durante la época diferente al PDS-1

MI: Market introduction (Introduccién al mercado)
El equipo de ventas es el encargado de la introduccién del hibrido al mercado
nacional e internacional. Se realiza el establecimiento de ensayos finales para ser

mostrados en dias de campo a agricultores nacionales e internacionales.
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1.6 Conclusiones

1. El programa de mejoramiento genético de tomate esta divido en cinco areas siendo
estas: desarrollo de lineas parentales, desarrollo de hibridos, evaluacion de hibridos,
introgresion de genes de resistencia a materiales parentales, evaluacion de

resistencia o tolerancia a enfermedades.

2. El proceso productivo para obtener un hibrido comercial consta de cuatro fases:
ensayo de observacion de hibrido; ensayo replicado de rendimiento; producto
desarrollado de apoyo; introduccién a mercado. Las primeras tres fases se dividen a
su vez en dos observaciones, una realizada en época seca o lluviosa y la otra
realizada en el semestre siguiente. La fase final es la introduccién del hibrido al

mercado nacional e internacional, dependiendo las caracteristicas del mismo.

1.7 Recomendaciones

Debido a que identificaron varias problematicas dentro del problema de
mejoramiento las cuales son: la caracterizacion de Phytophthora infenstans en
tomate (Solanum lycopersicum) en lugares productores de tomate en todo el pais,
Introgresion de genes de resistencia a lineas parentales de (Solanum lycopersicum)
usando el método de retrocruza. Lo cual ayudarian al desarrollo de lineas e hibridos
con otras caracteristicas que permitiran una mejor competencia dentro del mercado

del cultivo de tomate, por lo que se recomienda llevar a cabo dichas investigaciones.



14

1.8 Bibliografia

. ASA (Asociacién Semilleros Argentinos). 2015. Fito mejoramiento: mejoramiento de

especies para aprovechar la heterosis (en linea). Buenos Aires, Argentina.
Consultado 20 mayo 2015. Disponible en
http://asabiotecnologia.com.ar/fitomejoramiento.

. Avendarnio, M. 2006. Lineamientos para un esquema de desarrollo y ordenamiento

territorial del sistema de aldeas que conforman el municipio de La Antigua
Guatemala. Tesis MSc. Barcelona, Espafa, Universidad Politécnica de Catalufia. 59

p.

. Duque, C. 2008. Manejo agronémico del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum

L.) en casa malla, bajo las condiciones de Monjas, Jalapa; caso empresa mosca
blanca. Tesis Ing. Agr. Guatemala, Universidad de San Carlos de Guatemala. 77 p.

. INE (Instituto Nacional de Estadistica, GT). 2002. Xl censo de poblacién y VI de

habitacién. Guatemala. 1 CD.

. Municipalidad de San Francisco, Petén, GT. 2001. Censo sociodemografico de areas

urbanas y rurales del municipio de San Francisco. Guatemala. 12 p.

. Roldan, E. 2006. Historia del municipio de Rio Hondo departamento de Zacapa. Tesis

MSc. Guatemala, Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de
Humanidades. 143 p.

. SEGEPLAN (Secretaria General de Planificacion y Programacion, GT). 2010. Plan

de desarrollo de Santa Lucia Milpas Altas, Sacatepéquez, Guatemala. Guatemala.
87 p.

. Simmons, C; Tarano, J.; Pinto, J. 1959. Clasificacion de reconocimiento de los suelos

de la Republica de Guatemala. Trad. Pedro Tirado Sulsona. Guatemala, José de
Pineda Ibarra. 987 p.



15

CAPITULO II: Evaluacion de la resistencia a la marchitez bacteriana ocasionada por
Ralstonia solanacearum E. F. Smith en tres familias de poblaciones segregantes de
tomate (Solanum lycopersicum L.) bajo las condiciones de la finca El Corozo en Zacapa,

Guatemala, CA.

Evaluation of the resistance to bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum E. F. Smith
in three families of segregating tomato (Solanum lycopersicum L.) population under the
conditions of El Corozo farm in Zacapa, Guatemala, CA.
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2.1 Presentacion

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mas cultivadas en todo el
mundo. Sin embargo la produccion de tomate esta afectada por muchas limitaciones de
produccion, una de estas es la marchitez bacteriana la cual es una enfermedad causada por
la bacteria Ralstonia solanacearum, que ha estado afectando la produccion del cultivo en
todo el mundo. En Guatemala se han realizado estudios uno de ellos por Sanchez et al.
2008 constatando la presencia de la bacteria en zonas productoras de tomate por diferentes

areas del pais.

Una de las zonas productoras de tomate donde ya pocos productores se atreven a
sembrar es la regién aledafa a la Finca El Corozo parte de la empresa East-West Seed
(Guatemala), S. A. ubicada en Pasabién en el municipio de Rio Hondo, Zacapa. Por este
motivo, en abril del 2014 se establecid en esta finca una parcela comercial del hibrido 2117,
resistente a marchitez bacteriana. Sin embargo, debido a la alta mortandad presente en la
parcela, esta debié ser abandonada. Segun andlisis fitopatolégicos se determind la
presencia del patdgeno Ralstonia solanacearum E, F. Smith en la finca. El hibrido 2117
proviene del cruce de dos lineas parentales seleccionadas en la bajo la presencia de la
bacteria R. solanacearum, la cual fue identificada como Filotipo I, Sequevar 14 (también
conocida como Raza 1, Biovar 3), la cual ha sido aislada en las principales areas
productoras de tomate del pais (Sanchez et. al. 2008). Este resultado inesperado podria
atribuirse a la que las condiciones climaticas del lugar pudieran haber conducido a un ataque
mas virulento por parte del patégeno, quebrando la resistencia.

La situacién anterior condujo a plantear la presente investigacion, donde se utilizaron
para el efecto poblaciones segregantes provenientes de tres familias diferentes, resistentes
a la marchitez bacteriana en una parcela experimental en la Finca El Corozo, en el mismo
sitio en el que el hibridos 2117 habia sido eliminado. La logica detras del experimento era
gue en una poblacién segregante, al menos algunos de los individuos sobrevivirian bajo las
condiciones el lugar, relacionando la sobrevivencia de las plantas con caracteristicas

morfologicas deseadas con la presencia de genes de resistencia al patégeno.

El ensayo se establecié en el mes de abril del afio 2015, evaluandose las poblaciones

segregantes de las tres familias. Las tres familias provenientes de tres hibridos, GT-5230,
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GT-5188 y GT-5215, con resistencia a la marchitez bacteriana y en previos estudios se
determindé mediante pruebas moleculares, realizadas a las lineas progenitoras, que estos
tienen presente el marcador molecular BW12. De la primera familia se evaluaron 6
poblaciones segregantes, de la segunda familia 8 y de la tercera familia 10. Cada unidad
experimental consté de 10 plantas con tres repeticiones para un total de 72 unidades
experimentales, se utilizé un modelo experimental jerarquico o anidado desbalanceado. Se
colocaron controles susceptibles y resistentes, el control susceptible fue el hibrido GT-4830
(nombre comercial Patron), el cual no presenta resistencia al patdbgeno de estudio y el
control resistente fue la variedad GT-5076 (el cultivar Hawaii 7996), estos para constatar la
presencia de la bacteria en la parcela.

En el Centro Asiatico de Investigacion y Desarrollo de Hortalizas (AVRDC) se han
desarrollado marcadores los cuales permitieron identificar la presencia de estos dos grupos
de genes (Wang et. al. 2013). La resistencia a la marchitez bacteriana en el tomate es
considerada una caracteristica cuantitativa compleja, controlada por varios genes. Se han
identificado dos loci de rasgos cuantitativos por sus siglas en ingles QTL s (quantitative trait
loci) con fuerte efecto sobre la resistencia, estos estan localizados en los cromosomas 6 y
12.

Como resultado del estudio se determind que la cepa bacteriana presente en la
parcela experimental es la misma encontrada en el area oriental de pais donde se cultiva
tomate, siendo esta identificada como Filotipo I, Sequevar 14. En cuanto a las tres familias
evaluadas segun analisis estadistico la mejor fue la familia 1 teniendo sus poblaciones
segregantes una mayor sobrevivencia en campo y por lo tanto mayor resistencia frente al
patébgeno, sin embargo no existe diferencia significativa entre todas las poblaciones
segregantes de esta familia. La mayoria de las poblaciones que presentaron resistencia en
campo a la bacteria tienen la presencia del marcador BW12, sin embargo cuatro poblaciones
no presentan el marcador indicando esto que el marcador no parece estar involucrado en la

expresion de la resistencia bajo las condiciones del experimento.
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2.2 Marco Teorico
2.2.1 Marco Conceptual

2.2.1.1 Importancia del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.)

El tomate es originario de América del Sur, de la regidn andina, particularmente de
Perd y Ecuador (Esquinas 1981). Sin embargo, su domesticacion fue llevada a cabo en
México. EI nombre de tomate procede del nahuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, que
significa tomate de ombligo (SFA 2010). En Guatemala y el mundo el cultivo de tomate es
una de las hortalizas de importancia, mayor produccion y consumo, debido a que forma
parte de la dieta alimentaria de las personas por su sabor y alto valor nutricional,

conteniendo cantidades considerables de vitaminas y minerales (Villela 1993).

Guatemala es el principal productor de tomate a nivel de América Central, con una
produccion de 706,130 toneladas en 8,944.64 hectareas en el afio 2013 (DIPLAN 2013).
Siendo una de las principales hortalizas cultivada la cual genera mayor nimero de empleos
especialmente en la region de oriente del pais, pero debido al incremento de plagas y
enfermedades que existe en la actualidad las areas de siembra han disminuido obligando
al agricultor a implementar medidas de control a un alto costo (Lemus 2012). Esto ha
contribuido al deterioro del medio ambiente. Los problemas son mayores para
enfermedades donde no existe un control quimico efectivo y el combate cultural no es

utilizado, esto es el caso de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum.

2.2.1.2 Taxonomia del cultivo de tomate
El tomate es una especie dicotileddnea perteneciente a la familia de las solanaceas,
la cual es una de las mas grandes e importantes entre las angiospermas. Segun Knapp, et

al. (2005) el tomate se clasifica de la siguiente manera:

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanacea
Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum L.
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2.2.1.3 Descripcién botanica del cultivo de tomate

Es una planta de porte erecto o semi erecto, arbustivo, cultivo de tipo anual. Existen
variedades de crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado
(indeterminadas) (SFA 2010).

A. Semilla

La semilla de tomate es de forma plana y lenticular con dimensiones
aproximadas de 3 x 2 x 1 mm y esta constituida por el embrion, endospermo y la
cubierta seminal. El embridn esta constituido por la yema apical, dos cotiledones, el
hipocdtilo y la radicula. EI endospermo contiene los elementos nutritivos para el
desarrollo del embrion. La testa o cubierta seminal esta constituida por un tejido duro
e impermeable, recubierto de vellosidad, que envuelve y protege el embrion y el
endospermo (Nuez 1995).

B. Sistema radicular

El sistema radicular del tomate consta de una raiz principal, numerosas raices
secundarias y terciarias. La raiz principal pivotante crece 0.03 m al dia hasta que
alcanza los 0.60 m (Rodriguez y Medina 2001), sin embargo cuando la planta se
propaga mediante trasplante, la raiz principal se ve parcialmente detenida en su
crecimiento, en consecuencia favorece el crecimiento de las raices secundarias
laterales las cuales se desenvuelven entre 0.5 y 0.7 m de la capa del suelo (Garza
1985).

C. Tallo

Los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos, de grosor mediano y con
tricomas (pilosidades), simples y glandulares. Eje con un grosor que oscila entre 2-4
cm en su base, sobre el que se van desarrollando las hojas, tallos secundarios e
inflorescencias. En la parte distal se encuentra el meristemo apical, donde se inician

los nuevos primordios foliares y florales (Monardes 2009).

D. Hojas
Las hojas compuestas imparipinadas, con foliolos peciolados, lobulados y con

borde dentado en nimero de 7 a 11 recubiertos de tricomas. Las hojas se disponen
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en forma alterna sobre el tallo, estan cubiertas por glandulas secretoras de sustancias
aromaticas (Rodriguez y Medina 2001).

. Flor

Las flores aparecen en racimos, son pequefas, pedunculadas de color
amarillo de forma estrellada que forman un tubo corto en la base y se abre en un solo
plano. El caliz es verde y de forma de tubo corto terminado en cinco o diez sépalos,
verdes pubescentes. Los estambres son de cinco a diez generalmente seis en
variedades comerciales, estan soldados en estilo Unico que a veces sobresale de los
estambres (Castellanos 2009). La primera flor se forma en la yema apical y las demas
se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del eje principal, se une
al eje floral por medio de un pedicelo articulado que contiene la zona de abscision.
Las inflorescencias se desarrollan a cada dos o tres hojas en las axilas (Ifiiguez
1991).

. Fruto

El fruto es una baya de color amarillo, rosado, anaranjado o rojo debido a la
presencia de licopeno o caroteno, siendo el mas comun el rojo en la madurez. Tiene
dos o mas léculos que se desarrollan a partir de un ovario, su forma puede ser
redonda, ovalada o pera y con superficie lisa o con pequefios surcos, estan
compuestos por paredes de pericarpio carnoso desarrollado del ovario, esta unido a
la planta por un pedicelo con un engrosamiento articulado que contiene una capa de

abscision (Desai et al. 1997).

2.2.1.4 Requerimientos edafoclimaticos

Temperatura: la temperatura 6ptima de desarrollo se sitia en 23°C durante el dia y
entre 13-17°C durante la noche (SFA, 2010).

Humedad: la humedad relativa oscila entre un 60 y 80% (SFA, 2010).

Luminosidad: segun Carpefio (2004) citado por Lemus, A. (2012) el tomate es un
cultivo que no lo afecta el fotoperiodo o largo del dia, sus necesidades de luz oscilan
entre las 8 y 16 horas y valores de radiacion diaria en torno a 0.85 MJ/m? son los
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umbrales minimos para la floracion y cuajado siendo preferible mayor iluminacién en

menor periodo de tiempo que iluminaciones débiles en periodos mas largos.

Suelos: la planta de tomate se puede cultivar en cualquier tipo de suelo, pero se
prefieren suelos profundos, margosos (suelos compuestos de arcilla, limo y arena
con abundante cantidad de materia vegetal descompuesta) y bien drenados. Lo ideal

es un suelo ligeramente acido, con un pH de 6.2 a 6.8 (SFA, 2010).

2.2.1.5 Materiales genéticos de tomate

Las tres familias (conjunto de individuos provenientes de las mismas lineas
parentales) de poblaciones segregantes (individuos genéticamente variables) que se
utilizaron para la prueba de resistencia a Ralstonia solanacearum, son descendientes de
tres hibridos siendo estos: GT-5230, GT-5188 y GT-5215. Los hibridos han sido evaluados
en parcelas con presencia de R. solanacearum y han demostrado tener resistencia, ademas

gue también tienen presente el marcador BW12 en condicion heterocigoto.

Las poblaciones segregantes que se utilizaron fueron generaciones filiales 2, 3, y 4.
Para la familia 1 se usaron: una F2, dos F3, y cuatro F4; para la Familia 2 se usaron: una
F2, tres F3, y cuatro F4; para la Familia 3 se usaron: una F2, cuatro F3, y cinco F4. Asi
mismo, se utilizaron dos controles para constatar la presencia de la bacteria Ralstonia
solanacearum en la parcela, uno susceptible GT-4830 (Patrén) el cual es un hibrido
comercial que no tiene resistencia al patégeno y el GT-5076 (Hawaii 7996) el cual es un

cultivar considerado como la mejor fuente de resistencia a marchitez bacteriana.

2.2.1.6 Agente causal de la marchitez bacteriana

La marchitez bacteriana es una enfermedad que afecta a muchas especies de
plantas, mas notoriamente de miembros de la familia de las Solanaceas a la cual pertenecen
cultivos importantes como el tomate, chile (Capsicum annuum), berenjena (Solanum
melongena) y papa (Solanum tuberosum). La enfermedad es causada por la bacteria
Ralstonia solanacearum (antes Pseudomonas solanacearum). A diferencia de otros
patdgenos que atacan a las Solanaceas, para este no se conocen productos quimicos que
aplicados a las plantas antes o después de la infeccidn por la bacteria, eviten el desarrollo
de la enfermedad, esto incluye a los antibiéticos, los cuales han mostrado ser inefectivos
(FHIA, 2012).
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R. solanacearum es una bacteria aerdbica, gram negativa, en forma de bacilos o
bastones rectos o curvos, con dimensiones de 0.50 - 0.7 um x 1.5 - 2.5 um (Agrios, 1997),
se desplazan por medio de uno o mas flagelos polares (Subedi 2015). Sin embargo sefialo
Buddenhagen (1986), que es heterogénea y es considerada como un complejo de especies
que comparten suficientes caracteristicas morfolégicas, genéticas, bioquimicas vy
patogénicas para considerarlas una misma especie, no obstante, dichas cepas poseen
algunas caracteristicas distintivas que las diferencian entre si, de las cuales en la practica

la mas importante es la habilidad para infectar distintas especies de plantas.

El término complejo de especies fue aplicado por primera vez por Gillings y Fahy
(1994) para reflejar la variacion fenotipica y genotipica dentro de la especie. Siguiendo esta
clasificacion Poussier et al. (2000) menciona que los patdgenos de la marchitez bacteriana
conforman un grupo filogenético heterogéneo con miles de cepas distintas que varian con

respecto al intervalo del hospedero, distribucién geografica y fisiologia.

A. Clasificacion taxondmica

A nivel de especie, R. solanacearum fue descrita por primera vez como
Bacillus solanacearum por Smith en 1896. Desde entonces, ha sufrido modificaciones
recibiendo denominaciones como Pseudomonas solanaearum prevaleciendo por

muchos afios (Rodriguez 2007). Su clasificacién es la siguiente:

Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Ralstonia

Especie: Ralstonia solanacearum E. F. Smith

B. Sintomas de la enfermedad

La marchitez bacteriana es una enfermedad de tipo vascular, se caracteriza
por la invasion primaria de la bacteria R. solanacearum a los vasos del tejido del
xilema. Se propaga invadiendo internamente el tejido vascular principalmente los
vasos de las raices y el tallo, sin embargo se presenta hasta la parte superior de las

plantas infectadas (etapa final de la enfermedad) (Rodriguez, 2007).
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Segun Subedi, N. (2015) en tomate la enfermedad se puede identificar en
campo por los sintomas y signos asi como se puede observar en la figura 4 un

exudado utilizando la prueba del flujo bacteriano.

Figura 4. Flujo bacteriano de Ralstonia solanacearum a partir de un tallo de tomate
sumergido en agua

Fuente: M. Castarieda, 2015

Segun Subedi, N. (2015) también se encuentran otros sintomas siendo estos:

a. Flacidez de meristemos y hojas: las plantas afectadas se marchitan y
mueren en pocos dias bajo condiciones favorables para el patégeno (figura
5).

b. Hojas dobladas hacia abajo y no hay desarrollo de raices adventicias:
cuando las condiciones no son favorables estos sintomas se desarrollan
lentamente.

c. Ocurre decoloraciéon de haces vasculares: de color amarillo hasta café
oscuro.

d. Exudacion bacteriana: esta se observa al realizar un corte transversal al

tallo
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Figura 5. Plantas susceptibles. A: sintomas de marchitamiento, hojas dobladas hacia
abajo. B: Plantas muertas por infeccion con R. solanacearum

Fuente: M. Castafieda, 2015

Cuando R. solanacearum, infecta una planta, penetra por el sistema de
absorcion radicular y entra en el sistema vascular, distribuyéndose a los vasos del
tejido del xilema (tubo conductor) de forma vertical u horizontal (Watanebe 2006
citado por Rodriguez, 2007). Produce taponamiento de los conductos,
consecuentemente la planta sucumbe ante una falta de hidratacion celular,
ocasionando de esta forma un marchitamiento vascular y por ende sistémico. Los
sintomas son caracteristicos de las plantas jovenes debido a su periodo de
susceptibilidad dentro de los 20 a 25 dias después del trasplante 0 emergencia
(Sanchez et. al. 2006).

C. Supervivencia de Ralstonia solanacearum

La bacteria R. solanacearum puede sobrevivir en el suelo (principalmente en
resto de cosechas de plantas infectadas), en las raices y en el suelo (rizosfera) de

muchas plantas hospedantes (Garcia et. al. 1999).

El patdgeno persiste en el suelo durante varios afios e invade al hospedante a
través de heridas ubicadas generalmente bajo el nivel del suelo. Las temperaturas
favorables para que se desarrolle la enfermedad van desde los 28 °C a los 36 °C
(Fernandez 1975, Allen 2015). Interactia especificamente con las raices de las
plantas y de hecho, las concentraciones a las que son encontradas alrededor de las
mismas generalmente son numerosas comparado con el resto de suelo. Esto

posiblemente refleje la presencia de altos niveles de nutrientes que son encontrados



25

alrededor de las raices y que pueden ser utilizadas para el crecimiento y metabolismo

bacteriano.

R. solanacearum, parece ser una bacteria adaptada a colonizar raices de
plantas como rizobacterias y con una patogenicidad con excepcién a la regla que
sucede en condiciones edafoclimaticas especiales. Siendo asi, la mayoria de las
plantas hospederas pueden ser asintomaticas no susceptibles. La difusiéon de la
bacteria se hace por el agua de riego, por el movimiento de suelo contaminado y por
el trasplante de plantulas infectadas, aunque no presenten sintomas. Cuando se hace
poda de plantas de tomate con tijera o cuchillo, este puede ser vehiculo de difusién
(Melo, 1995).

Hayward (1991) describe que la temperatura es el factor mas importante que
afecta la interaccidn patdgeno-hospedero y que el aumento de la temperatura
ambiental de 30-35°C durante el dia aumenta también la incidencia y la severidad de
la marchitez bacteriana, pero no para todas las estirpes del patégeno. En este
contexto, las plantas que eran resistentes 0 moderadamente resistentes pueden
tornarse susceptibles a temperaturas mas altas, siendo la resistencia, por lo tanto
sensible a la temperatura y a la cepa especifica. Describe que aun no esta claro éste
cambio en la resistencia y que se debe al factor virulencia del patégeno que es la

expresion de genes de resistencia del hospedero en temperaturas elevadas.

La identificacion de las caracteristicas de comportamiento de las diferentes
estirpes del patdogeno en relacion del hospedero y en funcién de las diferentes
condiciones de temperatura es un aspecto extremadamente importante para los
conocimientos epidemiolégicos y para las estrategias de control de la marchitez
bacteriana. Estas caracteristicas envuelven no solo los fendmenos de manifestacion
y de recuperacion de la enfermedad que ocurren en las variaciones de temperatura,
como también a la sobrevivencia o fluctuacion poblacional del patégeno en raices de

diferentes plantas asintomaticas o no susceptibles (Orozco, 1997).



26

D. Clasificacion Infraespecifica

La marchitez bacteriana limita la produccion de muchos cultivos de importancia
econdmica como la papa, el tomate, el platano y el tabaco (Kelman, 1953;
Buddenhagen y Kelman, 1964; Janse, 1996, Elphistone, 2005). A nivel infra-
subespecifico Ralstonia solanacearum, ha sido clasificada de acuerdo al hospedero,
distribucion geografica, patogenicidad, relaciones epidemiolégicas y propiedades

fisiologicas (Hayward 1991) siendo esta la siguiente:

Razas: esta clasificacion esta basada en rango de hospederos, al inicio se
suponia eran tres razas segun Buddenhagen y Kelman (1964). Actualmente se han
identificado cinco razas pero el problema con esta clasificacion es que hay alta

variacion y tiene por lo tanto un uso limitado (cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de Ralstonia solanacearum de acuerdo al rango de hospederos.

Raza Hospederos
1 Rango de hospedero amplio
2 Banano y otras especies del genero Musa
3 Papa, algunas Solanaceas, Geranio; ademas de otras especies
4 Jengibre
5 Morera

Fuente: Subedi, N. 2015

Biovar: esta clasificacion es de acuerdo a la prueba fisiolégica desarrollada por
Hayward (1964; 1961), se basa en la capacidad de la cepa para oxidar tres
disacaridos (celobiosa, lactosa y maltosa), tres alcoholes hexosa (manitol, dulcitol y
sorbitol) y dextrosa como control positivo en todos los biovares (cuadro 2). Sin
embargo esta clasificacion no es adecuada porque los diferentes biotipos coinciden

en el comportamiento y la gama de huéspedes (Allen, C. 2015).
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Cuadro 2. Clasificacion de Ralstonia solanacearum, segun biovares

Maltosa |Lactosa |D (+) Celobiosa|Dextrosa|Dulcitol | Sorbitol | Manitol | Biovar
() () () (+) () () () 1
() (+) (+) () () () () 2
(+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 3
() () () () () (+) (+) 4
(+) (+) (+) +) () () (+) 5

Fuente: Allen, C. 2015

Filotipo: esta clasificacion se propuso en 2005 y permite evidenciar

como se relaciona las distintas cepas dentro del complejo de especies (Fegan

y Prior 2005). Este sistema permitié identificar cuatro grupos principales

denominados “filotipos” con base en el analisis de la secuencia del espaciador

interno transcrito (ITS) localizado entre los genes 165-235 del ARNr. Con base

a estas secuencias, se disefid una reaccioén de multiplex-PCR a través de la

cual se puede asignar el filotipo a una cepa dada. Los filotipos estan

relacionados con el origen filogenético y geografico de las cepas (cuadro 3).

Cuadro 3. Clasificacion de Ralstonia solanacearum segun filotipos

Secuevar:

Filotipo Descripcion
I Cepas de Asia y Australia
Il Cepas de América
1T Cepas de Africa
AV Cepas de Indonesia
esta

Fuente: Allen, C. 2015

clasificacion esta basada en el andlisis de secuencia

nucleotidica parcial del gel de la endoglucanasa, esta clasificacion fue propuesta
por Fegan, M., y P. Prior (2005).
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Estos diversos sistemas de clasificacion propuestos para las cepas de
Ralstonia solanacearum reflejan la gran variacion fenotipica y genotipica dentro
de la especie, lo que ha llevado al término “Complejo de especies de Ralstonia
solanacearum”, definidos como “un grupo de aislamientos emparentados que
presentan mas de una especie” (Hayward, 1991). Los nuevos métodos
moleculares de clasificacion son mas especificos porque analizan la secuencia en
el ADN directamente y no se basan en caracteristicas genotipicas mas generales
(como la utilizacién de compuestos en medios de cultivo) (Jyothi, H.K. et al., 2012)

a nivel del experimento la identificacion del patdégeno se realizara hasta Secuevar.

2.2.1.7 Marcadores moleculares

Un marcador se refiere a cualquier molécula de ADN de tamafio o peso molecular
conocido que esté relacionada con la presencia de una caracteristica fenotipica, que puede
ser detectado facilmente (por ejemplo, un gen que ocasiona resistencia para alguna
enfermedad) (Azofeifa, 2006).

Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las diferencias
en las secuencias nucleotidicas en el ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para
ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden

ser de caracter dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998 citado por Azofeifa, 2006).

La seleccion asistida por marcadores (MAS) es un proceso de seleccion indirecta,
mediante el cual se selecciona un rasgo de interés, no en base al propio rasgo, sino que en
un marcador ligado a ella. Por ejemplo, si se utiliza MAS para seleccionar individuos con
resistencia a una enfermedad, el nivel de la enfermedad no se cuantifica, sino mas bien se
determina la presencia de un alelo del marcador que esta vinculada con la enfermedad. La
seleccién asistida por marcadores puede ser util para los rasgos que son dificiles de medir,
exhiben baja heredabilidad, y / o estan expresados tarde en el desarrollo (Jyothi, H.K. et.
al., 2012).

Los rasgos cuantitativos se refieren a fenotipos que varian en grado y se pueden
atribuir a efectos poligénica, es decir, producto de dos 0 mas genes, y su entorno. Loci de
rasgos cuantitativos (QTL) son tramos de ADN gue contienen o estan vinculados a los genes

gue subyacen a un rasgo cuantitativo. Mapeo de regiones del genoma que contiene genes
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implicados en la especificacion de un rasgo cuantitativo se realiza utilizando marcadores
moleculares como AFLP o, mas comunmente SNPs. Este es un primer paso en la
identificacion y secuenciacion de los genes reales subyacentes al rasgo de variacion (Jyothi,
H.K. et. al., 2012).

2.2.1.8 Polimorfismo de nucleétido tnico (SNPs)

El hecho de que en muchos organismos la mayoria de los polimorfismos son el
resultado de cambios en una sola posicion de nucleétido (mutaciones puntuales), ha llevado
al desarrollo de técnicas para estudiar polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs) (Kumar et.
al. 2009).

Los marcadores basados en los polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) han ganado
rapidamente en popularidad en la genética molecular (Melgar, Sf) durante los ultimos afios
debido a su abundancia en los genomas y su adaptabilidad a los formatos y plataformas de
deteccién de alto rendimiento (Mammadov et. al. 2012). Los procedimientos analiticos
requieren informacion de la secuencia para el disefio de cebadores de PCR especificos de

alelo o sondas de oligonucle6tidos (Kumar et. al. 2009).

2.2.1.9 Tarjetas FTA (Flinders Technology Associates)

FTA es una tecnologia basada en papel, disefiado para recoger y archivar los acidos
nucleicos, ya sea en forma purificada o dentro de muestras prensadas de tejido fresco,
después se hace la evaluacion de la amplificacion por PCR (polymerase chain reaction) en

diferentes intervalos de tiempo (ver figura 3).

Segun un estudio realizado por Chandrashekara et al. (2012) llamado: método rapido,
sensible y fiable para la deteccion de Ralstonia solanacearum usando tarjetas FTA
(Whatman), revela que este método es suficientemente sensible para detectar patdégenos
de plantas con baja poblacion y la presencia de otros organismos no parece disminuir la

sensibilidad del ensayo (Geoff et al., 2013 citado por Chandrashekara et. al., 2012), las
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tarjetas producen acidos nucleicos bacterianos de una calidad equivalente a la obtenida con

los métodos de extraccion quimica convencional.

Figura 6. Tarjeta FTA

Fuente: M. Castarieda, 2015

2.2.1.10 Método para la identificacion de la cepa de Ralstonia solanacearum
El procedimiento usado para identificar la cepa de Ralstonia solanacearum, en el
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin-Madison es el que se describe

a continuacion:

De cada muestra almacenada en las membranas de las tarjetas FTA, se corta una
pequefia porcidn y se procede a suspenderlo en 5 ml de agua destilada y posteriormente se
distribuye 1 ml de dicha solucién sobre medio selectivo CPG o SMSA (ver cuadro 18A) el
cual facilita el crecimiento de la bacteria R. solanacearum y la presencia de fungicidas y
antibioticos inhiben el crecimiento de microorganismos saprofitos. Los medios de cultivo

conteniendo las muestras se incuban a 28 °C, durante 72 horas.

A. Identificacion de la bacteria basandose en su morfologia sobre el medio SMSA o
CPG

Las colonias que presentaban las caracteristicas fenotipicas (mucoides, de
borde irregular y coloracion rojiza) de R. solanacearum sobre los medio de SMSA o
CPG, se preservan en agua estéril a temperatura ambiente para su posterior
caracterizacion bioquimica y molecular. En el medio las colonias normales virulentas,
son lisas, fluidas, irregulares, blancas o levente rojas, en el centro de la colonia y las

mutantes avirulentas son completamente opuestas. Las diferencias entre los tipos de



31

colonias y niveles de virulencia estan relacionadas con la presencia y cantidad del

mucopolisacarido extracelular que produce la bacteria (Kelman & Sequeira, 1965).
. Aislamiento de ADN de las bacterias aisladas de Ralstonia solanacearum

El ADN genomico de la bacteria se aisla de cultivos frescos del patdgeno
cultivados en medio liquido de CPG, para ello se utiliza el kit de extraccion de ADN
de Epicentro, utilizando el protocolo propuesto por la empresa proveedora, el cual se

resume a continuacion:

— Cultivar la bacteria en medio CPG liquido durante 24 horas a temperatura de 28°
C en una incubadora con agitacién constante de 150 revoluciones por minuto
(rpm)

— A un tubo eppendorf de 1.5 ml agregar 1.5 ml de cultivo bacteriano y centrifugar
a 8,000 rpm durante 3 minutos.

— Seguidamente descartar el sobrenadante, suspender el precipitado en 600 pl de
solucion para el lisado de las células (Cell Lysis Solution, Tris (hydroxymethyl
Aminomethane ethylenediamintraacectic acid & sodium dodecyl sulfate).

— Incubar durante una hora a 65 °C.

— Agregar 3 pl de ARNsa, mezclar agitandolo durante 20 segundos.

— Los tubos conteniendo la muestra incubarlos a 37 °C durante 20 minutos.

— Después del periodo de incubacién dejar a temperatura ambiente durante 10
minutos.

— Agregar 200 pul de reactivo de precipitacion de proteinas (acetato de amonio)

— Mezclar agitando los tubos durante 2 minutos.

— Colocar en el congelador durante 20 minutos.

— Seguidamente, centrifugar los tubos a 12,000 rpm por 6 minutos.

— Se traslada el sobrenadante otro tubo nuevo de 1.5 ml.

— Se agrega 600 ul de isopropanol (para precipitacion del ADN)

— Se centrifugan los tubos con las muestras a 12,000 rpm durante 5 minutos.

— Se elimina el sobrenadante (teniendo precaucion para no eliminar el precipitado

gue se encontraba en el fondo del tubo).
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— Agregar 600 pl de etanol al 70%.

— Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 minutos.

— Se elimina el sobrenadante (teniendo precaucion para no eliminar el precipitado
gue se encuentra en el fondo del tubo).

— Los tubos se colocaran en forma invertida sobre papel mayordomo durante 20
minutos, para secar el ADN extraido y eliminar completamente el alcohol.

— Se agregan 50 pl de solucion de hidrataciéon de ADN, y se incuban a 65° C durante
una hora con el objetivo de facilitar la re suspension del ADN

— Las muestras de ADN extraido se almacenan a -20 °C., para su posterior uso

durante el proceso de caracterizacion molecular.

C. Determinacién molecular de la presencia de Ralstonia solanacearum

El ADN aislado de las cepas de Ralstonia solanacearum se evalian mediante la
técnica de PCR usando el par de cebadores generales (Opina, 1997) cuya secuencia es
la siguiente: 759 (5-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3)) y 760 (5-
GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3)).

Las reacciones son realizadas en tubos de 250 pl, la mezcla de reaccion (25 pl
volumen total) contiene 30 ng de ADN gendmico como molde 1X PCR buffer sin
magnesio, 2.5 mM Mg++, 0.25 mM de cada nucleotido (ATP, CTP, GTP y TTP, 20
picomol de cada cebador, 1ul de Tag ADN polimerasa. Esta fase se realiza en un
termociclador Biorad (MJ research 2000), bajo las siguientes condiciones: un inicio en
caliente 96°C durante 3 minutos, seguidos de 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 58 °C y 30 segundos a 72 °C. y finalmente durante 5 minutos a 72 °C. Los
productos de PCR son corridas en un gel de agarosa a 1.5% por electroforesis,
posteriormente la gel es sumergido en bromuro de etidio para su tincién, las bandas

seran visualizadas con luz UV, y fotografiadas para su posterior analisis.

D. Identificacion molecular de raza de Ralstonia solanacearum

Las reacciones se realizan en tubos de 250 pl, usando un par de cebadores
especificos para raza 3 (Danial, 2006), cuyas secuencias son las siguientes 630 (5'-
ATACAGAATTCGACCGGCAC-3") y 631 (5’AATCACATCCAATTCGCCTACG-3)), la
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mezcla de reaccion (25 pl total volumen) contenido de 30 ng de ADN genémico como
molde, 1X PCR buffer sin magnesio, 2.5 mM Mg++, 0.25 mM de cada nucleétido (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 20 picomol de cada cebador, 2.5 U de Taq polimerasa. Las
condiciones en el programa de PCR son las siguientes: un inicio a alta temperatura a
96 °C durante 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a
58 °C y 30 segundos a 72 °C. La reaccion es completada con 5 minutos a 72 °C. Los
productos de PCR son visualizados posterior a haber sido corridos en una gel de agarosa
de 1.5% por electroforesis; las bandas son visualizadas con luz UV después de su

tincién con bromuro de etidio.

E. Determinacion de Biovares cepas de Ralstonia solanacearum

La determinacion de los biovares se hace al determinar la habilidad de la bacteria
de poder utilizar u oxidar determinados carbohidratos. Veinte ml de cada una de los
siguientes soluciones (10 % p/v) como fuente de carbohidratos son utilizados, Dextrosa,
Lactosa, Dulcitol y D-manitol; las soluciones se esterilizan a través de filtracion y se
agregan a 200 ml del medio de Hayward, seguidamente un volumen 2 ml del medio
resultante se agrega en cada celda de una placa con multiples celdas (Multiwell
™ Tissue Culture Plate 24 well).

El medio de Hayward sin ningun carbohidrato se utiliza como control
negativo. Una suspension a una concentracion de 1x108 UFC/ml se prepara para cada
una de las cepas. Como control positivo se utilizan las siguientes cepas de Ralstonia
solanacearum que son obtenidas de la coleccion de bacterias de la Universidad de
Wisconsin-Madison, para biovar 1 (K60), para biovar 2 (UW 551), para biovar 3 (GMI
1000), para biovar 4 (UW 151) y para biovar 5 (UW 373). Cada celda se inocula con 3
ul de la suspension de bacterias preparadas y posteriormente se incuba a 28 °C durante

3 semanas. Se toman datos a cada 2 dias

F. Determinacion de secuevar de Ralstonia solanacearum mediante el andlisis de la
secuencia del gen de la Endoglucanasa
Se amplifica un fragmento de 750 pares de bases del gen de Endoglucanasa,

para ello se utiliza el siguiente para de cebadores: Endo-F (5-
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ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3’) y Endo-R (5 GCGTTGCCCGGCACGAACACC-
3’), los demas componentes de la reaccion son 1X buffer de pfu Polimerasa, 0.25 mM
de cada dNTP; 6% DMSO, 20 pmol de cada cebador; 100 ng de ADN como moldey 5U
de Pfu High fidelity ADN Polimerasa (Poussier, 2000).

Las reacciones de PCR se realizan en un termociclador MJ research 200, bajo
las siguientes condiciones: 3 minutos de inicio a temperatura de 96 °C, luego 30 ciclos
de 30 segundos a 95 °C , 45 segundos a 70 °C, 1.5 minutos a 72 °C, con un paso de
extension final a 72 °C durante 10 minutos. Los productos de PCR se examinan por
electroforesis usando una gel de agarosa a una concentracion de 1.5% vy las bandas

son visualizadas con luz ultravioleta después de haber sido tefiida con bromuro de etidio.

G. Clonacion de los fragmentos de los genes Endoglucanasa

Los productos de PCR obtenidos son clonados en el vector pCR® Blunt II-TOPO
(invitrogen™) de acuerdo a las instrucciones de la compafia productora. Después
células competentes de DHa5 de E. coli, son transformadas con el vector portando el

fragmento del gen de la Endoglucanasa.

Las células de E. coli transformadas se plaquean sobre el medio sélido de Luria
Bertani conteniendo el antibiético Kanamicina a una concentracion 25 pg/ml,
posteriormente se incuban durante la noche a 37 °C. Al siguiente dia se seleccionan
las colonias de E. coli que potencialmente posean el gen Endoglucanasa. Las colonias
gue presentan una coloracion blanca son las que fueron transformadas y las no
transformadas presentaban una coloracion azul. Se escogen 12 colonias de cada
muestra transformada y se realiza un PCR. Las condiciones de PCR son las mismas que
se describieron amplificar el fragmento del gen endoglucanasa. De las colonias que

sean positivas se extrae el ADN de plasmido.

H. Procedimiento de secuenciacién del gen Endoglucanasa de los aislados de Ralstonia
solanacearum

Con el objetivo de poder determinar la secuencia de los nucleétidos que contiene

el gen Endoglucanasa de los aislados de Ralstonia solanacearum, se secuencia el

fragmento del gen de la endoglucanasa:
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Cada reaccion tiene un volumen de 10 pl: 0.7 pl de Big Dye, 1.5 pl de Big Dye
buffer, 1 pyl de los cebadores T7y SP6 (5 pmol/ul), 1 yl de plasmido y agua pura hasta
ajustar el volumen de 10 yl. La reaccion se realiza en un termociclador JM Reseach
PCT200, con las siguientes condiciones: 35 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por
15 segundos, 60 °C por 3 minutos. Seguidamente las muestras se llevan al Centro de
Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin-Madison, para su secuenciacion. El

analisis se realiza usando el programa ARB (http://www.arb-home.de). Las secuencias

obtenidas combinadas con otras secuencias almacenadas del banco de genes, permite

determinar el secuevar de las cepas presentes.

I. Determinacion de la presencia del marcador QTL BW12 asociada a la resistencia a
la marchitez bacteriana
La metodologia para determinar la presencia del marcador molecular BW12 es la
siguiente: se toma una pequefia fraccion de un milimetro cuadrado de papel filtro el cual
contiene la muestra de tejido vegetal, para la determinacion de la presencia del marcador
BW12 se usa un grupo de 6 cebadores que permiten evaluar la presencia del marcador
(Wang et. al., 2013).

Las reacciones de PCR son realizadas en tubos de 250 pl, la mezcla de reaccion
es de un volumen total de 25 pl, y contiene el fragmento de la membrana FTA el cual
contiene el ADN genémico como molde, 1X PCR buffer sin magnesio, 2.5 mM Mg++,
0.25 mM de cada nucleétido (ATP, CTP, GTP y TTP, 20 picomol de cada cebador, 1ul
de Pfu ADN polimerasa de alta fidelidad. Esta fase se realiza en un termociclador Biorad
bajo las siguientes condiciones: un inicio en caliente 94° C durante 3 minutos, seguidos
de 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 55 °C y 1 minuto a 72 °C. y
finalmente durante 10 minutos a 72 °C.

Los productos de PCR son corridas en un gel de agarosa a 1.5% por
electroforesis, posteriormente la gel es sumergido en bromuro de etidio para su tincion,
las bandas son visualizadas con luz UV, y fotografiadas para su posterior analisis. La
presencia de 6 bandas generadas por los cebadores es un indicativo de que las plantas

son portadores del marcador BW 12 asociado a la resistencia a la marchitez bacteriana.


http://www.arb-home.de/
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2.2.2 Marco referencial

2.2.2.1 Ubicacion

A. Localizacién geogréfica

El Municipio de Rio Hondo estd ubicado en el Departamento de Zacapa,
cuenta con una extension territorial de 458.09 kildmetros cuadrados, se encuentra a
una altitud de 184 metros sobre el nivel del mar, entre sus coordenadas geograficas:
89°35°06” longitud Oeste del meridiano de Greenwich y 15°02°36” de Latitud Norte
(SEGEPLAN, 2010). Limita al Norte con el municipio de El Estor (Izabal), y el
municipio de Panzés (Alta Verapaz), tiene de por medio la cadena montafiosa de la
Sierra de Las Minas; al Sur con el municipio de Zacapa (Zacapa) y Estanzuela
(Zacapa), media entre los dos municipios el Rio Motagua; al Oeste con el municipio
de Teculutdn (Zacapa), tiene como linea divisoria la Quebrada Barranca Seca; y al
Este con el municipio de Gualan (Zacapa) (Roldan, E. 2006). La finca El Corozo se
encuentra ubicada entre las aldeas Santa Cruz y Pasabien en el municipio de Rio

Hondo, departamento de Zacapa.

. Condiciones climaticas del lugar

Como es propio del departamento de Zacapa el clima del municipio de Rio
Hondo es calido en las partes bajas (el valle), y templado en la parte montafiosa,
cuenta con dos épocas definidas: lluviosa y seca.

Segun Roldan, E. (2006) un diagndstico realizado por la Municipalidad de Rio
Hondo, la humedad relativa oscila entre 60 y 72%. La precipitacidn registrada al afio
es de 988.57 milimetros (INSIVUMEH, 2005). Para el municipio de Rio Hondo la
temperatura media anual es de 22.50 °C la temperatura maxima 30.75 °C y la
temperatura minima 17.50 °C (SEGEPLAN, 2001).

Independientemente de su altura sobre el nivel del mar, el municipio de Rio
Hondo tiene un clima menos caluroso que otros municipios (Zacapa, Estanzuela,
Huité y Cabafas), lo que se debe a las caracteristicas descritas. En esto influye su
posicion fronteriza con la Sierra de Las Minas, sus rios y abundante vegetacion, que
permite sentir la presencia de las corrientes de aire fresco. La zona de vida a la que

pertenece esta clasificada como Monte Espinoso Subtropical (Roldan, E. 2006).
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2.3 Objetivos

231

2.3.2

24

Objetivo General
Evaluar la resistencia a la marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia

solanacearum E. F. Smith en tres familias de poblaciones segregantes de tomate

(Solanum lycopersicum L.) bajo condiciones de la Finca ElI Corozo en Zacapa.

Objetivos Especificos
Identificar la cepa de Ralstonia solanacearum E. F. Smith presente en las plantas de

tomate infectadas.

Seleccionar plantas de tomate resistentes a la cepa de Ralstonia solanacearum E. F.
Smith presente en la parcela y con caracteristicas morfoldégicas adecuadas para el

mercado guatemalteco.

Determinar cual de las tres familias evaluadas presenta la mayor proporcién de
sobrevivencia a Ralstonia solanacearum E. F. Smith bajo las condiciones del

experimento

Verificar la presencia del marcador molecular BW 12 en las plantas sobrevivientes
seleccionadas, para establecer su relacion con la resistencia bajo las condiciones del

experimento.

Hipotesis

Existe diferencia estadistica significativa entre las poblaciones segregantes de

tomate de las familias evaluadas asi como se espera un comportamiento diferenciado entre

cada familia en cuanto a la proporcion de sobrevivencia a la presencia de Ralstonia

solanacearum bajo las condiciones de la finca El Corozo, Rio Hondo, Zacapa.
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2.5 Metodologia

2.5.1 Tratamientos evaluados
Se evaluaron tres familias de poblaciones segregantes de plantas de tomate las cuales

se describen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Descripcion de tratamientos evaluados

. Descripcion
Tratamiento Codigo Eoblacic')n

T1 GT-4250 F2

. T2 GT-4986 F3
Familia 1 T3 GT-4986 F3
T4 GT-5693 Fa

T5 GT-5693 F4

T6 GT-5693 F4

T7 GT-4254 F2

T8 GT-4992 F3

T9 GT-4992 F3

. T10 GT-4992 F3
Familia 2 T11 GT-5699 F4
T12 GT-5699 Fa

T13 GT-5699 F4

T14 GT-5700 Fa

T15 GT-4296 F2

T16 GT-4974 F3

T17 GT-4974 F3

T18 GT-4974 F3

. T19 GT-4975 F3
Familia 3 T20 GT-5715 Fa
T21 GT-5715 Fa

T22 GT-5715 F4

T23 GT-5716 Fa

T24 GT-5716 Fa

2.5.1.1 Descripcion de los tratamientos

Se usaron plantas de tomate de tres familias diferentes, las poblaciones de plantas
de las familias derivan de hibridos que presentan resistencia a Ralstonia solanacearum

siendo estos: GT-5230, GT-5188 y GT-5215. Se determin6 que estos parentales tienen el
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marcador BW12 en condicion heterocigota. Por lo tanto, el marcador BW12 se encuentra
segregando en los individuos pertenecientes las familias. Dentro de cada familia se
evaluaran diferente nUmero de poblaciones siendo estas 6, 8 y 10 respectivamente. En
cada familia hay una poblacion F2, las poblaciones F3 son diferente nimero siendo estas:
2, 3, 4 respectivamente en cada familia. Las poblaciones F4 estén distribuidas de la manera:
3, 4 y 5 respectivamente en cada familia. Todas estas poblaciones fueron seleccionadas
en una parcela experimental ubicada en San Francisco, Petén, bajo presion de infeccion por

Ralstonia solanacearum.

Se usaron dos controles (testigos) uno resistente y otro susceptible al patégeno, para
constatar la presencia de la bacteria en la parcela. El control resistente GT-5076 es la
variedad Hawaii 7996. El control susceptible GT-4830 (hibrido comercial Patrén), el cual no
es resistente a marchitez bacteriana y no contiene el marcador BW12, segun analisis
realizados en el laboratorio de Hortigenetics Research, en Chiang Mai, Tailandia.

Las caracteristicas de calidad de planta deseadas dentro del programa de

mejoramiento se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Caracteristicas morfologicas deseadas en las plantas de tomate

Caracteristicas Medicion
Vigor de planta Grosor del tallo
Peso de fruto 90-120 g
Color de fruto Rojo intenso
Firmeza de fruto | Firme al tacto*

*Un fruto con firmeza baja es el que al presionarlo, la cascara sufre un rasgado y quedan las marcas
de los dedos sobre ella. Frutos con firmeza intermedia son los que al presionarlo sufre la cascara un

leve hundimiento. Un fruto firme es el que al ser presionado no presenta hundimiento ni rasgado.

2.5.2 Manejo del experimento

2.5.2.1 Fase de campo
A. Delimitacion del area de trabajo

Consistio en la ubicacién del terreno donde se establecié el experimento

B. Preparacion del terreno
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— Limpia y desmalezado del terreno: consisti6 en la eliminacion de plantas
voluntarias que no eran de interés en la investigacion con aplicacion del herbicida

Paraquat.

— Preparacion de surcos: consistio en la elaboracion de camellones, dejando una

distancia entre cada uno de 0.90 m (figura 7).

Figura 7. Preparacion del terreno

Fuente: M. Castarieda, 2015

C. Preparacion de semillero
El semillero fue elaborado 35 dias antes del trasplante por servicio de Pilones de
Antigua, S.A. Donde se utilizaron bandejas de duroport de 252 celdas debidamente
desinfectadas con agua mas cloro a razén de 18.5 cm?® de cloro con una pureza del 5.20%
por litro de agua. Se colocd una semilla de cada material de tomate en cada celda de la
bandeja, luego se colocé dentro del germinador (habitacién con condiciones de humedad y

temperatura controlada), luego se trasladaron las bandejas al invernadero.

D. Trasplante de las plantas
Consistio en el establecimiento de la plantula al campo definitivo a los 35 dias
después de la siembra de almacigo a un distanciamiento de 0.40 m entre plantas y 0.9 m

entre surcos.
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Figura 8. Establecimiento de plantas en campo Finca El Corozo

Fuente: M. Castafieda, 2015

E. Fertilizaciones
Consistio en la aplicacion de la fuente de nutrientes en forma granulada siendo estos
por su nombre comercial: Blaukorn, 15-15-15, Nitrato de Potasio y Muriato de Potasio; y

aplicaciones foliares con Zinc Boro y Calcio Boro.

F. Método de riego
Se us6 el método de riego por goteo. Consistidé en la aplicacion de una lamina de
agua de 9 mm a las plantulas por el sistema de riego por goteo con una frecuencia de 3
dias. Debido a las condiciones de alta temperatura del lugar el riego se realiz6 por las

noches.

G. Tutorado
Consistié en la practica en la cual se coloco tutores (varas de bambu) y rafia la cual

le dio sostén a las plantas.

H. Control de plagas y enfermedades
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Se aplicaron insecticidas siendo estos por su nombre comercial: Eviset, Cinta Negra,
Muralla, Potenzia. Y se realiz6 aplicacion del fungicida Prevalor el dia del trasplante.

I. Muestreos
Se realizaron tres muestreos de plantas, el primero fue a los 20 dias después del
trasplante, el segundo a los 45 dias y el Ultimo en la cosecha a los 75 dias después del

trasplante. Los muestreos se realizaron a cada una de las plantas dentro de la parcela.

J. ldentificacion de posibles plantas resistentes
A los 20 dias del trasplante se realiz6 el primer muestreo identificando las plantas
gue no presentaron sintomas aparentes de marchitez bacteriana, a cada planta sin sintomas

se le coloco una cinta color rosado para su identificaciébn en campo.

K. Revisidon de posibles plantas resistentes
A los 45 dias después del trasplante se reevaluaron las plantas identificadas con
anterioridad que no presentaron sintomas y a las que siguieron sin presentar sintomas se

quedaron con la cinta de identificacion.

L. Cosecha de frutos de tomate de plantas resistentes
En la cosecha (75 dias después del trasplante) se colectaron en bolsas trasparentes
plasticas identificadas, los frutos de las plantas que presentaron resistencia a marchitez

bacteriana durante todos los muestreos, y luego se procedio a la extraccion de semilla.

M. Extraccién de semilla

De los frutos de las plantas de tomate sobrevivientes (y con buenas caracteristicas
agronomicas) se extrajo la semilla. La extraccion de semilla se realiz6 manualmente de
acuerdo con el procedimiento utilizado por la empresa, este consiste en el cortando los
tomates en dos partes, luego se extrajo la semilla que estaba adherida a la pulpa y se colocé
dentro de un recipiente plastico en el que se llevo a cabo el proceso de fermentacion por 12
horas para favorecer el desprendimiento de la pulpa y la separacion de la semilla, se eliminé
el sobrenadante y se agregé acido clorhidrico (HCI) 2% (v/v) por quince minutos, después
se lavo con agua potable, luego se agrego fosfato trisddico (NasPOa4) al 10% por 15 minutos,
después se llevo a cabo el tratamiento de calor seco a 32 °C durante 24 horas, después se

guardaron las semillas en sobres identificados.
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N. Colecta de material enfermo de plantas de tomate
A los 20 dias después del trasplante se identificaron los primeros sintomas en las

plantas, se identificaron y colectaron ramas marchitas en la planta.

Con la ayuda de una navaja limpia se corto la rama marchita dejando una superficie
plana la cual se presioné contra uno de los espacios de la tarjeta FTA
(Flinders Technology Associates), girando y presionando la rama marchita durante unos
segundos, se dej6 una marca de color verdoso palido. Se dejo secar la tarjeta FTA y se

almacen6 a temperatura ambiente.

Se realiz6 una desinfeccion con alcohol al 70% de la superficie de los tallos de las
plantas infectadas. Con el objetivo de colectar células vivas del patdégeno se utilizaron tubos
plasticos de 1.5 ml, se agreg0 agua destilada a cada tubo hasta alcanzar % de su capacidad.
Se mantuvo la rama en el tubo de plastico durante 2 minutos con la superficie justo por

debajo de la superficie del agua. Se cerré el tubo y se sell6 con parafilm.

Se almacenaron las muestras de agua a temperatura ambiente (18-25 °C). Se
colocaron las tarjetas FTA en una bolsa de plastica sellada y los tubos en otra y se enviaron
al laboratorio de patologia vegetal de la Universidad de Wisconsin—Madison donde se

determind la presencia del patégeno en las plantas de tomate enfermas.

2.5.2.2 Fase de laboratorio

A. Determinacién de la presencia de la bacteria Ralstonia solanacearum
La determinacién de la presencia de la bacteria en la parcela experimental, se
confirmd por medio de analisis fitopatologicos de suelo y plantas, realizados en el

laboratorio de Soluciones Analiticas S, A. previo a este experimento.

B. Identificacién de la cepa de Ralstonia solanacearum presente en la parcela
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El aislamiento e identificacion de la cepa de Ralstonia solanacearum presente
en las plantas que murieron en campo se realiz6 en el laboratorio de patologia vegetal

de la Universidad de Wisconsin-Madison.

De las plantas de tomate sobrevivientes de las tres familias con caracteristicas
agronémicas deseadas, a los 75 dias después del trasplante se colecto tejido joven
y el cual se aplasté en papel filtro y fue enviado para analisis molecular en el
laboratorio Hortigenetics Research (S.E.Asia) Limited, ubicado en Chiang Mai,
Tailandia. Determindndose cuales de las plantas sobrevivientes contenian el

marcador molecular BW12.

. Determinacion de respuesta diferencial entre familias de plantas de tomate

La respuesta diferencial entre familias de tomate se determiné mediante la
proporcién de sobrevivencia de las plantas en el area experimental, las diferencias
significativas entre las tres familias indicando un efecto genotipico mientras que una

respuesta aleatoria indicaria un efecto puramente ambiental .

2.5.3 Disefo Experimental

2.5.3.1 Unidad experimental

Cada unidad experimental fue constituida por 10 plantas de tomate, colocadas en los

surcos a un distanciamiento de 0.4 m entre plantas y 0.9 m entre surcos.

2.5.3.2 Croquis del experimento

La distribucién espacial de los tratamientos y repeticiones después de la

aleatorizacion se presenta los cuadros 6, 7 y 8 respectivamente.



Cuadro 6. Distribucion aleatorizada de las poblaciones segregantes de la familia 1

Bloque |

Bloque Il

Bloque IlI

GT-5694

GT-4986

GT-4988

GT-4250

GT-5694

GT-4986

GT-4986

GT-4831

GT-5076

GT-4988

GT-4988

GT-5693

GT-5693

GT-5076

GT-5695

GT-5695

GT-5693

GT-4831

GT-4831

GT-4250

GT-5694

GT-5076

GT-5695

GT-4250

Cuadro 7. Distribucion aleatorizada de las poblaciones segregantes de la familia 2

Bloque |

Bloque Il

Bloque Il

GT-4992

GT-4861

GT-5699

GT-4967

GT-5699

GT-4992

GT-5702

GT-4831

GT-4967

GT-4831

GT-4254

GT-4861

GT-5076

GT-5700

GT-5701

GT-5701

GT-4992

GT-5700

GT-5700

GT-5076

GT-5702

GT-4254

GT-5701

GT-4831

GT-4861

GT-5702

GT-5076

GT-5699

GT-4967

GT-4254

Cuadro 8. Distribucion aleatorizada de las poblaciones segregantes de la familia 3

Bloque |

Bloque Il

Bloque Il

GT-4977

GT-4831

GT-5715

GT-5715

GT-5717

GT-4296

GT-4974

GT-5718

GT-4974

GT-5718

GT-4977

GT-5718

GT-4975

GT-5715

GT-5719

GT-4976

GT-5716

GT-5076

GT-4296

GT-5719

GT-4831

GT-5076

GT-4975

GT-5717

GT-5716

GT-4296

GT-4977

GT-5717

GT-4974

GT-4975

GT-4831

GT-4976

GT-5716

GT-5719

GT-5076

GT-4976

45
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2.5.3.3 Variable de respuesta

La variable que se midi6é fue la proporcién de plantas sobrevivientes a Ralstonia
solanacearum. Para determinar la proporcion de plantas sobrevivientes se empled la

ecuacion siguiente:

Proporcién de sobrevivencia = No. plantas sobrevivientes / total de plantas

2.5.3.4 Andlisis para la proporcién de sobrevivencia de plantas para cada familia

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar si al menos una poblacion
segregante era diferente estadisticamente dentro de cada familia en cuanto a la proporcion
de sobrevivencia a la marchitez bacteriana causada por la bacteria Ralstonia solanacearum,
para lo cual en el estudio se establecieron tres bloques por familia. La familia 1, 2 y 3 con
seis, ocho y diez tratamientos respectivamente. En cada unidad experimental se sembraron

10 plantas. El numero total de plantas de las poblaciones segregantes fue de 720.

El modelo estadistico-matematico asociado al disefio de bloques al azar es el

siguiente:

Yi=p+Ti+Bj+¢j

Siendo:

Yij = Proporcion de sobrevivencia en la ij-€sima unidad experimental
M = media general de la proporcion de sobrevivencia

Ti = efecto del i — ésima poblacién segregante

Bj= efecto del j — ésimo bloque

&ij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental
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2.5.3.5 Andlisis para la proporcion de sobrevivencia de las poblaciones segregantes de

las familias evaluadas

Para analizar cual de las poblaciones segregantes de las tres familias evaluadas
presentaba la mayor proporcion de sobrevivencia, considerando que se tienen evaluaron
dos factores (factor A: familia; factor B: poblaciones segregantes) estando el factor B
anidado en el factor A y que en cada familia se evalué un numero variable de poblaciones
segregantes (6, 8 y 10 respectivamente), debido a que no se tiene disponible todas las
combinaciones de niveles fue necesario utilizar el disefio experimental factorial jerarquico o

anidado no balanceado.

El modelo estadistico-matematico asociado al disefio se describe a continuacion:
Yik = J + Ti + Bji) + Uik
Siendo:

Yik: proporcion de sobrevivencia medida en la ijk-esima unidad experimental

M: la media general de la proporcion de sobrevivencia

Ti. el efecto del nivel ijésimo del factor familias

Bic): el efecto producido por el nivel jiésimo del factor poblaciones segregantes dentro
del nivel ijésimo del factor familias

UGk : el error experimental.

2.6 Resultados y Discusion

2.6.1 Identificacion de la cepa de Ralstonia solanacearum E. F. Smith.

De las plantas que presentaron sintomas de marchitez, a los 45 dias después del
trasplante fueron colectadas cuatro elegidas aleatoriamente, a las cuales se les realizd un
corte a la base del tallo donde se observé oscurecimiento del sistema vascular. Una porcion
del tallo de cada planta elegida se colocé dentro de cuatro recipientes con agua, a los 2
minutos se observé la aparicién de los exudados bacterianos en forma de hilos lechosos los

cuales son indicativo de que el patdgeno se ha estado multiplicando en los haces vasculares
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de la planta (prueba de flujo bacteriano) (Champoiseau et al. 2010). Confirmandose asi la

presencia de la bacteria.

Los resultados del experimento indican que la causa de la muerte del hibrido 2117
sembrado con anterioridad a la parcela, cuya muerte dio origen a esta investigacion, no

sobrevivié debido a las condiciones climaticas del lugar, altas temperaturas.

De tres de los cuatro tubos plasticos donde se realiz6 la prueba de flujo bacteriano
se logro aislar el patdogeno. Este trabajo fue realizado en el laboratorio de patologia de la
Universidad de Wisconsin-Madison, donde se identificé que la cepa presente en las plantas
de tomate infectadas por la bacteria Ralstonia solanacearum clasificada como Filotipo |1,

Secuevar 14 (también conocida como Raza 1, Biovar 3) (Weibel et al. 2016).

Segun este resultado se determiné que la cepa bacteriana fue la misma a la
encontrada en otras regiones productoras de tomate del oriente del pais clasificandola como
filotipo I, secuevar 14, cuyo origen es asiatico. Los resultados de esta investigacion
concuerdan con una investigacion sobre el estudio filogenético y distribucién de la bacteria
en Guatemala realizada por Sanchez et al. (2006).

2.6.2 Seleccién de plantas de tomate resistentes a la cepa de R. solanacearum E. F.
Smith

La sintomatologia ocasionada por Ralstonia solanacearum en las plantas de tomate
se observo a los 20 dias después del trasplante y se mantuvo presente hasta el momento
de la cosecha. Se manifestd una marchitez en las hojas la cuales presentaban una
apariencia flacida, se enrollaban hacia la cara superior y los margenes carecian de turgencia
y brillo. Esto ocurre debido a que la bacteria se multiplica en el sistema vascular de la planta,
por donde fluye el agua que es absorbida por las raices, provocando la obstruccién a dicho

flujo y causando la muerte de la planta por falta de agua (Fernandez, M. 1975).

Debido a que se encontrd respuesta de sobrevivencia en campo, en algunas de las
poblaciones segregantes se realiz6 seleccion de plantas basandose en las caracteristicas

deseadas (resistencia a otros patdgenos, caracteristicas morfologicas: vigor de la planta,
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color de frutos, firmeza, peso de frutos; adaptabilidad a las condiciones del lugar) siendo
estas: Familia 1: GT-6854, GT-6855, GT-6856, GT-6857, GT-6858, GT-6859, GT-6848, GT-
6849, GT-6850, GT-6833, GT-6834; Familia 2: GT-6860, GT-6861, GT-6862, GT-6863, GT-
6865, GT-6852, GT-6839, GT-6864, GT-6851, GT-6863; Familia 3: GT-6866, GT-6840, GT-
6841, GT-6842, GT-6843, GT-6844, GT-6845, GT-6846, GT-6847. La seleccion de plantas
resistentes, adaptadas a las condiciones climaticas de la regidn, a partir de las poblaciones
segregantes seleccionadas fue altamente eficaz, debido a que la siguiente generacion

presento altos niveles de resistencia.

De los frutos colectados de las plantas seleccionadas se realizé el proceso de
extraccion de semilla, y se establecieron las poblaciones segregantes en los meses de junio-
noviembre para constatar la resistencia de las plantas a Ralstonia solanacearum, donde se
realizaron evaluaciones (20, 45, 75 dias después del trasplante) confirmandose la
resistencia de las poblaciones segregantes seleccionadas con anterioridad.

Para la familia 1 que tiene como progenitor el hibrido GT-5230, se seleccionaron 9

poblaciones segregantes (cuadro 9).

Cuadro 9. Proporcion de sobrevivencia de poblaciones segregantes seleccionadas de la

familia 1
Poblacién Prop(;)éuon
segregante sobrevivencia

GT-5076 1.00
GT-6856 1.00
GT-6858 1.00
GT-6859 1.00
GT-6848 1.00
GT-6850 1.00
GT-6834 1.00
GT-6833 0.95
GT-6849 0.85
GT-6854 0.80
GT-6855 0.80
GT-6857 0.73
GT-4830 0.44
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Las poblaciones segregantes se establecieron en campo y se constato la resistencia
de las mismas a la marchitez bacteriana las poblaciones con la mayor proporcion de
sobrevivencia fueron GT-6856, GT-6858, GT-6859, GT-6848, GT- 6850 y GT-6834 con una

proporcion de sobrevivencia de 1.00 (figura 9).
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Figura 9. Proporcién de plantas sobrevivientes de las poblaciones segregantes
seleccionadas a partir de la familia 1.

Para la familia 2 que tiene como progenitor el hibrido GT-5188, se seleccionaron 12

poblaciones segregantes (cuadro 10 y figura 10).
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Cuadro 10. Proporcion de sobrevivencia de poblaciones segregantes seleccionadas de la

familia 2
Poblacion | Proporcién de
segregante | sobrevivencia
GT-5076 1.00
GT-6860 1.00
GT-6862 1.00
GT-6839 1.00
GT-6837 1.00
GT-6852 0.94
GT-6861 0.93
GT-6864 0.93
GT-6853 0.90
GT-6851 0.80
GT-6838 0.80
GT-6835 0.80
GT-6863 0.69
GT-6865 0.67
GT-4830 0.44

Las poblaciones segregantes con la proporcion mas alta de sobrevivencia fueron GT-
6860, GT- 6862, GT-6839, GT-6837 con 1.00.
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Figura 10. Proporcién de plantas sobrevivientes de las poblaciones segregantes

seleccionadas a partir de la familia 2.
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De la familia 3, se seleccionaron 8 poblaciones segregantes, se establecieron en

campo y se evaluo la resistencia de estas al patégeno Ralstonia solanacearum (cuadro 11).

Cuadro 11. Proporcion de sobrevivencia de poblaciones segregantes seleccionadas de la

familia 3
Poblacion | Proporcién de
segregante | sobrevivencia
GT-5076 1.00
GT-6841 1.00
GT-6842 1.00
GT-6844 1.00
GT-6845 1.00
GT-6846 1.00
GT-6847 1.00
GT-6843 0.85
GT-6866 0.53
GT-4830 0.44

Las poblaciones con la mayor proporcion de sobrevivencia fueron GT-6861, GT-
6842, GT-6844, GT-6845, GT-6846, y GT-6847 con 1.00 proporcién de sobrevivencia al
patdégeno (figura 11).

1.00
0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

GT-5076 GT-6841 GT-6842 GT-6844 GT-6845 GT-6846 GT-6847 GT-6843 GT-6866 GT-4830

Poblacion segregante

Proporcion de sobrevivencia

Figura 11. Proporcién de sobrevivencia de poblaciones segregantes seleccionadas de la
familia 3



53

2.6.3 Determinacion de la familia con la mayor proporcion de sobrevivencia a R.

solanacearum E. F. Smith bajo las condiciones del experimento

Para si de las tres familias evaluadas, por lo menos una tenia una mayor proporcion
de sobrevivencia a R. solanacearum, se realizé un analisis de varianza utilizando el disefio
jerérquico o anidado no balanceado, donde se determin6 con un nivel de significancia de
0.10 que al menos una de las familias evaluadas presenta un incremento significativo en la
proporcion de plantas sobrevivientes, no encontrando diferencia significativa entre las

poblaciones segregantes dentro de las familias (cuadro 12).

Cuadro 12. Cuadro resumen del andlisis de varianza para la variable proporcion de plantas

sobrevivientes

F. V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1.98 |25 0.08 |1.44 |0.1413
Familia 031 |2 0.16 |2.58 |0.0992
Familia> p segregante | 1.26 |21 0.06 |1.09 |0.3871
Bloque 040 |2 0.20 |3.65 |0.0339
Error 253 |46 0.05

Total 451 |71

Por lo cual se realiz6 una prueba multiple de medias utilizando el criterio de Tukey
donde se defini6 que de las tres familias evaluadas, la familia 1 presentd la mayor media

estando al mismo nivel que la familia 2 (cuadro 13).

Cuadro 13. Cuadro resumen de la prueba de Tukey para el factor familia

Familia Medias | n Grupo
Familia 1 0.82 18 A
Familia2 | 0.68 24 |A B
Familia3 | 0.66 30 B

2.6.4 Analisis de las poblaciones segregantes dentro de cada familia

A. Familia 1
Dentro de la familia 1 la cual deriva del hibrido GT-5230 las poblaciones

segregantes que la conforman presentaron buena adaptacion a las condiciones
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ambientales en la parcela. Se realizé un anadlisis de varianza para determinar
diferencia estadistica significativa dentro de las poblaciones segregantes evaluadas
(cuadro 14).

Cuadro 14. Cuadro resumen del analisis de varianza para la variable proporcidén de plantas

sobrevivientes para la familia 1

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.19 7| 0.03| 0.74 0.6451
Poblaciéon |0.0038 210.0019| 0.05 0.9506
Bloque 0.19 5/ 0.04] 1.02 0.4570
Error 0.37 10| 0.04
Total 0.56| 17

Debido a que se obtuvo una probabilidad mayor al nivel de significancia
(0.9506 > 0.10), se concluye gue no existe diferencia estadistica significativa entre
los niveles de proporcion de sobrevivencia de cada poblacién segregante en la familia
1.

El coeficiente de variaciéon para la familia 1 fue de 23.54 el cual nos indica una
variabilidad debido a que el material vegetativo usado en la plantacion es
heterogéneo, debido a las caracteristicas genotipicas de cada poblacién segregante
son diferentes.

En la figura 9, se presenta un grafico de las proporciones de sobrevivencia de
las poblaciones segregantes de la familia 1, donde se aprecia que la poblacion
segregante con mayor sobrevivencia es la GT-5694 (1.00) y la de menor
proporcién de sobrevivencia es GT-5695 (0.667). A pesar de la diferencia entre estas
dos poblaciones segregantes el analisis de varianza no detecto diferencia estadistica

significativa.
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Figura 12. Gréfica de proporcion de sobrevivencia de plantas de tomate de las poblaciones
segregantes de la familia 1 a la presencia de Ralstonia solanacearum

B. Familia 2

Se realiz6 seleccion de plantas en las poblaciones segregantes de la familia 2
basandose en las caracteristicas deseadas (resistencia a otros patdégenos,
caracteristicas morfoldgicas: vigor de la planta; tamafio, color, firmeza, peso de
frutos; adaptabilidad a las condiciones del lugar). Se realizé un analisis de varianza a
las poblaciones segregantes de la familia 2 la cual deriva del hibrido GT-5188 (cuadro
15).
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Cuadro 15. Cuadro resumen del andlisis de varianza para la variable proporcion de plantas
sobrevivientes para la familia 2

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.95 9| 0.11 1.53 0.2294
Poblacién 0.27 2| 0.14 1.98 0.1750
Bloque 0.68 7| 0.10 1.40 0.2793
Error 0.97 14| 0.07
Total 1.92 23

Debido a que se obtuvo una probabilidad mayor al nivel de significancia
(0.1750 > 0.10), se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre
los niveles de proporcién de sobrevivencia de cada poblacidn segregante en la familia
2.

1.00 4
0.90 4
0.80 4
0.70
0.60 4

0.50

Proporcion sobrevivencia

0.40 4

0.304

0.20

GT-5699 GT-5700 GT-5701 GT-5702 GT-4992 GT-4967 GT-4861 GT-4254
Poblacidn

Figura 13. Grafica de proporcion de sobrevivencia de plantas de tomate de las poblaciones
segregantes de la familia 2 a la presencia de Ralstonia solanacearum

En lafigura 13 se presenta un grafico de las proporciones de sobrevivencia de las
poblaciones segregantes de la familia 2, donde la poblaciéon segregante con mayor
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proporcién de sobrevivencia fue la GT-5702 con 0.734 y la con menor proporcion de
sobrevivencia fue la GT-4254 con 0.167. Sin embargo con el analisis de varianza se
concluy6 que no existe diferencia estadistica significativa dentro de las poblaciones

de la familia 2.

C. Familia 3
Se realiz6 un analisis de varianza para la familia 3 la cual deriva del hibrido
GT-5215, cuyos resultados se presentan en el cuadro 16.

Cuadro 16. Cuadro resumen del andlisis de varianza para la variable proporcion de plantas
sobrevivientes para la familia 3

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.65 11 0.06 1.00 0.4848
Poblacién 0.25 2 0.13 2.13 0.1479
Bloque 0.40 9 0.04 0.75 0.6650
Error 1.06 18 0.06
Total 1.71 29

Segun el andlisis de varianza con un nivel de significancia del 10% y un
coeficiente de 37.01, se determind que no existe diferencia significativa dentro de las
proporciones de sobrevivencia de las poblaciones segregantes en la familia 3. Debido
gue p-valor es mayor al nivel de significancia utilizado para la prueba (0.1479 > 0.10).
En la figura 14 se presenta las proporciones de sobrevivencia promedio de las
poblaciones segregantes de la familia 3, donde la mejor poblacién segregante es GT-
4976 (0.83) y la menor GT-5717 (0.45).
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Figura 14. Gréafico de proporcion de sobrevivencia de plantas de tomate de las poblaciones

segregantes de la familia 2 a la presencia de Ralstonia solanacearum

2.6.5 Verificacion la presencia del marcador molecular BW 12 en las plantas
sobrevivientes.

Segun Jones et al. (2001) debido a que el marchitamiento de las plantas de
tomate ocurre durante 2-5 dias después de la infeccion dependiendo de la
susceptibilidad del huésped, la temperatura y la virulencia del patégeno tanto la
infeccion como el desarrollo de la enfermedad son favorecidos por temperaturas altas
(6ptimo 28 a 35 °C) y humedad y precipitacion elevada, condiciones que segun datos
climaticos reportados durante el periodo de evaluacion (ver figura 15) segun datos
climaticos reportados durante el periodo de evaluacion final se alcanzaron las

condiciones Optimas para el desarrollo del patégeno.
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ura 15. Grafico de condiciones climaticas de la parcela en la finca El Corozo, Rio
do, Zacapa reportadas por la estacién Pasabien, Rio Hondo, Zacapa INSIVUMEH
2010

De las plantas sobrevivientes a los 75 dias después del trasplante se colecto
tejido joven de las plantas de tomate y se plasmé en cuadros de 4*4 cm y
posteriormente fueron enviados para determinar la presencia del marcador molecular
BW12 mediante analisis molecular en el laboratorio Hortigenetics Research
(S.E.Asia) Limited, ubicado en Chiang Mai, Tailandia. En el cuadro 17 se pueden

observar la presencia del marcador molecular BW12 en las plantas seleccionadas.
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Cuadro 17. Verificacion de la presencia del marcador BW12 en las poblaciones
seleccionadas.

. ., ., Presencia del
Familia | Poblacion evaluada Selecciodn marcador BW 12

GT-6854 11

GT-5693 GT-6855 11

GT-5694 GT-6856 11

GT-6857 11

GT-5695 GT-6858 11

1 GT-6859 11
GT-6848 00

GT-4986 GT-6849 00

GT-4988 GT-6850 00

GT-6833 10

GT-4250 GT-6834 00

GT-5699 GT-6860 11

GT-6861 11

GT-5700 GT-6862 11

GT-6863 11

5 GT-5701 GT-6864 10
GT-6865 11

GT-6851 10

GT-4992 GT-6852 11

GT-6853 10

GT-4967 GT-6839 11

GT-5719 GT-6866 11

GT-6840 11

GT-4974 GT-6841 11

GT-6842 11

3 GT-6843 11
GT-6844 11

GT-4975 GT-6845 11

GT-6846 11

GT-4977 GT-6847 11

11: Condicién dominante (resistente); 10: Condicidén heterocigota; 00: Condicion recesiva (susceptible)

Las poblaciones que presentan el marcador BW12 y tienen caracteristicas
morfolégicas deseadas asi mismo presencia de marcadores moleculares de interés
para el programa de mejoramiento se seguirdn sembrando los siguientes ciclos hasta
llegar a tener una linea estable con el marcador BW12 en condicion homocigota

dominante y con buena adaptacion a las condiciones climaticas del lugar.
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Debido a la importancia que ha tomado la enfermedad para zonas de
produccién de tomate, papa y chile pimiento en los ultimos afios surgi6 la importancia
de realizar la seleccion de plantas a partir de poblaciones segregantes (ver cuadro
13) con el fin de desarrollar lineas con resistencia a Ralstonia solanacearum vy
caracteristicas morfolégicas deseables para el investigador, debido a que la
resistencia en el hospedero (plantas de tomate) constituye la estrategia mas efectiva

para alcanzar el control de la enfermedad a largo plazo.

Sumado a la aplicacion de buenas practicas agronémicas, medidas de
prevencion y grado de resistencia a campo contribuye a disminuir las pérdidas
econdmicas. Las poblaciones que presentaron el marcador molecular BW12 en
condicion homocigota dominante (11), se seguiran evaluando hasta que sus
caracteristicas morfoldégicas deseadas por el investigador estén estables para
tomarse como fuente de resistencia. En las poblaciones con el marcador molecular
en condicion heterocigota se avanzaran en el préximo ciclo y se realizara seleccion
individual, siempre verificando la resistencia en campo y la presencia del marcador

BW12 hasta que esté en condicién homocigota dominante.

La presencia del marcador BW12 pareceria estar relacionada con la
resistencia, aunque esta relacion no fue perfecta debido a que las poblaciones GT-
6848, GT-6849, GT-6850 y GT-6834 presentaron resistencia en campo al patégeno
pero no la presencia del marcador molecular BW12, sin embargo la resistencia se
mantuvo en la siguiente generacion, esto puede ser debido a que la resistencia a
marchitez bacteriana es caracter cuantitativa y la confieren varios genes que estan
asociados a diferentes cromosomas (6 y 12) ((Wang et al., 2000). Esta relacién es
algo que se necesita estudiar mas a fondo, ya que las poblaciones podrian tener otra
region del genoma relacionadas con la resistencia bajo estas condiciones. Se verifico
la presencia en las poblaciones segregantes del marcador BW6 sin embargo este
pareceria no estar involucrado en la expresion de la resistencia bajo las condiciones
del experimento, debido a que ninguna de las lineas resistentes contenia este

marcador.
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Se recomienda llevar los individuos seleccionadas hasta nivel de lineas puras,
cuando ya no se observe segregacion fenotipica dentro de la poblacion lo cual
regularmente sucede arriba de la generacion F6, luego realizar cruces entre lineas
pertenecientes a diferentes familias para optimizar los niveles de heterosis o vigor
hibrido, para asi obtener hibridos con altos niveles de resistencia y adaptacion a las
condiciones climaticas de la region o bien seleccionar las lineas como fuentes de
resistencia y cruzarlas con genotipos (hibridos o lineas) adaptados al calor, para

generar ambas caracteristicas.

2.7 Conclusiones

1. Se identificé la cepa de Ralstonia solanacearum E. F. Smith presente en las plantas

de tomate infectadas en la parcela de la finca ElI Corozo, ubicada en Zacapa siendo

esta la Filotipo |, Secuevar 14 (también conocida como Raza 1, Biovar 3).

. Se seleccionaron plantas que presentaron resistencia a la bacteria Ralstonia

solanacearum Filotipo I, Secuevar 14 y con caracteristicas morfolégicas deseadas
(vigor de la planta; tamafo, color, firmeza, peso de frutos; adaptabilidad a las
condiciones del lugar) siendo estas: Familia 1: GT-6854, GT-6855, GT-6856, GT-
6857, GT-6858, GT-6859, GT-6848, GT-6849, GT-6850, GT-6833, GT-6834; Familia
2: GT-6860, GT-6861, GT-6862, GT-6863, GT-6865, GT-6852, GT-6839, GT-6864,
GT-6851, GT-6863; Familia 3: GT-6866, GT-6840, GT-6841, GT-6842, GT-6843, GT-
6844, GT-6845, GT-6846, GT-6847.

. Se determiné que la familia 1, contiene las poblaciones segregantes con la mayor

proporcion de supervivencia, seguida de la familia 2, y ambas son estadisticamente

iguales segun la prueba multiple de medias utilizando el criterio de Tukey.

. Se verificd la presencia del marcador molecular BW12 en condicibn homocigota

recesiva en las poblaciones segregantes que presentaron sobrevivencia a Ralstonia
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solanacearum E. F. Smith, encontrando dicho marcador en las poblaciones de cada
familia siendo estas: Familia 1: GT-6854, GT-6855, GT-6856, GT-6857, GT-6858,
GT-6859; Familia 2: GT-6860, GT-6861, GT-6862, GT-6863, GT-6865, GT-6852, GT-
6839; Familia 3: GT-6866, GT-6840, GT-6841, GT-6842, GT-6843, GT-6844, GT-
6845, GT-6846, GT-6847.

2.8 Recomendaciones

1. Continuar con el programa de seleccion de individuos dentro de la parcela con
presencia de la cepa de a R. solanacearum clasificada como Filotipo |, Secuevar 14,
para obtener lineas parentales estables con resistencia a la bacteria y con adaptacion

a condiciones de altas temperaturas.

2. Realizar cruces con lineas seleccionadas de la familia 1 la cual presento mayor
sobrevivencia y lineas avanzadas dentro del programa de mejoramiento con
caracteristicas deseadas por el investigador y evaluar la resistencia del hibrido a la

presencia de la bacteria y a las condiciones ambientales.

3. Investigar la presencia de otros marcadores moleculares relacionados con la
resistencia a R. solanacearum a las poblaciones: GT-6848, GT-6849, GT-6850, GT-
6834 las cuales presentaron resistencia a la presencia de la bacteria pero que sin

embargo no tienen el marcador BW12.
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2.10 Anexos

Cuadro 18A. Componentes del medio CPG (Casamino acid-Peptone-Glucose)

Por litro
Acido Casamino (hidrolizado de caseina) |1 g
Glucosa 59
Peptona 10 g
Agar 179

Cuadro 19A.. Componentes del medio SMSA

Por litro
Acido Casamino (hidrolizado de caseina) |1g
Peptona 10 g
Agar 179
Glicerol 5ml
Cristal violeta* 5 mg
[3 sulfato de polimixina* 100 mg
Bacitracina* 25 mg
Cloromicetin* 5mg
Penicilina* 0.5 mg

* Disolver en 5 ml de etanol al 70% 30 minutos antes de su uso.
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3.1 Evaluacion de laresistencia a la marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia
solanacearum E. F. Smith en doce hibridos de tomate (Solanum lycopersicum

L.) bajo las condiciones de la finca El Corozo en Zacapa, Guatemala.

3.1.1 Presentacion

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum Smith es una
devastadora enfermedad que afecta a varios cultivos de importancia mundial a nivel
econdémico siendo tal el caso del tomate (Solanum lycopersicum). En esta investigacion se
evalué la capacidad de sobrevivencia en doce hibridos de tomate desarrollados dentro del
programa de mejoramiento en ciclos anteriores, evaluando la proporcion de sobrevivencia
en un campo con presencia de la bacteria R. solanacearum, cabe mencionar que para
constatar la presencia de la enfermedad dentro de la parcela se establecieron plantas que
sin resistencia a la bacteria, para evitar escapes y posibles datos erroneos.

Se realizé la evaluacion con el objetivo de encontrar alternativas para la produccion
por medio de la validacion de materiales que presenten sobrevivencia en parcelas
infectadas con la bacteria. La investigacion se llevé a cabo en la finca ElI Corozo, en el
municipio de Rio Hondo, Zacapa, en el transcurso del mes de abril a julio. Se establecié la
parcela de tomate con los materiales de estudio, bajo el disefio experimental de bloques al
azar. Los hibridos con la mayor proporcion de sobrevivencia fueron: fueron GT-6331, GT-
6334, GT-6365, GT-5188 y GT-6345.
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3.1.2 Marco Tebrico

3.1.2.1 Marco Conceptual

A. Epifitiologia de la enfermedad

Al instalarse R. solanacearum en una region, las posibilidades de diseminacién son
multiples (a través de suelo infectado, aguas, labores culturales, restos vegetales, plantas
de reservorio, etc.) (Caruso 2005). La bacteria en el suelo tiene la capacidad de producir
marchitez en hospedantes susceptibles y sobrevivir el mismo tiempo bajo condiciones de

oligotrofia (escasez de nutrientes) y en presencia de bajas temperaturas (Alvarez 2009).

Jones, Stall y Zitter 2001, indican que el periodo de sobrevivencia varia dependiendo
de laraza del patdgeno y las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo. Ademas
caracteristicas que promuevan la supervivencia en suelos con buena capacidad de

retencion de agua, temperaturas y pH.

B. Escape de la enfermedad
El escape de la enfermedad ocurre cuando las plantas genéticamente susceptibles
no son infectadas, debido a que para que esta se desarrolle se necesitan tres factores
siendo estos: el hospedante susceptible, el patégeno virulento y el ambiente
favorable. Cuando estos no coinciden e interactian en el momento oportuno o bien

en un tiempo reducido se provoca el escape (Agrios, 1995)

3.1.2.2 Marco Referencial

A. Ubicacién geografica
El Municipio de Rio Hondo esta ubicado en el Departamento de Zacapa, cuenta con una
extension territorial de 458.09 kilébmetros cuadrados, se encuentra a una altitud de 184
metros sobre el nivel del mar, entre sus coordenadas geograficas: 89°35’°06” longitud Oeste
del meridiano de Greenwich y 15°02’36” de Latitud Norte (SEGEPLAN, 2010). La finca El
Corozo se encuentra ubicada entre las aldeas Santa Cruz y Pasabien en el municipio de

Rio Hondo, departamento de Zacapa.
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B. Materiales de investigacion
Los doce hibridos a evaluar son: GT-6328, GT-6330, GT-6331, GT-5642, GT-6334, GT-
6365, GT-6370, GT-5188, GT-6383, GT-6346, GT-6381, GT-6345. Los cuales provienen de
cruces con lineas parentales con caracteristicas deseadas en el programa de mejoramiento
(Color rojo intenso, frutos firmes al tacto, alto vigor de la planta, buen rendimiento, entre

otros).

3.1.3 Objetivos

3.1.3.1 General
Evaluacion de la resistencia a la marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia
solanacearum E. F. Smith en doce hibridos de tomate (Solanum lycopersicum L.)

bajo las condiciones de la finca El Corozo en Zacapa.

3.1.3.2 Especifico

1. Identificar los hibrido de tomate con la mayor proporcién de sobrevivencia a la

presencia de Ralstonia solanacearum E. F. Smith.

2. ldentificar los hibridos de tomate con la menor proporcién de sobrevivencia a la

presencia de Ralstonia solanacearum E. F. Smith.
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3.1.4 Metodologia

3.1.4.1 Tratamientos evaluados

Se evaluaron 12 hibridos de tomate que se describen en el cuadro 20.

Cuadro 20. Descripcion de tratamientos evaluados

Tratamiento Hibrido
1 GT-6328
2 GT-6330
3 GT-6331
4 GT-5642
5 GT-6334
6 GT-6365
7 GT-6370
8 GT-5188
9 GT-6383

10 GT-6346
11 GT-6381
12 GT-6345

3.1.4.2 Manejo del experimento

A.

Delimitacion del &rea de trabajo
Consistié en la ubicacion del terreno donde se establecio el experimento de los

doce hibridos.

Preparacién del terreno
Limpia y desmalezado del terreno: se eliminaron las plantas voluntarias que no

eran de interés en la investigacion.

Preparacién de surcos: se elaboraron los camellones, dejando una distancia entre

cadaunode 0.90 m

Preparacion de semillero

Para la elaboracion del semillero se utilizaron bandejas de duroport de 252 celdas
debidamente desinfectadas con agua mas cloro a razén de 18.5 cm? de cloro con
una pureza del 5.20% por litro de agua. Se coloco una semilla de cada material
de tomate en cada celda de la bandeja, luego se coloco dentro del germinador
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(habitacion con condiciones de humedad y temperatura controlada), luego se

trasladaron las bandejas al invernadero para su posterior desarrollo.

D. Trasplante de las plantulas
Se establecimiento la plantula al campo definitivo a los 35 dias después de la

siembra de almacigo.

E. Tutorado
Se coloco tutores y rafia para brindar sostén a las plantas.

3.1.4.3 Disefio Experimental
A. Unidad experimental
Cada unidad experimental se constituyé de 10 plantas de tomate, colocadas en los

surcos a un distanciamiento de 0.4 m entre plantas y 0.9 m entre surcos.

B. Variable de respuesta
a. Proporcion de sobrevivencia
Para determinar la proporcion de plantas sobrevivientes se empleé el siguiente

modelo matematico:

Numero de plantas sobrevivientes

Proporcion de sobrevivencia =
p Total de plantas

C. Andlisis para la proporcion de sobrevivencia de plantas

Se realizé un andlisis de varianza para determinar si al menos un hibrido de los
evaluados es diferente estadisticamente en cuanto a la proporcién de sobrevivencia
a la marchitez bacteriana causada por la bacteria Ralstonia solanacearum, para lo

cual en el estudio se establecieron tres repeticiones.

El modelo estadistico-matematico asociado al disefio de bloques al azar es el

siguiente:

Yi=p+Ti+ Bj+ €
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Siendo:

Yij = Proporcion de sobrevivencia en la ij-ésima unidad experimental
M = media general de la proporcién de sobrevivencia

Ti = efecto del i — ésimo hibrido

Bj= efecto del j — ésimo bloque

&ij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental

3.1.5 Resultados y Discusion

Los sintomas externos mas caracteristicos en los hibridos que presentaron baja
proporcién de sobrevivencia a Ralstonia solanacearum fueron marchitamiento y enanismo.
Estos aparecieron en toda la etapa de crecimiento del cultivo, aunque el marchitamiento
total y colapso fue mas frecuente en las plantas jévenes como indica Kelman, 1953 citado
por Naranjo et al 2013.

Se realiz6 un analisis de varianza para determinar diferencia estadistica significativa
dentro de los doce hibridos evaluados en relacién a la proporcién de sobrevivencia a R.

solanacearum (cuadro 21).

Cuadro 21. Cuadro resumen de andlisis de varianza a doce hibridos de tomate

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0.66 13 0.05 1.27 0.2999
Hibrido 0.43 11 0.04 0.97 0.4993
Blogques 0.24 2 0.12 2.92 0.0748
Error 0.89 22 2.92
Total 1.55 35

Debido a que se obtuvo una probabilidad mayor al nivel de significancia (0.4993 >
0.10) se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre los niveles de

proporcion de sobrevivencia de cada hibrido.
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En el cuadro 21 se presentan los datos obtenidos en campo en cuando a la proporcion de

sobrevivencia de los doce hibridos evaluados.

Cuadro 22. Proporcion de sobrevivencia de hibridos a R. solanacearum

Hibrido | Proporcion de
sobrevivencia

GT-6331 1.00
GT-6334 1.00
GT-6365 1.00
GT-5188 1.00
GT-6345 1.00
GT-6370 0.80
GT-6346 0.80
GT-6328 0.75
GT-6381 0.75
GT-6330 0.60
GT-6383 0.50
GT-5642 0.33

En la figura 16, se presenta un grafico de las proporciones de sobrevivencia de los
hibridos evaluados, donde se aprecia que los hibridos GT-6331, GT-6334, GT-6365, GT-
5188 y GT-6345 obtuvieron la mayor proporcion de sobrevivencia a R. solanacearum y el
gue presentdé menor proporcion de sobrevivencia fue el hibrido GT-5642 (0.33). A pesar de
la diferencia entre estas dos poblaciones segregantes el andlisis de varianza no detecto

diferencia estadistica significativa.



78
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Figura 16. Proporcion de sobrevivencia a R. solanacearum de doce hibridos de tomate

Debido a que se identificaron cinco hibridos con una proporcién de sobrevivencia de
1.00 se recomienda desarrollar otra prueba de sobrevivencia el siguiente ciclo para
descartar posibles factores que hayan podido afectar la infeccién del patégeno. Debido a
que algunas plantas pueden escapar de la enfermedad debido a que son susceptibles al
patdogeno en una determinada etapa de crecimiento y por lo tanto si el patbgeno no esta
presente o bien es inactivo en ese periodo, estas plantas dificilmente se infectaran (Agrios,
1995).
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Conclusiones

De los hibridos evaluados los que presentan la mayor proporcion de sobrevivencia a
R. solanacearum (1.00) son: fueron GT-6331, GT-6334, GT-6365, GT-5188 y GT-
6345.

El hibrido con la proporcion de sobrevivencia a R. solanacearum mas baja (0.33) fue
el GT-5642.

Recomendaciones
1. Debido a que no se determiné diferencia estadistica significativa de la proporcién
de sobrevivencia a R. solanacearum se recomienda realizar la prueba en otra

época evitar que haya ocurrido un posible escape de la enfermedad.

2. Se recomienda seguir con el programa de mejoramiento y avance de los hibridos
GT-6331, GT-6334, GT-6365, GT-5188 y GT-6345 que presentaron buena

sobrevivencia a la presencia de R. solanacearum dentro de la parcela.
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3.2 Vinculacién entre los genes “ah” (anthocyaninless) y “Tm-2a” (tobacco mosaic
virus resistance-2) en condicion homocigota dominante, en tomate (Solanum

lycopersicum L.)

3.2.1 Presentacion

Se ha observado coloracién purpura y verde en el tejido de hipocotilo del
tomate. Este tipo de pigmentacién del hipocotilo no esta relacionado con la
pigmentacion de otros drganos, como la flor, el tallo, la hoja o el fruto. Basado en
observaciones por mejoradores de Nong Bio Co., se cree que el rasgo del color verde
del hipocotilo esta vinculado con otras caracteristicas importantes como la esterilidad
genética masculina, la resistencia a marchitez bacteriana, virus del mosaico del

tabaco, fusarium de la corona y la podredumbre de la raiz (Vakalounakis et al, 1997).

De esto surge la investigacion con la linea pura GT-6716 de tomate, de la cual
se utilizaron plantulas con el propésito de evaluar la relacion que existe entre la
pigmentacién verde en el hipocotilo (anthocyaninless) de las plantas y la presencia
del marcador molecular Tm-2a (Tobacco mosaic virus resistance-2a), los resultados
se obtuvieron después de analisis moleculares para identificar la presencia del
marcador molecular en el laboratorio Hortigenetics Research (S.E.Asia) Limited,
ubicado en Chiang Mai, Tailandia, presentando que el 93.5% de las plantas con
hipocotilo verde tienen la presencia del marcador molecular Tm-2a en estado
homocigoto dominante y el 6.45% de las plantas tienen hipocotileo purpura

presentando el marcador molecular Tm-2a en estado homocigoto dominante.
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3.2.2 Marco Tebrico

3.2.2.1 Marco Conceptual
A. Pigmentos

a. Antocianinas

Las antocianinas representan los principales pigmentos solubles en agua
visibles al ojo humano. Pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica
es un nucleo de flavon, el cual consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad
de tres carbonos. El nivel de hidroxilacion y metilacion en el anillo “B” de la molécula
determina el tipo de antocianidina, que es la aglicona de la antocianina. Aunque se
han descrito doce diferentes antocianidinas, las mas comunes en plantas son:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. Las tres
primeras son mas frecuentes en frutos, en tanto que el resto lo son en flores. En las
plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma glucosilada;
esto es, unidas a algun azucar y en cuyo caso se denominan antocianinas (Aguilera
et al, 2011). Las antocianinas estan presentes en diferentes 6rganos de las plantas,

tales como frutas, flores, tallos, hojas y raices (Brouillard, 1982).

Estos pigmentos son normalmente encontrados disueltos uniformemente en la
solucion vacuolar de células epidérmicas. Sin embargo, en ciertas especies, las
antocianinas son localizadas en regiones discretas de la vacuola celular, llamadas

antocianoplastos (Pecket y Small, 1980).

La principal fuente de antocianinas son frutas rojas, principalmente bayas y
uvas rojas, cereales, principalmente maiz morado, vegetales y vino rojo entre las
bebidas (Harbone, 1993; Escribano et al., 2004).

B. Resistencia en plantas

La resistencia es la capacidad que tiene la planta huésped para reducir la infestacion

por otros patdégenos, el dafio causado por estos u ambas cosas. Los niveles de
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resistencia varian desde una ligera defensa por parte de la planta, hasta la total
inmunidad contra patdgenos, en la resistencia se da el resultado de uno o mas

mecanismo de defensa (Maxwell & Jennings, 1991).

a. Resistencia verdadera

La resistencia verdadera en plantas es la que es controlada genéticamente por la
presencia de uno o varios genes contra el ataque de un patégeno. El hospedante
y el patdbgeno son incompatibles entre si debido a la falta de reconocimiento
quimico entre ellos o bien porque la planta hospedante activa sus mecanismos de

defensa o son activados en respuesta a la infeccion del patégeno (Agrios, 1995).

b. Resistencia aparente

Esta resistencia ocurre bajo ciertas condiciones o circunstancias, donde algunas
plantas muy susceptibles pueden permanecer libres de sintomas e infeccién de
una manera de parecer resistentes. En general esto es el resultado de procesos
de escape de la enfermedad (Agrios, 1995).

C. Virus

Los virus son agentes patdgenos tan diminutos que no pueden ser vistos a
simple vista ni con microscopios ordinarios. Se desarrollan en el interior de las células
vivas y son capaces de atravesar los filtros mas finos donde quedan retenidos los
microorganismos mas pequefos tal es el caso de las bacterias (Llanos e Izquierdo,
1984).

a. Virus del mosaico del tabaco (TMV)

El virus del mosaico del tabaco penetra en las plantas y una vez instalado en
el interior de sus células se multiplican y extienden por todo la planta causando dafios
diversos en los tejidos y 6rganos. La destruccién de los tejidos parenquimaticos y de
los cloroplastos, ocasiona deformaciones, defectos de crecimiento, necrosis,

decoloraciones entre otros, en las plantas infectadas (Llanos e Izquierdo, 1984).
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D. Marcadores moleculares
Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia
notipica controlada genéticamente. Se puede considerar que cualquier molécula
organica o inorganica, que sea caracteristica de un organismo o proceso sea un
marcador (Azofeifa, 2006). Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en
el analisis de las diferencias en pequefias secuencias del ADN entre individuos (Karp
& Edwards, 1998).

1. Polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)
Los polimorfismos de un solo nucledtido representan a las variantes
genéticas mas comunmente encontradas en el genoma. Debido a su
amplia distribucion estos polimorfismos se localizan en cualquier parte de

la estructura de los genes y el genoma (Ramirez, et al 2013).

3.2.2.2 Marco Referencial

A. Ubicacion

La finca La Azoteita donde opera “Pilones de Antigua S.A”. Se localiza,
Carretera a Jocotenango, en el copante de la Antigua Guatemala, municipio del
departamento de Sacatepéquez, tiene una extension aproximada de 78 kilometros
cuadrados, limita al Norte y al Este con San Bartolomé Milpas Altas, al Sur con Santa
Maria de Jesus, al Oeste con San Antonio Aguas Calientes, Cuidad Vieja y Santa
Catarina Barahona, todos del mismo departamento. Las coordenadas geogréficas:
Latitud Norte: 14°36°'57”, Longitud Oeste 90°38’37”, elevacion 1530.17 msnm
(Ovalle, 2010).
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3.2.3

Objetivos

3.2.3.1 General

Comparar los resultados de la presencia de color verde del hipocotilo de las plantas
de tomate (Solanum lycopersicum L.) con la presencia del marcador molecular Tm-
2a.

3.2.3.2 Especificos

1.

3.24

Determinar el % de plantas con hipocotilo verde y el marcador Tm-22 en condicion

homocigota dominante

Determinar el % de plantas con hipocotilo purpura y el marcador Tm-22 en condicion
homocigota dominante

Metodologia

Siembra en almacigo

El semillero de la linea GT-6716 fue elaborado por servicio de Pilones de
Antigua, S.A. en donde se utilizaron bandejas de duroport de 252 celdas debidamente
desinfectadas con agua mas cloro a razén de 18.5 cm?® de cloro con una pureza del
5.20% por litro de agua. Se coloc6 una semilla de cada material de tomate en cada
celda de la bandeja, luego se coloc6é dentro del germinador (habitacién con
condiciones de humedad y temperatura controlada), luego se trasladaron las

bandejas al invernadero.
Muestreo

A los 25 dias después de haber realizado el semillero se numeraron las
plantulas y se tomaron datos de color de hipocotilo de las 250 plantas a evaluar,

identificando cual planta presento color purpuray cual color verde.
Toma de muestras tejido vegetal

Después de que se colecto informacion de color de hipocotilo se tomd una
muestra de tejido vegetal (hoja) de cada plantula se identificé y se guardd en bolsas

plasticas trasparentes.
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D. Extraccién de ADN

De las muestras de hoja que se colectaron se extrajo el ADN. Se coloco la hoja
de la plantula sobre un trozo de papel filtro y se cubrié con un trozo de bolsa plastica
trasparente, luego con la ayuda de un pistilo se procedié a presionar la muestra
vegetal para extraer clorofila y plasmarla en el papel filtro.

E. ldentificacion de presencia del marcador molecular Tm-2a de muestras

Las muestras plasmadas en el papel filtro se enviaron al laboratorio
Hortigenetics Research (S.E.Asia) Limited para el analisis de la presencia del

marcador molecular Tm-2a.

3.2.5 Resultados

La pigmentacion del hipocotilo de plantas de tomate estd asociado con otras
caracteristicas que pueden ser del interés del investigador, ahorrar tiempo y dinero en
procedimientos. Los tomates con hipocotilo purpura se han utilizado para la construccion de

lineas elite a través de autofecundacién y retrocruzamiento en el mejoramiento de tomate.

En la linea pura GT-6716 present6 color de hipocotilo verde asi como también color
purpura (figura 17), en el cuadro 23 se presentan los datos tomados de 250 plantas para
determinar la presencia del marcador molecular Tm-2a y su condicion (homocigota y
heterocigota).

Figura 17. Linea Pura GT-6716.

A- Plantula hipocotilo verde. B- Plantula hipocotilo purpura
E. Fuente: M. Castafieda, 2015
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Cuadro 23 Color del hipocotilo y presencia del marcador molecular Tm-2a.

00 26 |10 5111 76 (00 101 (10 126 | 00 151 (11 176 |11 201 (10| [ 226 |11
11 27|11 52 |11 77 110 102 | 00 127 |10 152 | 00 177 {00 202 |00 | 227 |00
00 28 | 00 53| B 78 [10 103 |10 128 |11 153 [ 10 178 |11 203 (00| | 228 |11
10 29 |11 54 |10 79 |10 104 |10 129 |10 154 | 00 179 |11 204 (11| | 229 |00
10 30| B 55|11 80 |11 105 | 10 130 | 10 155 |10 180 (11 20500 | 23011
11 31|00 56 |10 81 [10 106 | 10 131 {10 156 | 10 181 [ 00 206 (11| | 231 |00
00 32|10 57 100 82 |00 107 | 00 132 |10 157 |10 182 [ 00 207 111 [ 232 |11
10 33|10 58 |11 83 |10 108 |10 133 |10 158 [11 183 |11 208 (11| [ 233 |11
11 34|10 59 |10 84 |11 109 | 10 134 |10 159 | 00 184 [ 00 209 |11 [ 234 |10
10 35|11 60 | 00 85 |00 110 | 10 135 |00 160 | 00 185 (11 210 | B 235100
00 36 |11 61 | 00 86 |10 111 |10 136 |00 161 (11 186 |11 211111 | 236 |10
11 37|10 62 | 00 87 |00 112 |10 137 |11 162 | 00 187 (11 212111 | 23710
10 38|10 63 | 10 88 |11 113 | 00 138 | 00 163 | 10 188 [ 10 21311 | 238 |00
00 39|10 64 | 00 89 |11 114 | 00 139 |10 164 | 00 189 (10 214111 | 239 |00
00| [40]10 65| 10 90 |10 115 |10 140 | 10 165 |10 190 (10 21510 | 240 |10
00| 41|10 66 |11 91 (11 116 (11 141 {00 166 | 00 191 (10 216 |10 | 241 |10
00| [42]10 67|11 92 |10 117 |10 142 |11 167 | 00 192 (10 217110 [242 |11
10| 43|10 68 | 10 93 | B 118 | 10 143 | 00 168 | 00 193 |11 218|100 | 243 |10
11 44110 69 |10 94 |10 119 |11 144 |10 169 | 10 194 (10 21911 | 244 |10
11 45110 70|10 95 |00 120 | 10 145 | B 170 |10 195 (10 220 (00| [ 245 |11
10| 46|10 71111 96 |11 121 |00 146 | 00 171 |00 196 | B 22110 | 246 |10
10| |47]00 72 100 97 |00 122 |00 147 | 00 172 110 197 (10 222110 | 247 (00
11 48 110 73|10 98 |11 123 | 10 148 | 10 173 |10 198 [ 10 223110 | 248 |00
10| 49|00 74 111 9 | B 124 |00 149 | 10 174 100 199 (00 224111 [ 249 (10

25|00 |50|10 |75|11 |100/00| |125|B | |150|00  |175|11| | 200,00 |225|10| | 25010
Nota: 11 (Homocigoto dominante, resistentes), 00 (homocigoto recesivo, susceptible), 10

(heterocigoto).
H Hipocotilo purpura
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Hipocotilo verde

El color del hipocotilo se ha utilizado como marcador visual para trazar caracteristicas
de resistencia a través de la introgresion de tomates con hipocotilo verde en lineas con

hipocotilos purpura.

Cuando se realizé la toma de datos fue en 250 plantulas obteniendo los resultados

resumidos que se presentan en el cuadro 24 y figura 18.
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Cuadro 24. Casos de relacién entre el color del hipocotilo y el estado del marcador molecular

Tm-2a

Casos

Porcentaje de relacion

Hipocotilo verde y Tm-2a homocigoto dominante 23.97%
Hipocotilo verde y Tm-2a homocigoto recesivo 0.83%
Hipocotilo verde y Tm-2a heterocigoto 0.83%
Hipocotilo purpura y Tm-2a homocigoto dominante 1.65%
Hipocotilo purpura y Tm-2a homocigoto recesivo 28.51%
Hipocotilo purpura y Tm-2a heterocigoto 44.21%

Figura 18. Grafico de relacion entre el color del hipocotilo y la presencia del marcador

molecular Tm-2a

= Hipocotilo verde y Tm-2a homocigoto
dominante

& Hipocotilo verde y Tm-2a homocigoto
recesivo
Hipocotilo verde y Tm-2a heterocigoto

™ Hipocotilo purpuray Tm-2a
homocigoto dominante

“ Hipocotilo purpuray Tm-2a
homocigoto recesivo

® Hipocotilo purpuray Tm-2a
heterocigoto

Se identificé que en la relacién de presencia del marcador Tm-2a y el color del

hipocotilo un 23.97% de plantas con hipocotilo verde tienen el marcador en condicion

homocigoto dominante, mientras que un 1.65% de plantas con hipocotilo purpura presentan

el marcador en la misma condicion.

Es necesario auxiliarse del uso de marcadores moleculares debido a que un

marcador visual como lo es el color del hipocotilo en las plantas de tomate esta limitado su

uso para poder distinguir entre genotipos homocigotos y heterocigotos. Ademas si el dato

de color de hipocotilo se toma cuando las plantas ya han sido trasplantadas a campo o bien

han sido sembradas directamente al suelo esto podria incursionar en un error al no

identificarse correctamente el color del hipocotilo.
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Se realizé una estimacion utilizando un intervalo de confianza para 100 plantas, los

datos se muestran en el cuadro 25.

Cuadro 25 Estimacion utilizando intervalo de confianza para 100 plantas

. . Tm-2a (Marcador
Hipocotilo 11 10 ( 00 ) Total
GT-6716 Verde 93.55% | 3.23% 3.23% 100
Purpura 2.22% | 59.44% 38.33% 100

Tomando en cuenta que de 100 plantas se pueden obtener los resultados anteriores

utilizando intervalo de confianza.

Donde:

ps = proporcion de plantas con hipocotilo verde con el marcador de resistencia
en condicion homocigota

x = namero de plantas con hipocotilo verde y presencia del

marcador en condicion homocigota

n = numero total de plantas con hipocotilo verde

o5 = error estandar para la porporcion

Z = valor segun nivel de significancia

a
5 = prueba bilateral

A — f o. = ps(l - ps)
p n § n
58 00355 _[0.9355(1 —0.9355) 0.03119
Ps =g = 7 % = 62 -
ps(1 —ps) ps(1 —ps)

Ps — Z(oc/z)x T Sp=ps+ Z(oc/z)x

0.9355(1 — 0.9355)
62

0.9355 + 1.96x\/

0.8743 < p < 0.996632

Esto indica que con un nivel de confianza de 95% (1-a), la proporcién de plantas que tienen

el hipocotilo color verde y el gen de resistencia en condicion homocigota estan en el rango
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de 87.43% y 99.66%, esto ayuda a disminuir la cantidad de plantas para identificar el

marcador molecular Tm-2 a. Pudiendo asi disminuir gastos de tiempo, e inversion

economica.
3.2.6 Conclusiones
1. EI23.97% de las plantas evaluadas tienen el color de hipocotilo verde y la presencia
del marcador molecular Tm-2 a en condicién homocigota dominante.
2. El 1.65 % de las plantas tienen el hipocotilo color purpura y el marcador molecular
Tm-2 a en condicion homocigota dominante.
3.2.7 Recomendaciones

Debido a que el marcador visual del color del hipocotilo de las plantas resulta
inefectivo cuando las plantas ya estan sembradas dentro de las parcelas, se
recomienda utilizar un marcador de ADN asociado con el color del hipocotilo para
utilizar con eficacia y seleccionar los genes de resistencia a ciertas enfermedades

con el consiguiente se podra ahorrar tiempo, trabajo y costo de siembra de plantas.

Se recomienda evaluar la resistencia que tengan las plantas con hipocotilo
verde y purpura y el marcador Tm-2 a en condicibn homocigota dominante para
identificar su resistencia a TMV (tobacco mosaic virus) / TOMV (tomato mosaic virus)

en parcelas experimentales.
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3.3 Evaluacion de rendimiento de 13 hibridos de tomate (Solanum lycopersicum L.)
en la finca Santa Teresa en Antigua Guatemala, Sacatepéquez, Guatemala.

3.3.1 Presentacion

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el potencial de rendimiento
y calidad de fruto de trece hibridos de tomate desarrollados en ciclos anteriores en el
programa de mejoramiento de tomate, tratando de obtener el maximo potencial
genético de los materiales, es necesario tener en cuenta todos los aspectos que van
desde una semilla de alta calidad (poder germinativo, vigor, pureza, etc.) hasta la

seleccién del terreno, manejo del cultivo, trasporte y destino industrial.

La productividad de los hibridos de tomate depende en gran parte de las
técnicas de manejo que se apliquen y de la variedad a evaluar. La variedad debe
escogerse la cual pueda adaptarse a las condiciones del lugar, también que sea el
tipo de tomate del merado, de buena calidad de fruto, resistente a desordenes
fisiolégicos y buen comportamiento poscosecha (Berenguer, 2003).

En la evaluacion de rendimiento se obtuvo informacion de sus caracteristicas
fisicas tanto del fruto como de la planta intentando mantener relacionadas la calidad
del fruto, el manejo del cultivo, la productividad y rentabilidad. El ensayo se realiz6 a
campo abierto bajo las condiciones de la finca Santa Teresa ubicada en Antigua
Guatemala, Sacatepéquez. Los hibridos con los rendimientos mas altos fueron: GT-
6332, GT-5919, GT-5644 y GT-6358.
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3.3.2 Marco Tebrico

3.3.2.1 Marco Conceptual

A. Clasificacion

Para clasificar los frutos de acuerdo a su calidad, es necesario tomar en cuenta

una serie de caracteristicas: firmeza de los frutos, puede ser consistente, esponjosa
o flacida, uniformidad en madurez y tamafo, forma de los fruos, las hendiduras y
deformaciones influyen en la calidad, sanidad. De acuerdo a esta clasificacion, el
grado de madurez del fruto se va a determinar el grado y calidad a la que pertenezca.
(Van, 1982)

a. Categoria Extra

Los tomates de esta categoria deben ser de calidad superior, tener pulpa firme,
ser uniformes en cuanto a tamafo, su coloracién segun el estado de madurez,
debera ser la que permita satisfacer los requisitos establecidos, no deberan tener
dorso verde u otros defectos (FAO, 2007).

. Categoria |

Los tomates de esta categoria deberan ser de buena calidad con pulpa lo
suficientemente firme, deberan ser uniformes en cuanto al tamafio y estar exentos
de dorso verde visible y grietas. Podra permitirse sin embargo, defectos leves
siempre y cuando no afecten el aspecto general del producto, su calidad o estado
de conservacion: ligero defecto de forma, y coloracion, defectos leves de piel,
magulladuras muy leves, protuberancias no excesivas, cicatriz lineal cuya

longuitud no exceda de dos tercios del diametro del fruto (FAO, 2007).

Categoria Il

Los tomates deberdn ser lo suficientemente firmes (pero podran ser
ligeramente menos firmes que los de las categorias anteriores), no deberan
presentar grietas sin cicatrizar. Podran permitirse defectos de forma, desarrollo y
coloracion, magulladuras, protuberarsias, un ombligo, cicatriz pistilar fina de forma

alargada (similar al de una costura) (FAO, 2007).
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B. Hibrido
Producto de un cruzamiento entre lineas genéticas no emparentadas. Las
semillas de la generacion filial 1 (F1) de tomate solo pueden sembrarse una vez,
debido a que la segunda vez presentaran variacion en cuanto a sus caracteristicas y

habra una reduccién en el rendimiento y uniformidad (Villa Real, 1982).

3.3.2.2 Marco Referencial

La finca Santa Teresa se ubica en la Aldea San Bartolomé Becerra en el
Municipio de Antigua Guatemala del Departamento de Sacatepéquez. La aldea se
ubica al sur poniente de la Antigua Guatemala a 2 kilbmetros. Se localiza en el Valle
de Panchoy, a una latitud de 14°33'20", y longitud 90°43'54" oeste meridiano
Greenwich, a 1,530 metros sobre el nivel del mar, ocupa una extensién de 78

kilometros cuadrados (Avendafio 2006).

3.3.3 Obijetivos
3.3.3.1 General

Evaluar la respuesta en rendimiento y calidad de frutos de trece hibridos de tomate
(Solanum lycopersicum L.) bajo las condiciones de la finca Santa Teresa, en Antigua
Guatemala, Sacatepéquez, Guatemala.

3.3.3.2 Especificos

1. Determinar el hibrido de tomate con el mayor rendimiento total por planta.

2. Determinar el hibrido de tomate con el mayor rendimiento por planta en frutos de

primera calidad.
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3.3.4 Metodologia

A. Material experimental
Se evaluaron 13 hibridos de tomate de tipo de crecimiento determinado, forma
de frutos alargada, siendo estos:

a. Hibrido GT-6332
Hibrido de crecimiento determinado, buen vigor de planta. Frutos de forma

alargada, de buen color y firmeza. Resistencias: Ve; Fol 0-1; Mi; TMV /
ToMV, IR: TYLCV / ToLCV; tolerante a marchitez bacteriana BW

Figura 19. Hibrido GT-6332
Fuente: M. Castafieda, 2015

b. Hibrido GT-5919
Tipo de crecimiento determinado. Fruto con buena firmeza y color, forma

alargada. Buen rendimiento. Resistencias: Ve; Fol 0-1; Mi; IR: TYLCV, TMV

[/ ToMV; tolerante a marchitez bacteriana BW

Figura 20. Hibrido GT-5919
Fuente: M. Castafieda, 2015
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c. Hibrido GT-5644
Hibrido determinado, buen vigor de planta y sanidad, frutos firmes.
Resistencias: Ve; Fol 0,1; Mi; IR: TYLCV, TMV/ToMV; tolerante a BW

Fuente: M. Castafieda, 2015

d. Hibrido GT-6358
Tipo de crecimiento semi-determinado, buena cobertura foliar, y sanidad
de la planta. Frutos de buen color y firmeza. Alta resistencia a
enfermedades foliares. Resistencias: Ve; Fol 0,1; Mi; TYLCV, TMV/ToMV.

, N
Figura 22. Hibrido GT-6358

»

Fuente: M. Castarieda, 2015

e. Hibrido GT-2395
Hibrido de crecimiento determinado, buena vigor de planta. Buen cuaje de
frutos, buena sanidad de planta y buen rendimiento. Resistencias: Ve; Fol
0,1;Mi; TMV, TYLCV, TSWV.
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Figura 23. Hibrido GT-2395

Fuente: M. Castafieda, 2015

f. Hibrido GT-7679
Buen vigor de planta, y cuaje de frutos. Tipo de crecimiento determinado,

buena firmeza, y buen rendimiento. Resistencias: Ve; Fol 0,1; TYLCV,

TMV; tolerante a BW.

Fuente: M. Castafieda, 2015

g. Hibrido GT-4832
Tipo de crecimiento determinado, firmeza intermedia, color rojo intenso,

buen rendimiento.
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Figura 25. Hibrido GT-4832

Fuente: M. Castarieda, 2015

h. Hibrido GT-7678

Hibrido de crecimiento determinado, buen vigor y buen rendimiento. Frutos

firmes. Resistencias: Ve; Fol 0,1; TYLCV, TMV,; tolerante a BW.

= ¥

Figura 26. Hibrido GT-7678

Fuente: M. Castarieda, 2015

i. Hibrido GT-7680
Tipo de crecimiento determinado, buena cobertura foliar y alto rendimiento.
Resistencias: Ve; Fol 0-1;Mi; TMV; IR: TYLCV, TSWV
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Fuente: M. Castafieda, 2015

Hibrido GT-7684
Hibrido de crecimiento semi-determinado de buen vigor. Buena firmeza y
color rojo intenso de frutos. Resistencias: Ve; Fol 0,1; TYLCV, TMV/ToMV;

Tolerante a BW.

Figura 28. Hibrido GT-7684

Fuente: M. Castafieda, 2015

Hibrido GT-5199
Hibrido determinado con frutos de buena calidad y firmeza, buen
rendimiento. Resistencias: Ve; Fol 0,1;Mi; TMV; IR: TYLCV, TSWV



99

Figura 29. Hibrido GT-5199

Fuente: M. Castafieda, 2015

[.  Hibrido GT-4831
Hibrido de crecimiento semi-determinado, frutos muy firmes y de buen
color. Con excelente cuaje de frutos, buena resistencia a virosis transmitida
por mosca blanca. Resistencias: Ve; Fol 0-1; Mi; ToLCV, ToMV

Figura 30. Hibrido GT-4831

Fuente: M. Castafieda, 2015

B. Manejo agronémico
a. Marco de plantacién
El distanciamiento de siembra fue de 0.5 m entre plantas y 1 m entre surcos.
b. Trasplante
El trasplante se realiz6 a los 30 dias después de que realizado el almacigo
c. Tutoreo
Es una practica para mantener la planta erguida y evitar que las hojas y frutos

toquen el suelo, mejorando la aireacion y el control de enfermedades.
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d. Control de maleza
Se realiz6 desmalezado para mantener libre de plantas hospedantes de plagas
gue afectan al cultivo.
e. Control de plagas
Se realizaron monitoreos para determinar la necesidad de aplicacion de
plaguicidas. Siendo algunos ingredientes activos de productos utilizados como
insecticidas: Muralla: Imidacloprid y Cyflutrin; Monarca: Thiacloprid + Beta-
cyflutrina; Karate: Lambda-cihalotrina; Match: lufenuron

f. Cosecha

La cosecha se realizé recolectando manualmente los frutos en su punto
de corte es decir cuando adquiere la tonalidad rojiza (90 dias después del

trasplante). Se realizaron 3 cortes uno cada 7 dias.

C. Disefio experimental

a. Unidad experimental

Fueron establecidas 39 unidades experimentales, cada una constituyé de diez

plantas, en tres bloques.
b. Analisis de rendimiento de hibridos de tomate

El disefio experimental que se utilizé fue el de bloques al azar, en donde se

evaluaron los trece tratamientos, con tres repeticiones cada uno.

El modelo estadistico para el disefio de blogques completos al azar es el

siguiente:

Yij=p +Ti+ Bj+ &

Siendo:

Yij = Proporcion de sobrevivencia en la ij-ésima unidad experimental
M = media general de rendimiento
Ti = efecto del i — ésimo tratamiento

Bj= efecto del j — ésimo bloque
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&ij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental

c. Variables de respuesta
1. Rendimiento total
La variable de rendimiento fue medida en kilogramos por planta

2. Rendimiento por categoria

Los frutos se clasificaron con forme las categorias: primera y segunda.
Con las caracteristicas de calidad de fruto (Color rojizo intenso, pulpa firme,

sin deformaciones) y de peso.

3.3.5 Resultados

A. Rendimiento total

En el cuadro 26 se presentan los resultados del andlisis de varianza obtenido

de los trece hibridos de tomate evaluados durante el experimento.

Cuadro 26. Analisis de varianza para la variable rendimiento total (kg por planta).

F.V. SC |gl| CM F | p-valor
Modelo 38.3 |14|2.74| 3.55| 0.0031
Bloque 882 | 2 14.41|5.72| 0.0093
Hibrido 29.48 |12|2.46 | 3.19 | 0.0075
Error 18.48 |24 0.77

Total 56.78 |38
Debido a que se obtuvo una probabilidad menor al nivel de significancia

(0.0075 < 0.10) se concluye que existe diferencia estadistica significativa entre la
variable rendimiento total de cada hibrido. Debido a esto se procedio a realizar un

analisis multiple de medias utilizando el criterio de Tukey (cuadro 27).
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Cuadro 27. Cuadro resumen prueba multiple de medias utilizando el metodo
deTukey

Hibrido |Medias| Grupo
GT-6332 8.45 |A
GT-5919 8.43 |A
GT-5644 | 8.32 |A
GT-6358 8.13 |A
GT-2395 8.03 |AB
GT-7679 7.39 |AB
GT-4832 7.21 |AB
GT-7678 7.14 |AB
GT-7680 7.08 |AB
GT-7684 | 7.01 |AB
GT-5199 6.73 |AB
GT-4831 6.18 |AB
GT-6340 5.5 B

Segun la prueba multiple de medias utilizando el criterio de Tukey se determino
que los hibridos: GT-6332 (8.45), GT-5919 (8.43), GT-5644 (8.32), GT-6358 (8.13)
presentan los mejores resultados en cuando a mayor rendimiento total por planta
(figura 31).
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Figura 31. Rendimiento total en kg por planta
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Hedge, 1997, menciona que la capacidad de consumo de nutrientes en solanaceas
esta influenciado por una serie de variables climaticas y genéticas, por lo que no podemos
afirmar que los hibridos que presentaron el mayor rendimiento en las condiciones de la finca
Santa Teresa en Antigua Guatemala, no se sabe el comportamiento que tendran en

condiciones ambientales y de suelo de otro lugar.

B. Rendimiento frutos categoria primera calidad
Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar diferencia estadistica
significativa en la variable rendimiento de frutos de primera calidad en trece hibridos

evaluados (cuadro 28).

Cuadro 28. Rendimiento de frutos categoria primera calidad

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 16.68 14 1.19 | 4.11 | 0.0012
Blogues 2.24 2 1.12 | 3.87 | 0.035
Hibrido 14.44 12 1.2 | 415 | 0.0015
Error 6.96 24 0.29
Total 23.64 38

Debido a que se obtuvo una probabilidad menor al nivel de significancia
(0.0015 < 0.10) se concluye que existe diferencia estadistica significativa entre la
variable rendimiento de frutos de primera calidad de cada hibrido. Debido a esto se
procedio a realizar un analisis multiple de medias utilizando el criterio de Tukey
(cuadro 29).
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Cuadro 29. Cuadro resumen prueba multiple de medias rendimiento frutos de primera

Hibrido |Medias |Grupo
GT-7678 3.65 |A
GT-2395 249 |A B
GT-7680 244 |A B
GT-5199 243 |A B
GT-5644 | 234 |A B
GT-5919 229 |A B
GT-7679 1.88 B
GT-6332 1.75 B
GT-6358 1.73 B
GT-6340 1.63 B
GT-7684 1.53 B
GT-4831 1.38 B
GT-4832 1.34 B

Segun la prueba multiple de medias utilizando el criterio de Tukey se determino
gue el hibrido GT-7678 (3.65) es el que presente los mejores resultados en cuando

a mayor rendimiento de frutos de primera calidad por planta (figura 32).
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Figura 32. Grafico rendimiento de frutos primera calidad en kg por planta
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Conclusiones

Los hibridos GT-6332, GT-5919, GT-5644 y GT-6358 presentan los mayores
rendimientos en kg por planta de los trece hibridos evaluados.

El hibrido GT-7678 es el que presenta mayor rendimiento en frutos de primera calidad

en kg por planta de los trece hibridos evaluados.

Recomendaciones

De acuerdo a la informacién obtenida de la evaluacion de rendimiento de hibridos en

la finca Santa Teresa, Antigua Guatemala, se recomienda realizar una comparacion de

rendimiento solo con los 5 materiales que tuvieron el mejor rendimiento total por planta.

A los cinco hibridos que fueron los mejores se recomienda analizar variables como

vida de anaquel de frutos, resistencias y / o tolerancias a patdgenos y otras condiciones

ambientales.

3.3.8
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