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RESUMEN

En Ecuador la produccion anual de tomate rifion (Solanum lycopersicum) es de
aproximadamente 62 mil toneladas al afio. Sin embargo, se han reportado pérdidas econémicas
que representan entre 24 al 33% del cultivo, debido la presencia de nematodos del género
Meloidogyne spp., que afectan a dos condiciones primordiales; la calidad del fruto y el
rendimiento de la plantacion. En ese sentido, surge el objetivo de cuantificar e identificar a
través de técnicas morfométricas y moleculares a los nematodos del género Meloidogyne spp.,
en plantas indicadoras de tomate rifion, por su susceptibilidad al ataque. Se realizd
comparaciones morfoldgicas y morfométricas basadas en 8 patrones de medida, y se
complement6 con la identificacion molecular mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), de los genes de importancia taxonomica 28S, 5S y el 18S. Posteriormente
se amplifico el fragmento D2D3 del rDNA con el par de cebadores D2A y D3B, la region
espaciadora no transcrita (IGS) entre el 5S y el 18S con los cebadores 194 y 195 y las secuencias
SCAR con cebadores especificos para las especies M. incognita (MI-R y MI-F); M. arenaria
(Far/Rar) y M. javanica (Fjav/Rjav). Las evaluaciones realizadas por PCR permitieron la
deteccidn del género Meloidogyne spp. y la identificacion de la especie M. incognita, no se
determind la presencia de las especies M. arenaria y M. javanica. Este estudio sugiere adoptar
el uso de diferentes herramientas de identificacion para un diagndéstico correcto, con el fin de
mejorar la evaluacion de la diversidad del género Meloidogyne spp. y proporciona datos sobre

la identificacion de este fitopatdgeno en cultivos de tomate rifion del Ecuador.

PALABRAS CLAVES: nematodo, ADNr, IGS, morfologia, SCARS.



ABSTRACT

In Ecuador, annual production of tomato (Solanum lycopersicum) is approximately 62 thousand
tons per year. However, economic losses have been reported that represent between 24 to 33%
of the crop, due to the presence of nematodes of the genus Meloidogyne spp. that affect two
main conditions: fruit quality and plantation yield. The objective was to quantify and identify,
through morphometric and molecular techniques, the nematodes of the genus Meloidogyne spp.
in tomato indicator plants for their susceptibility to attack. Morphological and morphometric
comparisons were made based on 8 measurement patterns and were complemented with the
molecular identification by polymerase chain reaction (PCR) of the taxonomically important
genes 28S, 5S and 18S. Subsequently, the D2D3 fragment of the rDNA was amplified with
primer pair D2A and D3B, the untranscribed spacer region (IGS) between 5S and 18S with
primers 194 and 195 and the SCAR sequences with specific primers for the species M. incognita
(MI-R and MI-F); M. arenaria (Far/Rar) and M. javanica (Fjav/Rjav). PCR evaluations
allowed the detection of the genus Meloidogyne spp. and the identification of the species M.
incognita; the presence of the species M. arenaria and M. javanica was not determined. This
study suggests adopting the use of different identification tools for a correct diagnosis, in order
to improve the evaluation of the diversity of the genus Meloidogyne spp. and provides data on

the identification of this phytopathogen in tomato crops in Ecuador.

KEY WORDS: rDNA, IGS, morphology, SCARS.
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1. INTRODUCCION

El tomate rifidn Solanum lycopersicum ha destacado en la actualidad como la hortaliza mas
cultivada a nivel mundial por su contenido nutricional y su alta demanda en la dieta diaria,
produciendo millones de toneladas ya sea para consumo fresco y/o procesado (Frias, 2021,
Khan, 2017; Phani et al., 2021; Pincay et al., 2021), generando gran interés econémico por su
masiva comercializacion (Délices et al., 2019). En Ecuador se estima que la produccion anual
es de aproximadamente 62 mil toneladas al afio(Agro Bayer Ecuador, 2020), segln el Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos (INEC, 2017), las provincias de Imbabura, Cotopaxi,
Chimborazo, Tungurahua, Azuay Yy Loja han sido las principales provincias productoras de esta
hortaliza (Curay et al., 2021; INEC, 2017). Sin embargo, en el 2013 se notifico una pérdida de
27 ha por plagas y enfermedades fitosanitarias (INEC, 2014). Entre las mas importantes plagas
que afectan al cultivo de tomate estdn: minador (Tuta absoluta), mosca blanca (Trialeurodes
vaporariorum), trips (Frankliniella occidentalis), acaros (Tetranychus sp.) y nematodos
(Meloidogyne incognita) (Pincay et al., 2021).

Los fitonematodos, son considerados una plaga de importancia por su alta capacidad de
adaptacion, facil diseminacion, alta persistencia en el tiempo, dificil control, alto potencial
reproductivo y principalmente por la afectacion que causan en el desarrollo y crecimiento de
las plantaciones, que desencadena en un bajo rendimiento y productividad del cultivo, o en
casos extremos puede desembocar en la muerte de las plantas, por coaccion con otros agentes
fitopatogenos (Jima, 2012). Los sintomas visibles que se perciben son: atrofia,
marchitamiento, achaparramiento, falta de vigor y/o clorosis, los cuales pueden ser
confundidos con estrés hidrico, falta de nutrientes u otras enfermedades, el sintoma
caracteristico de este nematodo se manifiesta en las raices a manera de abultamientos o agallas
(Camues, 2019; Ldpez, 2017; Mendoza et al., 2019), al ser su sintomatologia inespecifica se

recurre a las técnicas de identificacion para realizar una correcta implementacion de estrategias



de control (Janssen et al., 2017). La identificacion de especies de Meloidogyne spp., se basa
tradicionalmente en observaciones de caracteristicas morfométricas a través de microscopia
oOptica especialmente en el patron perineal (Ye et al., 2019; Zhang et al., 2020), por esto el
diagnostico morfologico de especies relacionadas de nematodos no es suficiente para aclarar
su estatus, debido a que existen convergencias morfoldgicas o bien sus rasgos morfométricos
son solapados, por esta razon, los nematologos requieren complementar su estudio con analisis
moleculares como la reaccion de la cadena (PCR) para implantar técnicas de control y/o
erradicacion de nematodos (Saucet et al., 2016; Singh, 2013).

Conociendo la importancia de la identificacion de nematodos fitopatdgenos, los objetivos de
esta investigacion fueron: determinar por microscopia la poblacién en cada unidad
experimental inoculada con nematodos del género Meloidogyne spp; identificar mediante
morfometria nematodos del genero Meloidogyne spp.; determinar su presencia en plantas
indicadoras; identificar mediante PCR convencional los especimenes del género Meloidogyne
spp para confirmar la identificacion morfométrica; y establecer un banco de especimenes de
nematodos vivos del género Meloidogyne spp. en plantas hospederas como referencia para

futuras investigaciones.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. Generalidades del cultivo de Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum es una planta herbacea nativa de América Central y Sudamerica,
originaria de laregion de los andes, de hecho, actualmente aun es posible encontrar ejemplares
de estas variedades silvestres en las montafas costeras de Ecuador, Perd y el norte de Chile
(Chidozie et al., 2019; Chime et al., 2017), se cree que su domesticacion se dio en el sur de
México y el norte de Guatemala (Jiménez y Balladares, 2019) por los pueblos pre-mayas de
Ameérica Central, dando inicio a su extensa distribucion por el territorio Americano (Chidozie
etal., 2019). La Taxonomia Tabla 1, indica que esta hortaliza pertenece a la especie
Lycopersicum, (Jiménez y Balladares, 2019) de la familia de las solanaceas con mas de 3000

especies (Knapp y Peralta, 2016).

Tabla 1

Taxonomia de Solanum lycopersicum

Superreino Eukaryota
Reino Viridiplantae
Filo Estreptofita
Subfilo Estreptofitina
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanéceas
Subfamilia Solanoideae
Género Solanum
Especie Solanum lycopersicum

Fuente: (Schoch et al., 2020)



Esta hortaliza brinda calidad alimenticia y una multitud de beneficios saludables para el
organismo por sus propiedades antioxidante, antihipertensiva y la presencia de compuestos,
compuestos bioactivos como sélidos solubles (fructosa y glucosa), carotenoides, betacarotenos,
vitamina C, licopeno, &cido ascorbico, potasio, folato, acido folico compuestos fenolicos y
antioxidantes naturales (Dascon, 2018). Su alta demanda y popularidad se percibe en los cientos
de cultivos presentes en todo el mundo, y su consumo puede ser de forma fresca o procesado
industrialmente (Pineda, 2022).

2.1.1. Caracteristicas botanicas

Solanum  lycopersicum esuna dicotiledonea, de porte arbustivo que se

desarrolla de forma rastrera, semierecta o erecta (Jimenez y Balladares, 2019).

Caracteristicas botanicas de la planta de Solanum lycopersicum

=G carnosos
SECCION TRANSVERSAL

Figura 1. Caracteristicas botanicas de Solanum lycopersicum

Fuente:(Agro Krebs, 2020)

Segun la morfologia del tomate Figura 1 tenemos; el sistema radicular que absorbe nutrientes
y agua a través de los pelos de la epidermis y los transporta a la parte superior de la planta por
medio del cértex y el cilindro vascular, se constituye por una raiz principal, raices secundarias

y raices adventicias (Infoagro, 2018; Lopez, 2017). Presenta un tallo principal verdoso y



pubescente del cual se generan tallos secundarios, nuevas hojas y racimos florales, su diametro
vario de entre 2 a 4 cm de ancho y se va adelgazando en la parte superior; este 6rgano se
compone basicamente de una corteza, cilindro vascular y tejido medular (Lépez, 2017). Sus
hojas son color verde, pinnadas, compuestas, de forma oblonga u ovalada,
pubescentes recubiertas de pelos glandulares por el haz y cenicientes por el enves, poseen de
entre 5 a 9 foliolos con bordes dentados, apices agudos y bases oblicuas, la disposicion de las
mismas es en posicion alternada sobre el tallo (Leiva, 2022; Lépez, 2017). Las inflorescencias
pueden ser de cuatro tipos: racimo simple, cima unipara, bipara y multipara y pueden llegar a
tener hasta cincuenta flores por racimo (Florez, 2021), sus flores son regulares y con forma
perfecta, conformadas por 5 sépalos y 5 pétalos de color amarillo en su corola, usualmente en
la yema apical se forma la primera flor (Leiva, 2022; Lépez, 2017). El Fruto la parte preferida
y mas aprovechada de la planta (Chidozie et al., 2019) es una baya subesférica globosa o
alargada, pueden presentarse en coloraciones que varia de verde a rojo por lo comun cuando ya
ha madurado (Lo6pez, 2017).

2.1.2. Importancia econémica

Los frutos de Solanum lycopersicum se los consume frescos, o en presentaciones como
concentrados, sopas, salsas, entre otros (Calderdn, 2021); es por esta versatilidad que el tomate
representa un componente importante de la dieta basica humana ademas de ser una rica fuente
de micronutrientes, carotenoides, acido ascorbico, potasio, folato, compuestos fenolicosy
antioxidantes naturales (Pinela et al., 2019). Frente a la alta demanda de consumo por este fruto,
debido al aumento de la poblacion; constantemente se siguen mejorando las variedades de
tomate para obtener productos de primera calidad (Bertin y Génard, 2018), pues se estima que
se consume 140 millones de toneladas al afio segun registros del 2018 a nivel mundial (Velasco
et al., 2019). En Ecuador la agricultura representa el 8% del producto interno bruto total anual

del pais (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019), uno de los cultivos de mayor



predominancia es el de Solanum lycopersicum mas conocido como tomate rifion o tomate de
mesa, el cual en el 2016 ocupo el cuarto lugar en cultivo de hortalizas de importancia, con 3
333 ha sembrada, una produccion total de 6 1426 Tm y un valor fluctuante entre 26,98 a 7,58
USD el carton de 25 Ib y (CGSIN, 2018); en los ultimos afios ha incrementado el cultivo de
tomate en las provincias de Tungurahua, Imbabura y Pichincha (Calderén, 2021).

2.1.3. Principales plagas y enfermedades

Los principales dafios en el cultivo de tomate son propiciados por los problemas fitosanitarios
los cuales pueden afectar severamente si no son tratados a tiempo (Jiménez y Balladares, 2019),
las plagas son uno de ellos provocan importantes pérdidas econdmicas porgue disminuyen el
rendimiento y la calidad del fruto, entre estas estan: la arafia roja (Tetranychus urticae), mosca
blanca (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum), pulgon (Aphis gossypii y Myzus
persicae), minadores de hoja (Liriomyza bryoniae, L. huidobrensis, L. strigata y L. trifolii),
orugas (Chrysodeisis chalcites, Heliothis armigera, H. peltigera, Ostrinia nubilalis,
Spodoptera litoralis, S. exigua) y los nematodos (Infoagro, 2018; Jiménez y Balladares, 2019;
Morales, 2019), otro problema fitosanitario son las enfermedades, causadas por bacterias,
nematodos, protozoarios flagelados, virus y/o viroides. Se sabe que el tomate es susceptible a
mas de 200 enfermedades las cuales causan dafios severos para los productores de este cultivo
con pérdidas que ascienden hasta 90% en las cosechas (Velasco et al., 2019), algunas de las
enfermedades y sus causales mas importantes son; Oidio, Ceniza u Oidiopsis (Leveillula
taurica) podredumbre gris o botritis (Botrytis cinerea), podredumbre blanca (Sclerotinia
sclerotiorum), mildiu (Phytophthora infestans), alternariosis del tomate (Alternaria solani),
fusarium (Fusarium oxysporum), Verticillium (Verticillium dahliae), caida de plantulas o
damping-off Mancha negra del tomate (Pseudomonas syringae p.v. tomato), agallas y lesiones
en la raiz (Rotylenchulus reniformis, Pratylenchus spp., Helicotylenchus spp. , Meloidogyne

spp.) entre otras (Laboratorios Ferlabs, 2021; Syngenta, 2020). Actualmente, los nematodos



son unos de los principales responsables de la reduccion del rendimiento en la agricultura y la
horticultura mundial, se conoce que més de 4100 especies de nematodos parasitos de las plantas
(NPP) tienen gran impacto en esta actividad econdémica relacionada con el cultivo de la tierra
(Phani et al., 2021).

2.2. Generalidades de los nematodos fitoparasitos

El filo Nematodo es uno de grupos mas diversos del Reino Animalia, cuenta con alrededor de
25,000 especies descritas en todo el mundo (Navone et al., 2017), entre los que viven de forma
libre dispersos en diferentes habitats ya sea en ambientes acuatico o terrestre, y como parasitos
de especies animales y vegetales. Los nematodos son organismos multicelulares, vermiformes
usualmente de tamafio microscopico, son animales invertebrados, a los cuales se los llama
también gusanos redondos por su caracteristica estructura tubular cilindrica de forma alargada,
y seccion transversal redonda (Admasu-Hailu y Admasu-Hailu, 2019; Marin, 2019; Navone et
al., 2017;Treonis et al., 2018)

Los nematodos parasitos de las plantas (NPP) son organismos microscopicos patdgenos que se
alimentan de las plantas hospedantes, a través de una interaccion especifica como biotrofos
obligados, pues extraen toda su fuente de nutrientes del citoplasma de las plantas tras la
perforacion de las mismas a través de su estilete protractil (Treonis etal., 2018; Vieira y
Gleason, 2019).

2.2.1. Morfologia de los nematodos

Estos organismos pluricelulares, son triblasticos (Gomez, 2020), poseen una morfologia
cilindrica no segmentada, con una longitud que varia generalmente de entre los 0,3 a 2,5 mm,
siendo usualmente los machos mas pequefios que las hembras (Admasu-Hailu y Admasu-Hailu,
2019;Crozzoli, 2014). El cuerpo de estos nematodos Figura 2 es de simetria bilateral, su parte
externa esta constituida por la cuticula la cual esta compuesta de colageno, y una capa de

hipodermis, mientras que su cavidad interna es un pseudoceloma un relleno de fluido gelatinoso



con células mesenquimales que forman la capa muscular, este fluido sirve como esqueleto
hidrostatico, soporte para los drganos internos, medio de circulacion de los nutrientes y otros
elementos, asi como almacenamiento de los desechos, (Gelambi, 2019; Marin, 2019), por este
motivo ellos no tienen sistema respiratorio ni circulatorio y presentan un tubo digestivo
completo con boca y ano. Los NPP presentan un sistema excretor que no posee células
flamigeras, asimismo su sistema nervioso central diverge, por ser un anillo nervioso que se sitla
alrededor de la faringe. La reproduccion de los nematodos mayoritariamente es anfimictica
entre hembras y machos, aungque pueden darse hermafroditismo o partenogénesis en algunas
especies, y son solo los nematodos adultos los que presentan los 6rganos reproductores (vulva

o0 espiculas) (Crozzoli, 2014; Taipe, 2018).

Anatomia del nematodo

Figura 2. Anatomia del nematodo segun su sexo
Nota: el nematodo de la izquierda representa un ejemplar macho mientras que el de la derecha corresponde a
una hembra.

Fuente:(Cristina, 2015)




2.2.2. Morfometria para identificacion de géneros de fitonematodos

El andlisis morfométrico es la técnica mas conocida y utilizada para determinar la identidad del
nematodo (Geisen et al., 2018) este método basa su diagnostico en pardmetros morfoldgicos,
de las diversas estructuras del cuerpo del nematodo como: estilete, glandulas esofagicas, region
cefélica, cuticula, patron perineal, vulva, espiculas, bursa, cola, entre otros (Peraza, 2021;
Taipe, 2018). Se evalta la morfometria a través de indices desarrollados entre los afios de 1876
y 1880 para la caracterizacion de géneros y solo en algunos casos de especies (Taipe, 2018),
sin embargo, las limitantes que este diagndstico presenta es que conlleva mucho tiempo,
requiere una amplia capacitacion de los analistas (Geisen et al., 2018; Jima, 2012). y en el caso
de identificacion de especies los resultados no son concluyentes debido a que las miles de
especies de nematodos son morfolégicamente muy similares entre si (Peraza, 2021). En la Tabla
2 se muestran los parametros usados para la morfometria de nematodos.

Tabla 2

Parametros usados para la morfometria de nematodos

Pardmetro Descripcion
a longitud del cuerpo / ancho méximo del cuerpo
b longitud del cuerpo / longitud del es6fago
c longitud del cuerpo / longitud de la cola
c longitud de la cola / ancho del cuerpo en la region anal
L longitud del nematodo
Cola longitud del ano o cloaca al extremo terminal del cuerpo
Estilete longitud del estilete

Fuente: (Crozzoli, 2014; Willmott et al., 1976)



2.2.3. Tipos de alimentacion

Segun los habitos de alimentacion, los nematodos fitoparasitos pueden ser ectoparasitos, semi-
endoparasitos, endoparasitos migratorios y endoparasitos sedentarios (Migunova y Sasanelli,
2021) como se muestra en la Figura 3. Los ectoparasitos permanecen en el suelo fuera de la
planta, se alimentan del tejido periférico o la corteza de las raices, entre los que mas destacan
estan los nematodos de aguja (Longidorus spp.) y los nematodos daga (Xiphinema spp.); los
semi-endoparasitos son nematodos que ingresan parcialmente, pues sélo su parte anterior
penetra en las raices, mientras que los nematodos endoparasitos residen dentro del tejido vegetal
en una 0 mas etapas de su vida y pueden subdividirse en sedentarios 0 migratorios. Los
endoparasitos migratorios migran de forma destructiva alimentandose de las células radiculares
de la planta y salen de ella para terminar su ciclo, usualmente la sintomatologia de su paso es
la necrosis, ejemplo de ellos son: Pratylenchus spp. y/o Radopholus spp. Los endoparasitos
sedentarios denominados nematodos nudos de raiz (Meloidogyne spp.) y los nematodos del
quiste (Heterodera spp. y Globodera spp.), se caracterizan porque las hembras pasan la mayor
parte de su ciclo de vida dentro de la raiz alimentandose de ella, en un sitio fijo tornandose

globosas para formar y depositar los huevos (NEVAL, 2017).
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Clasificacion de los nematodos fitoparasitos segun su forma de alimentacion de la raiz

Root-knot

Migratory nematode

endoparasitic
nematode

)
nematode Ve : Cyst nematode

Current Opinion in Plant Biology

Figura 3. Habitos de alimentacion de los nematodos fitoparasitos
Nota: Seccién transversal de una raiz que ilustra los diferentes habitos alimenticios de los nematodos
ectoparasitos, endoparésitos sedentarios y migratorios

Fuente: (Vieira y Gleason, 2019)

2.2.4. Nematodos fitopatdgenos descritos en el Ecuador

En Ecuador se ha asociado a los parasitos de las plantas con algunos cultivos de importancia
econdmica; en los cultivos de arroz los nematodos mas frecuentes han sido H. oryzae y M.
graminicola (Bardales, 2021(Garcia et al., 2021), por el contrario, en las plantaciones de
banano las afecciones propiciadas han sido principalmente por cuatro géneros de nematodos:
Radopholus similis, Helicotylenchus spp., Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. (Aguirre et al.,
2016). En el cultivo de tomate se ha identificado M. incognita, M. javanica, M. hapla y M.
arenaria, siendo M. incognita el que mayor incidencia de afeccion ha causado con una pérdida
de 24-33% en los cultivos. El género Meloidogyne spp., esta distribuido en las tres regiones del
Ecuador; Costa, Sierra y Oriente, afectando a diversos cultivos de hortalizas, leguminosas y

hasta frutales (Revelo, 2007).
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2.3.  Meloidogyne spp.

Los nematodos agalladores son parasitos obligados, polifagos, que se encuentran en todo el
mundo infectando a miles de especies vegetales econdmicamente importantes, incluidas las
hortalizas, frutales, ornamentales y flores cultivadas, incluso hasta plantas con genes resistentes
(Adam et al., 2007;Véasquez, 2021). El genero Meloidogyne spp. comprende mas de 90 especies
descritas, sin embargo, las especies mas dafiinas han demostrado ser las tres especies tropicales,

M. incognita, M arenaria, M. javanica, y otras especies como M. hapla, M. ethiopica, M. luci

y M. enterolobii (Adam et al., 2007; Jones et al., 2013).

2.3.1. Taxonomia

Tabla 3

Taxonomia de Meloidogyne spp.

Superreino Eukaryota
Reino Animalia - Metazoos
Clado Ecdisozoos
Filo Nematodos
Clase Cromadorea
Orden Rabditida
Suborden Tylenchina
Infraorden Tylenchomorpha
Superfamilia Tylenchoidea
Familia Meloidogynidae
Subfamilia Meloidogyninae
Género Meloidogyne

Fuente: (Schoch et al., 2020)
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2.3.2. Ciclo de vida

Los nematodos Meloidogyne desarrollan una parte de su ciclo en el suelo y otra parte dentro de
los tejidos vegetales de su planta hospedera, los individuos juveniles de segundo estadio (J2) y
los machos adultos viven el en suelo, mientras que juveniles de tercer (J3), cuarto (J4) estadio
y las hembras se desarrollan en los tejidos de la planta. El ciclo de vida en promedio es de tres
a cuatro semanas (De-Souza y Gonzaga, 2020), aunque puede prolongarse por varios meses si
las condiciones ambientales y las posibilidades de alimentacidn, son favorables. Meloigyne spp.
se desarrolla mejor en climas tropicales, pues la temperatura ejerce una influencia positiva en
la reproduccidn y/o capacidad infectiva del nematodo (Picca, 2022).

Cada hembra es capaz de colocar entre 600 y 800 huevos, el nematodo dentro del huevo se
denomina juvenil de primer estadio J1, que al salir se convierte en un J2, una larva preparasitica
movil con capacidad infectiva que viaja hacia el cilindro vascular de la raiz (Picca, 2022;
Siddiqui, 2018) y generar su sitio de alimentacion, donde se va a completar el desarrollo, como
se visualiza en la Figura 4. En la etapa adulta, los machos salen de la raiz y se trasladan por el
suelo, las hembras por otro lado permanecen en los tejidos radiculares, tras ser fecundas se
convierte en una masa de huevos mucilaginosos, dando la apariencia de un nédulo o agalla en

la raiz (Picca, 2022; Vasquez, 2021).
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Proceso de insercion de la hembra Meloidogyne spp., en la raiz y su maduracion

12 initiate feeding sites by injecting

gland secretions causing roots to form 12 develops into

sedentary 13, )4, and

adults causing root
gallsin the process

J2s enter roots and
move to vascular

(central) region of

roots
Infective juvenile
(12) leaves egg and Adult females produce

\ Is attractedto 100s of eggs in egg masses |
growing roots that protrude from roots

9

'\
First stage juvenile
(1) molts inside Vo
g

Eggs are released from egg masses, and roots A
become progressively more galled (and less
effective in providing resources to the plant)

Figura 4. Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

Nota: (A) representan los estadios por los que atraviesa el nematodo Meloidogyne,y su ubicacién en la planta,
(B) la ubicacion de la hembra en la raiz, (C) formacién de los sitios de alimentacidn conocidos como células
gigantes.

Fuente: (Lezaun, 2016; Siddiqui, 2018)

2.3.3. Sintomatologia

La severidad del nematodo Meloidogyne spp. es favorecida por la siembra continua de cultivos
susceptibles tal es el caso de las solanaceas (pimiento, aji, papa, tomate), la ausencia de rotacion
de cultivos, la estacion, la densidad de poblacion inicial y el tipo de suelo (Garcia et al., 2018;
Jones et al., 2013). Los sintomas primarios se relacionan con la formacion de nédulos o agallas
que restringen el movimiento de agua y nutrientes, lesiones y/o ramificaciones excesivas en las
raices (Aguirre et al., 2016), sin embargo, este tipo de ataque en las raices también induce a la
pudricion por la consecuente infeccion secundaria microbiana de tipo flngicas y/o bacterianas
(Phani et al., 2021). Las consecuencias en los drganos aéreos no son caracteristicas, sino se

manifiestan a manera de retraso en el crecimiento, marchitamiento, decoloracion/
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amarillamiento del follaje, deformacion de las raices, aumento en el tiempo de emision de hojas,
menor produccion, reduccion en el peso del racimo, aumento en la duracion del ciclo de cultivo
y una baja calidad en sus productos (Aguirre et al., 2016; Barbary et al., 2015; Jones et al.,
2013; Picca, 2022).

2.3.4. ldentificacion morfométrica

El analisis morfométrico es la técnica mas usada cuando se desea determinar la identidad del
nematodo (Geisen etal., 2018), utiliza las caracteristicas morfologicas para realizar
identificaciones taxondmicas (Treonis et al., 2018). Sin embargo, este analisis conlleva mucho
tiempo y requiere de un experto con amplio conocimiento y adiestramiento visual de la
taxonomia de nematodos, ademas de que la identificacion de especies es muy limitada debido
a la convergencia morfologica o bien al solapamiento de sus rangos morfométricos (Araya et
al., 2016; Garcia et al., 2018).

2.3.5. ldentificacion molecular

2.3.5.1. Técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El diagndstico molecular es un término utilizado mas especificamente para la caracterizacion
de un organismo basada en informacion de su estructura de ADN o ARN, en comparacién con
los enfoques bioquimicos, este diagnostico presenta varias ventajas pues no se basa en
productos expresados, ni esta influenciado por las condiciones ambientales o las etapas de
desarrollo (huevos, juveniles, hembras y machos) (Roberts et al., 2016).

Los avances en las técnicas moleculares ofrecen la oportunidad de desarrollar diagnosticos que
diferencien sélidamente las especies y que puedan ser utilizados por personas no especializadas
en nematologia, con un rendimiento de muestras diario, tras la extraccion de nematodos del
suelo (Garcia et al., 2018).

En las Ultimas décadas se han introducido en la nematologia varias técnicas moleculares para

el diagnostico, pero la mas popular es la basada en la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR). La PCR es un medio rapido, barato y sencillo de producir un nimero relativamente
grande de copias de moléculas de ADN mediante un catalizador enzimatico (Geisen et al.,
2018).

2.3.5.2.  Genes utilizados para la deteccion molecular de Meloidogyne spp.

Se han desarrollado métodos basados en el ADN para la identificacion y andlisis filogenéticos
de los nematodos fitoparasitos, debido a la variabilidad en la secuencia del ADN ribosémico,
se usan los genes 18S, 28S y 5S (Artavia y Peraza, 2020; Garcia et al., 2018) o los marcadores
ITS y/o COI (Vogt et al., 2014). La subunidad grande del rDNA (28S rDNA o LSU) tiene
dominios conservados en amplios niveles taxonomicos, que facilitan la identificacion de
homologias, ademas de segmentos de expansion o dominios D divergentes, que proporcionan
informacién filogenética, por ello la region de expansién D2-D3 resulta muy util para
investigaciones sobre las relaciones filogenéticas evolutivas. Igualmente, la subunidad de ADN
ribosémico pequefia (18S rDNA o SSU) es (til en estudios sobre las relaciones entre géneros,
debido a su baja tasa de evolucién (Roberts et al., 2016). En la Figura 5 se presentan la
organizacion esquematica del ADN ribosomal y los genes involucrados para la identificacion

entre especies de Meloidogyne spp.

Estructura de la familia de genes de ADN ribosémico en los nematodos

1CS 1Cs
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Figura 5. Estructura de la familia de genes de ADN ribosémico en los nematodos.

Nota: Regiones 18S (SSU), 5.8S y 28S (LSU), unidad de transcripcién, y espaciadores (ITS1 e 1TS2),
repeticiones cortas (R) en el espaciador intergénico (IGS). ETS = espaciador transcrito externa, ITS =
espaciador interno transcrito

Fuente: (Wishart et al., 2002)
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Muchos protocolos moleculares de la identificacion de nematodos utilizan regiones
espaciadoras (ITS, ETS e IGS). La region del espaciador intergénico (IGS) de las repeticiones
ribosomicas, es mas variable que laregion ITS, entre especies distantemente relacionadas (Blok
etal., 1997). La regidn IGS entre los genes rDNA 5S y 18S (Figura 6), amplificada por los
cebadores 194/195, puede utilizarse para distinguir, especies de nematodos fitoparasitos del
género Meloidogyne spp (Guanotasig, 2015).

Para el diagnostico especificos de especie se han disefiado los cebadores SCAR (cebadores
especificos de especie o de region de amplificacidn caracterizada por secuencia), los cuales son
obtenidos de la secuenciacion del fragmento polimdrfico derivado de los cebadores RAPD,
siendo mas ventajosos que los cebadores RAPD porque suelen detectar un dnico locus. Se
basan en el aislamiento de un amplicon particular a partir de una muestra representativa de una
especie, que va a ser reproducible en diferentes individuos, esta caracteristica se debe a que su
amplificacion por PCR es menos sensible a las condiciones de reaccion (Katooli et al., 2021).
Estos imprimadores especificos sirven para la deteccion de las principales especies
representantes del género Meloidogyne: M. hapla, M. incognita, M. javanica y M. arenaria

(Adam et al., 2007; Ye et al., 2019).

Diagrama esquematico de ADN ribosomal
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Region variable Regidn variable

Figura 6. Diagrama esquematico de ADN ribosomal con regiones intergénicas (IGS) y sitios de hibridacion de los
cebadores 194/195.

Fuente: (Wishart et al., 2002)
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3.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del ensayo

El estudio de las muestras e identificacion de las especies de Meloidogyne spp. mediante
microscopia y técnicas moleculares se realizé en los laboratorios de Diagnostico Vegetal de la
Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario — AGROCALIDAD, ubicada en la
parroquia de Tumbaco, canton Quito, Av. Interoceanica Km. 14 1/2, Sector La Granja.

El invernadero estd ubicado a 2348 msnm, el clima generalmente célido y templado de entre
10- 21 °C, con una humedad relativa de 75,2% y una pluviometria anual comprendida entre los
116 y 315 mm (Climate data, 2022; INAMHI, 2023).

3.2.  Descripcion general del experimento

3.2.1. Disefio Completamente al Azar (DCA)

El disefio experimental utilizado en la investigacion corresponde a un disefio completamente al
azar (DCA) con 4 tratamientos y 10 repeticiones cada uno, tal como se muestra en la Tabla 4.
Las macetas del tratamiento 1 y 2 se llenaron con tierra contaminada con un promedio de 1800
nematodos por kilogramo, proporcionada por el laboratorio de nematologia, procedentes de la
provincia de Tungurahua con el fin obtener condiciones similares de campo, para el tratamiento
3y 4 se uso tierra esterilizada en la autoclave (121 °C por 15 minutos) para comparar el umbral
de dafio. Se realizaron in6culos por cada unidad experimental.

Tabla 4

Descripcion de los tratamientos

Nomenclaturadel  Descripcion del tratamiento Repeticiones Caddigo de
tratamiento identificacion
T1 Tierra contaminada + 1 In6culo 10 Testigo
T2 Tierra contaminada + 3 Inéculos 10 M
T3 Tierra estéril + 1 In6culo 10 C+
T4 Tierra estéril 10 C-

Elaborado por: Las autoras (2023)
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3.2.2. Inoculacion de plantas

El dia de trasplante al invernadero, se realizo la primera inoculacion en las macetas de los
tratamientos T1, T2 y T3. Se inoculé una suspension de 20 ml que contenia entre 100-150
nematodos en estadios juveniles de Meloidogyne spp., en cuatro puntos alrededor del tallo a
aproximadamente 1 cm de distancia y 2 cm de profundidad; se repitio el proceso cada 30 dias
de acuerdo con el tratamiento establecido; transcurridos 120 dias a partir del trasplante se evalud
la presencia de nematodos mediante el método de bandejas de Whitehead descrito por Coyne y
Nicol (2007).

3.3. Material vegetal para el ensayo

Se trasplantd una plantula de tomate rifién de variedad Pietro de un mes de crecimiento
compradas en un vivero, en cada maceta plastica de 25 cm de alto por 15 cm de ancho con
capacidad para 2,000 cm®. (2 litros de capacidad) con su respectivo tratamiento.

3.4. Extraccién de Meloidogyne spp. por centrifuga

Los nematodos se extrajeron de acuerdo con el procedimiento PEE/N/09, instructivo especifico
de ensayo para extraccion de nematodos de suelo (AGROCALIDAD, 2019b). Inicialmente se
pesd 100 gramos de suelo homogeneizado, evitando incluir raices y/o piedras. Se colocé la
muestra en una jarra de 4 Litros de capacidad llena con agua corriente, se agitd con una espatula
durante 1 minuto y se dejé reposar alrededor de 45 segundos con el fin de separar los nematodos
del suelo y que queden suspendidos en el agua. Posteriormente se decanto el liquido sobre los
tamices apilados en el siguiente orden desde abajo 38 um y 250 um de apertura de poro. La
operacion se repitié una vez mas con el suelo remanente, pero esta vez con un medio de la
capacidad de agua. Cada uno de los tamices se lavo, con agua a presion evitando salpicaduras
y recolectando el fluido en el tamiz anterior, de manera que se vayan concentrando los
nematodos en el tamiz de 38 um, los residuos retenidos en esta criba se transfirieron con

cuidado a tubos de centrifuga de 50 mL con la ayuda de una piseta, evitando salpicaduras. Se
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procedio a centrifugar por 4 min a 3000 r.p.m. y se desechd el sobrenadante, en direccion
opuesta al bisel; se afiadio una solucion de azucarada (484 g/L), en el tubo falcén y se centrifugd
a 3000 r.p.m. durante 3 min. El sobrenadante que contiene los nematodos se vertio sobre un
tamiz de 25 pum, y se lavo cuidadosamente con un chorro de agua a presion, evitando
salpicaduras, durante 3 min para retirar el exceso de azUcar, se repitio el mismo proceso desde
la adiccion de la solucion azucarada. Se procedio a colectar los nematodos del tamiz, en un
nuevo tubo falcon, haciendo un lavado con la ayuda de una piseta, aforando hasta 20 mL, para
obtener alicuotas mas limpias y facilitar el proceso de conteo e identificacion de los nematodos.
Este procedimiento permitid obtener nematodos para las inoculaciones y los procesos de
identificacion.

3.5. Extracciéon de Meloidogyne spp. por bandeja

Los nematodos se extrajeron de acuerdo con el procedimiento PEE/N/16, instructivo especifico
de ensayo para extraccion de nematodos de suelo (AGROCALIDAD, 2019a). Inicialmente se
pesO una muestra de suelo homogeneizado de 100 g, evitando incluir raices, piedras. Se coloco
la muestra en una jarra de 4 Litros de capacidad llena con agua, se agit6 con una espatula durante
1 minuto y se dejo reposar alrededor de 45 segundos. Posteriormente se decant6 la solucion
sobre los tamices apilados en el siguiente orden desde abajo 38 um y 250 um. La operacién se
repitié una vez mas con el suelo remanente, pero esta vez con un medio de la capacidad de
agua. Cada uno de los tamices se lavo, con agua a presion evitando salpicaduras y recolectando
el fluido en el tamiz anterior, de manera que se vayan concentrando los nematodos en el tamiz
de 38 um, los residuos retenidos se trasvasan a una bandeja que contiene un tamiz con un filtro
de papel y 100 mL de agua se deja en incubacion por 72 horas, donde la tierra se queda retenida
por el filtro y los nematodos junto al agua bajan a la parte inferior de la bandeja para despues

ser recogidos en un matraz y a través de cajas contadoras realizar la cuantificacion de
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nematodos del género Meloidogyne spp. Este proceso se utilizo para determinar la cantidad de
nematodos en cada unidad experimental.

3.6. Cuantificacion de la poblacion de Meloidogyne spp.

Se realiz6 primero un paso de oxigenacién y homogeneizacion del extracto de la muestra,
posteriormente se tomoO una alicuota de 5 mL y se contabilizd el nimero de nematodos.
Adicionalmente se realizé dos réplicas del conteo en base al volumen total del extracto obtenido
a partir de 100 gramos de submuestra inicial procesada. En algunos casos, se realizé una tercera
lectura para confirmar el dato reportado, para ello se utilizara la siguiente formula:

(100 mL * # nematodos encontrados)
5ml

# Nematodos totales (100 g de muestra) =
Ecuacion 1. Poblacion total de los nematodos

3.7. Medidas morfometricas
Luego de la extraccion de nematodos por el método de flotacion, las muestras fueron evaluadas
en el microscopio invertido 6ptico (modelo IX53PIF marca Olympus) y las microfotografias
digitales se tomaron con el software Cell Sens Standard 9.7., como se observa en la Figura 7
este programa permitid evaluar las medidas morfométricas tomando en cuenta parametros del
cuerpo del nematodo como: longitud, ancho estilete, es6fago y cola Tabla 2. La medicién se
realizd a un espécimen correspondiente a cada unidad experimental, obtenidos los datos se hizo
una comparacion bibliografica con las medidas referenciales se encuentran en la coleccion del
“Commonwealth Institute of Helminthology ” (Willmott et al., 1976), para determinar que son

nematodos pertenecientes al género Meloidogyne spp.
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Evaluacion morfométrica del nematodo filiforme de J2 Meloidogyne spp

Figura 7. Medidas morfométricas del nematodo filiforme de J2 Meloidogyne spp.

Nota: (A) Patrones de medidas de los caracteres morfoldgicos de nematodos Meloidogyne spp. (B) Medidas de
identificacion en el microscopio invertido Olympus 1X53 correspondientes a los pardmetros de longitud total,
longitud del estilete, longitud del eséfago y longitud de la cola con lente objetivo 10X y 40X.

Fuente: (Perry et al., 2009; Las autoras, 2023)

3.8. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos se llevaron a cabo de forma descriptiva e
inferencial, con el uso del software Infostat. A partir de los resultados morfométricos se realizé
un andlisis comparativo (prueba t para una media) de los indices morfométricos indicados en la
Tabla 2 utilizados para identificar nematodos. Ademas, se evalud las concentraciones de cada
tratamiento mediante un andlisis de varianza (ADEVA) con un nivel de significancia de 0,05.
3.9.  Anélisis moleculares

3.9.1. Extraccion de ADN a partir de nematodos

Posteriormente a la identificacion de los microorganismos, se emple6 el método de Enriquez
(2015); en un ambiente estéril con la ayuda de un mechero, se tomé un ejemplar y se lo coloco
en un portaobjetos dentro de 2 pL de agua libre de nucleasas, con la punta de bisturi estéril se
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procedio a realizar de 2 a 3 cortes en el nematodo seguidamente con la micropipeta se recogio
toda la muestra y se colocé en un tubo eppendorf de 0,2 mL estéril, el cual previamente contenia
18 uL del buffer de lisis preparado ese momento (una mezcla de 10 puL de buffer (5X Colorless
GoTaq Flexi Reaction Buffers sin MgCl, Promega) mas 8 uL. de agua libre de nucleasas),
durante todo este proceso se debe procurar mantener la continuidad en la cadena de frio, como
siguiente paso se adiciono 2 uL de Proteinasa K con una concentracion de 20 ug/uL (Promega),
y se homogeneizd la muestra en el vortex, para la centrifugacion se usé la centrifuga (modelo:
MiniSpin® plus, marca: eppendorf) a 3,500 rpm por 15 segundos para separar los diferentes
componentes celulares.

Inmediatamente se refrigeraron los tubos por 15 min a -80°C en el ultracongelador (modelo:
DF3517, marca: | SHIN-BIOBASE), para posteriormente incubar las muestras por 60 min a
65°C y 10 min a 95°C en un termociclador (modelo: T100 Thermal Cycler, marca: Biorrad
Thermocicle), finalmente, las muestras fueron centrifugadas por unos segundos y se
almacenaron a 4°C para su uso inmediato en PCR o para su manutencién a largo plazo se
congelaron a -20°C.

3.9.2. Cuantificacion de las muestras

La concentracion de ng/uL del ADN extraido se realiz6 con el equipo NanoDrop (modelo: 8000
UV-Vis Spectrophotometer, marca:Thermo Scientific), el cual trabaja bajo principios de
espectrofotometria de bajo volumen tomando en cuenta la relacion de longitud de onda 260/280
y 260/230 con el fin de analizar la integridad, calidad y cantidad del ADN extraido. Se cargé 2
uL de buffer de lisis como blanco y seguidamente se midi6é 2 uL de cada una de las muestras
de ADN.

La integridad del ADN se evalué mediante la observacion de amplificacion en la electroforesis,
considerando los siguientes criterios definidos con una puntuacion, como se visualiza en la

Tabla 5, con el fin de determinar de una manera objetiva y estandarizada, este parametro. Este
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procedimiento permitio controlar la eficiencia en la extraccion (Departamento de control de
calidad del Banco Nacional de ADN, 2020; Torres, 2018).
Tabla 5

Criterios de integridad del ADN

Criterios Valoracion Integridad Puntuacion
Banda definida Alta 3
Presencia simultanea de la banda y un ligero smear Adecuada 2
Ausencia de banda definida y presencia de smear  Parcialmente degradado 1
Smear concentrado en la parte inferior del gel Totalmente degradado 0

Fuente: (Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN, 2020; Torres, 2018).
3.9.3. ldentificacién de especies de nematodos mediante Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

El uso de técnicas moleculares para identificacion de especies de nematodos garantiza una
mayor precision, por ello se realizd una serie de amplificaciones por la técnica de PCR
convencional con el uso de cinco diferentes pares de primers (Tabla 6) con una master mix
diferente. Para la identificacion inicial se utilizd los primers universales D2A y D3B,
posteriormente se utilizé regiones mas objetivas como el espaciador intergenico (IGS) para la
identificacion de especies de Meloidogyne spp (Adam et al., 2007), como paso final se realizo
una discriminacion mas detallada entre especies a través iniciadores especifico SCAR (Adam

et al., 2007; Vélez y Guzman, 2022).
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Tabla 6

Primers utilizados para la identificacion de Meloidogyne spp.

Region Primers  Secuencia Amplicén Referencia
Bibliografica

Region del D2A 5- ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG -3°  720-940 pb (Enriquez, 2015;

ribosoma 28S D3B 5°- TCGGAAGGGGAACCAGCTACT A-3° Vogt et al., 2014)

Filo Nematoda

Region del 194 5- TTAACTTGCCAGATCGGACG-3 720-700pb  (Adametal., 2007;

ribosoma 5S-18S 195 5- TCTAATGAGCCGTACGC - 3° Blok et al., 1997)

Meloidogyne spp.

SCAR MI-F 5- GTGAGGATTCAGCTCCCCAG-3 999 pb (Adam et al., 2007;

Meloidogyne MI-R 5- ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC-3 Meng et al., 2004)

incognita.

SCAR Fjav 5- GGTGCGCGATTGAACTGAGC-3" 720 pb (Adam et al., 2007;

Meloidogyne Rjav 5°- CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC-3" Zijlstra et al., 2000)

javanica.

SCAR Far 5°- TCGGCGATAGAGGTAAATGAC-3 420 pb (Adam et al.,

Meloidogyne 5- TCGGCGATAGACACTACAAACT-3 2007; Zijlstra et al.,

arenaria. Rar 2000)

Elaborado por: Las autoras (2023).

La preparacion del master mix se realizo en un volumen final de 10 uL como se muestra en la

Tabla 7. Las condiciones del perfil térmico, establecidas en el termociclador, se consideraron

segun la
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Tabla 8, para cada tipo de primer.

Tabla 7

Concentraciones y volumenes para PCR

Componentes de la c D2A-D3B 194-195 MI-Fy MI-R
. 0
Master mix Cf Volumenix Cf Volumenlx Cf Volumen 1x
Go Taq green master
mix (Promega) 2X 1X 5uL 1X 5uL 1X 5uL
Primer Forward 10uM 0,6 uM 06uL 05uM 05uL 08uM 0,8 uL
Primer Reverse 10uM 0,6 uM 06uL 05uM 05uL 0,8uM 0,8 uL
Agua libre de
nucleasas - - 1,3 uL - 2,75 uL - 0,9 uL
ADN - - 2,5ulL - 1,25 uL - 2,5uL
10 uL 10 uL 10 uL

Elaborado por: Las autoras (2023)

26




Tabla 8

Perfil térmico

Proceso D2A-D3B 194-195 MI-Fy MI-R
°C Tiempo Ciclos °C Tiempo Ciclos °C Tiempo Ciclos

Des”altﬁiﬁ';fac'on 94 3:00 min 1 94  2:00min 1 94 4:00min 1
Desnaturalizacién 94 1:00 min 94 0:30s 94 0:30s

Alineamiento 55 0:30 s 35 50 0:30s 45 62 0:30 s 35

Extension 72 2:00 min 72 1:30 min 72 2:00 min
Extension Final 72 7:00 min 72 10:00 min 1 72  10:00 min 1
Estabilizacién 4 00 4 I 4 oo

Elaborado por: Las autoras (2023)

Los productos de PCR obtenidos fueron separados por electroforesis a 100 V por 45 min. Se
colocaron las muestras en un gel al 1,5% de agarosa disueltos en tampon TBE 0,5X, tefiido con
SuL de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen). En cada pocillo se deposit6 4 puL del producto

PCR y el marcador de peso molecular utilizado fue BenchTop de 100 pb (Invitrogen). Las

bandas de ADN se observaron en el trans-iluminador de luz UV.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras los 120 dias las plantas inoculadas presentaron sintomas de nodulacién radical, tanto en
zonas apicales como en zonas intermedias, ademas de decoloracién del follaje, enanismo,
escaso desarrollo vegetativo y marchitamiento excesivo (Calixto, 2022) como se observa en el
Anexo 5. Con estas observaciones se procedio a realizar el procedimiento de extraccion de
nematodos de suelo por el método de centrifugado.

4.1. Evaluacion poblacional de los nematodos

Después de 120 dias se evalud la concentracion de nematodos y se obtuvieron los datos
presentes en la Tabla 9, ademas del promedio de nematodos por kilogramo de tierra. EI analisis
de varianza ADEVA con un p- valor <0,05 determino que se acepta la hipotesis alternativa
(Ha), que afirma que al menos un tratamiento es distinto. Por consiguiente, se realizo la Prueba
de Duncan p- valor < 0001 (Tabla 10).

La inoculacion de nematodos en estadios juveniles fue favorecedora para establecer el banco
de especimenes vivos y al mantener las plantas en una temperatura promedio de 10-21°C y una
humedad relativa de 73,5% ejercieron una influencia positiva en la reproduccion de los
nematodos (Picca, 2022). El Tratamiento 2 tiene una mayor poblacién de nematodos ya que se
realizd tres indculos, destacando por sobre los demas. Talavera (2004) menciona en su manual
de nematologia agricola que los valores limites de tolerancia son de 1 a 50 nematodos por cada
100 gramos de suelo con relacién a Meloidogyne spp., una vez que superan esos valores el
agricultor debe iniciar con acciones de control para evitar que la poblacion de nematodos
sobrepase los niveles de dafios. En efecto, el tratamiento 2 es la opcion maés viable para
mantener el banco de especimenes vivos, pues con relacion al umbral de tolerancia su media es
de 75 nematodos por cada 100 gramos de suelo, alejado del tratamiento 1 con una media de 34

nematodos por cada 100 g de suelo.
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Tabla9

Conteo de nematodos del genero Meloidogyne spp.

Tl T2 Tierra T3 T4
Tierra contaminada + | contaminada + 3 Tierra estéril +1 Tierra
1 Indculo Indculos Inéeulo estéril
1 287 820 75 0
2 207 789 56 0
3 303 713 52 0
4 307 613 14 0
5 360 600 63 0
6 393 687 44 0
7 420 758 33 0
8 347 645 27 0
9 460 783 78 0
10 358 720 87 0
Promedio 344 713 53 0
Elaborado por: Las autoras (2023)
Tabla 10
Andlisis de varianza ADEVA
Tratamiento  D.E n
T1 34,39 10 b
T2 76,21 10 a
T3 5,69 10 c
T4 0,00 10 d

Nota: Prueba de Duncan (o = 0.05) para la variable de cuantificacion

Elaborado por: Las autoras (2023)

4.2. ldentificacion morfométrica de Meloidogyne spp.

En el presente bioensayo se logro identificar como nematodos del género Meloidogyne spp. a
los ejemplares de las muestras analizadas procedentes de cada unidad experimental Tabla 11,
para el reconocimiento morfoldgico se consideraron los modos de medicion descritos en la
Tabla 2, basados en los datos recopilados por el C.ILH “Commonwealth Institute of

Helminthology” y se compar0. Los rangos de mediciones obtenidos no difieren de las descritas
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por Ramirez (2015) que realiz6 la identificacion de Meloidogyne spp. En muestras de
Tungurahua, Imbabura y Pichincha. Sin embargo, la identificacion basada en caracteristicas

morfologicas se dificulta principalmente por la alta variabilidad intraespecifica que presenta

este género.

Tabla 11

Medidas (um) de los parametros registrados para Meloidogyne spp.

Morfometria . ) .
segin C.I.H, Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Parametro (1976) y

Ramirez (2015) Min-Max s.d. Min-Max s.d. Min-Max s.d.
L 271,01 - 496,68 | 300,50 - 402,76 | 44.27 | 300,50 - 402,76 | 34,64 | 300,5 - 423,67 | 32,90
acho 13,12 - 15,15 13,45- 15,09 0,61 | 13,45-15,09 | 0,60 13,3 -15,0 0,61
Est 10,32 - 13,93 12,70-13,67 | 0,36 | 12,70-13,67 | 0,36 12,7-13,9 0,40
Lg cola 26,74 - 55,39 42,89-53,07 | 457 | 42,89-53,07 | 3,41 42,4 - 53,7 3,66
Esofago | 72,06 - 108,87 85,40- 102,73 | 4,11 | 85,40 - 102,73 | 5,27 78,5-99,2 6,76
a 22.63-31,68 20,30-29,94 | 3,41 | 20,30-29,94 | 3,16 21,8-29,9 2,23
b 3,18 -5,37 3,45 - 4,66 0,43 3,45 - 4,66 0,36 31-51 0,59
c 6,28 - 12,91 6,78 - 9,05 0,97 6,78 -9,05 0,75 7,0-93 0,74

Nota: X: Valores promedios; s.d.: Desviacion estandar; min: Valores minimos; max: Valores maximos.
Elaborado por: Las autoras (2023)

4.3. Extraccion y cuantificacion de ADN

A través del método de extraccion de congelacion-descongelacion de ADN para Meloidogyne
spp., J2 individuales, propuesto por Adam et al. (2007) que combina un proceso de lisis y el
corte manual de cada individuo, se tuvo un éxito razonable en la amplificacion del ADN de un
solo individuo, con un tiempo de trabajo de 1 h 30 min. En estudios previos este método de
congelacién-descongelacién ha reportado la visualizacién de bandas muy claras y de alta

intensidad, en la amplificacion de productos PCR de ADN ribosémico y mitocondrial en la

electroforesis (Mikaeili et al., 2013).
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La determinacién de la calidad y cantidad de ADN de los nematodos fue cuantificada con el
equipo NanoDrop 8000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific®) y sus resultados se
evidencian en la Tabla 12; la concentracion de ADN mostro una variabilidad de entre 34,0
ng/uL a 195,5 ng/uL, segin la cuantificacioén de pureza del ADN, en la relacion A260/280 los
valores oscilaron entre 0,85 a 1,09, valores lejanos al rango deseado de 1,8-2,0, lo que indica
una posible contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas las cuales
pueden ser glicoproteinas, colageno u otros polipéptidos de la cuticula de los nematodos
(Torres, 2018). Respecto a la evaluacion de la relacién A260/230 se exhibi6 un rango de entre
0,46 a 0,54; se reafirmd la sospecha de contaminacion por compuestos organicos
(Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN, 2020). Una de las posibles
causas de contaminacion radica en que, el método de extraccion de ADN, porque no se realizd
ningun paso de purificacion para no comprometer la escasa cantidad de ADN que se obtiene de
los nematodos y por ende los extractos de ADN se utilizaron directamente para la amplificacion
por PCR (Donn et al., 2008; Khare et al., 2014;Orlando et al., 2020; Tesarova et al., 2003).
Tabla 12

Cuantificacién y andlisis de calidad de las extracciones de ADN

Pureza promedio

Concentracion
Muestra

promedio (ng/ pL) A260/280 A260/230
M1 105,6 0,86 0,48
M2 102,9 0,85 0,48
M3 66,6 1,09 0,52
M4 126,5 0,89 0,50
M5 34,0 1,00 0,51
M6 121,4 0,95 0,50
M7 195,5 0,86 0,49
M8 56,7 1,03 0,54
M9 103,5 0,81 0,46
M10 86,1 0,96 0,48
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Elaborado por: Las autoras (2023)

4.4. ldentificacién de Meloidogyne spp. mediante PCR

4.4.1. Ensayos de deteccion con los primers D2A / D3B

La evaluacion de la region 28S con los primers D2A / D3B tuvo una eficacia alta con la
extraccion de ADN de individuos juveniles, dando como resultado la amplificacion de una
Unica banda de 950 pb (Enriquez, 2015) en todas las muestras. Se observé un ADN integro con
banda bien definida de puntuacion 3 segun los Criterios de integridad del ADN previamente
establecidos, confirmando que la region D2-D3 del ADN ribosomal es uno de los marcadores
mas adecuados y prometedores para una identificacion valida de nematodos (Vogt et al., 2014),
debido a que esta region del gen 28S se caracteriza por la coexistencia de variabilidad y
conservacion, permitiendo estimar filogenia entre especies al mismo tiempo que se facilita la
identificacion de posiciones homologas (Bae et al., 2010; Gillespie et al., 2004). En estudios
previos se ha reportado resultados con un porcentaje de identidad exitoso de entre 99% a 100%,
con la secuenciacion de esta region, en especies como M. enterolobii en Estados Unidos y China
(99%) (Artavia y Peraza, 2020; Jia et al., 2022; Liang y Chen, 2022); Ren et al., 2021; Zhang
et al., 2020), M. arenaria en China (99.8%) (Wu et al., 2021), M. naasi (99%) (Dos Santos et
al., 2020) y M.hapla (99%) (Enriquez, 2015); sin embargo, existen estudios que ponen en duda
la fiabilidad el uso de estos primers por problemas en la secuenciacion debido a la supuesta
formacion de dimeros (Bae et al., 2010; Vogt et al., 2014), por ello como alternativa algunos
autores han optado por utilizar otros cebadores universales como: TW81-F y AB28Actin-R
para la amplificacion del gen ITS-ARNTr (Shireen y Sulaiman, 2022), o los cebadores CoF3y
1108, para amplificar la region entre la subunidad I1 de la citocromo oxidasa (COII) y el gen
16S del ADN mitocondrial (ADNmt) para identificacion de M. arenaria, M. incognita y M.
javanica (Peraza, 2021).

La caracterizacion molecular de los nematodos a partir de los genes 28S (Figura 8) es

ampliamente utilizada para inferir relaciones filogenéticas entre linajes taxondmicos
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estrechamente relacionados y distantes (Bae et al., 2010; Cagnolo et al., 2016). Sin embargo,
los resultados de esta evaluacion no son concluyentes para especies, porque no se puede suponer
la homologia de los segmentos de expansion entre especies muy relacionadas (Raupach et al.,
2010; Vogt et al., 2014). Por lo cual se procedié a realizar posteriores analisis con primers mas

especificos.

Visualizacion en gel de agarosa de las amplificaciones con los primers D2A y D3B

C+ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 C-

1000 pb
900 pb -

Figura 8. Resultado de PCR con los primers D2A y D3B

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de PCR de la regi6n 28S de ADNr de
nematodos. Donde M: Marcador molecular de peso (100bp DNA Ladder, Invitrogen®); M1, M2, M3, M4, M5,
M6, M7, M8, M9, M10 (muestras), C(+): control positivo; C(-): control negativo.

Elaborado por: Las autoras (2023)

4.4.2. Ensayos de deteccion con los primers 194 / 195.

Los cebadores 194/195, produjeron productos de PCR de un ADN integro con bandas bien
definidas de puntuacion 3 (Tabla 5), con tamafios muy similares entre 700 pb y 720 pb (Figura
9), puesto que los taxones estrechamente relacionados, generalmente tienen longitudes
promedio de IGS similares (Tsai et al., 2020). Segun Adam et al. (2007) la amplificacion con
los primer 194 y 195, presenta los siguientes tamafios de amplicon para las siguientes
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poblaciones de especies tropicales: M. javanica, M. incognitay M.arenaria (720 pb), M.
hapla (700 pb), M. mayaguensis (780 pb), y de M. chitwoodi y M. fallax (1700 pb); estos
cebadores han sido ampliamente utilizados para la identificacion y diagnéstico molecular de
especies de Meloidogyne spp. (Gamboa, 2019; Niu et al., 2012), se ha reportado que el uso de
este cebador ha mostrado una identidad del 99% para especies como M. incognita (Tsai et al.,
2020) y del 100% para M. arenaria y M. thailandica (Qin et al., 2022). Los primer 194 y 195
amplifican la region espaciadora no transcrita (IGS) entre el 5S y el 18S, una zona con gran
variabilidad frente a otros espaciadores y/o genes ribosémicos debido a polimorfismos de un
solo nucledtido e inserciones/deleciones (Madani et al., 2019; Sagastume de Andrés, 2015).
En este estudio dos de las diez muestras analizadas (M1 y M2) no amplificaron, obteniéndose
un rendimiento del 80% debido a la ausencia de bandas en estos dos carriles Figura 9; como se
pudo observar en la Tabla 12, la calidad de ADN obtenido fue baja debido a la gran cantidad
de proteina residual, este factor tiene el potencial para afectar la sensibilidad del ensayo
molecular porque inhibe la amplificacion por PCR y por ende el rendimiento del analisis
(Orlando et al., 2020; Torres, 2018) se considera que la cuticula es la principal barrera fisica
para poder liberar al ADN, porque es la estructura externa del nematodo, que estad conformada
por una abundante cantidad de proteinas y carbohidratos (Torres, 2018).

Cabe mencionar que los nematodos evaluados estuvieron en estadios juveniles ya que son los
méas frecuentes en el ambiente; sin embargo, su identificacion resulta dificil sin el
adiestramiento adecuado, puesto que los rasgos morfolégicos no son claramente distinguibles
en esta etapa y son muy similares entre especies (Bhat et al., 2022; Braun y Kiewnick, 2018;
Peraza, 2021), por lo que puede darse una confusion al momento de la identificacion, muchos
autores coinciden en que la medicion de los pardmetros morfometricos requiere de taxénomos

capacitados, siendo esta una desventaja para los investigadores o personal que no dominan la
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habilidad de identificar y caracterizar una especie de nematodo, en particular con el analisis de

estos parametros (Bhat et al., 2022; Peraza, 2021).

Visualizacion en gel de agarosa de las amplificaciones con los primers 194 y 195

M C+ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 C-

88
13

Figura 9.Resultado de PCR con los primers 194- 195

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de PCR de la region IGS entre el 5S y el 18S.
Donde M: Marcador molecular de peso (100bp DNA Ladder, Invitrogen®); M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9, M10 (muestras), C(+): control positivo; C(-): control negativo.

Elaborado por: Las autoras (2023)

4.4.3. Ensayos de deteccion con los primers SCAR.

El primer MI-F y MI-R es especifico para Meloidogyne incognita, y amplificé tan solo para las
muestras: M3, M5 y M8 con un amplicén de 999 pb (Figura 10), segun el estudio de Oliveira
et al. (2021) también se reportd resultados negativos con el uso de estos cebadores en
poblaciones previamente identificadas como M. incognita por fenotipos de esterasa y patrones
perineales, lo que sugiere la optimizacion de la PCR para la deteccion molecular de esta especie
(Torres, 2018). EI diagndstico molecular basado en polimorfismos a través de marcadores

SCAR, se usa para identificar especies comunes y econémicamente importantes de Meloidogyne
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spp. (Garcia y Sanchez, 2012), debido a que estos marcadores amplifican fragmentos de ADN
pertenecientes a una sola especie (El-Qurashi et al., 2017).

Se utilizo también los cebadores especificos para M. arenaria (Far/Rar) y M. javanica
(Fjav/Rjav), pero no se amplifico ningdn fragmento, segun estudios previos una de las
desventajas en los ensayos con las regiones SCAR es que carecen de sensibilidad para detectar
cantidades bajas de ADN diana (Bhat et al., 2022; Braun y Kiewnick, 2018). En el caso de las
muestras M3, M5 y M8, la ausencia de bandas corrobora la identificacion de estas muestras

como Meloidogyne incognita.

Visualizacion en gel de agarosa de la amplificacion con los primers MI-Fy MI-R

M C+ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 C-

1000 pb

Figura 10. Resultado de PCR con los primers MI-R y MI-F

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de PCR del marcador MI-F y MI-R. Donde
M: Marcador molecular de peso (100bp DNA Ladder, Invitrogen®); M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9,
M10 (muestras), C(+): control positivo; C(-): control negativo.

Elaborado por: Las autoras (2023)
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La presente investigacion permitié cuantificar e identificar nematodos del genero Meloidogyne
spp. mediante morfométria y la técnica de PCR. En relacion a los resultados se presentan las
siguientes conclusiones:

- Los datos obtenidos sobre las caracteristicas de longitud del cuerpo, longitud del
esofago, longitud de la cola, longitud del estilete y ancho del cuerpo, permitieron
confirmar que los indices a, b, ¢ estan dentro de los rangos del género Meloidogyne spp
reportados por Commonwealth Institute of Helminthology.

- Eltratamiento 2 presentd la mayor concentracién de nematodos del género Meloidogyne
spp. por Kg de tierra, con una media de 713 nematodos, datos que evidencian que las
inoculaciones periddicas favorecen la infeccion y establecimiento de un banco de
especimenes Vivos.

- Se realiz6 la amplificacién por PCR con primers universales D2A/D3B visualizando
fragmentos de 950 pb para el filo Nematodo; con primers especificos de genero 194/195
visualizando fragmentos de 700-720 pb para identificacion del género y con primers

SCAR MI-F y MI-R especifico para M. incognita visualizando fragmentos de 999 pb.
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5.2. Recomendaciones

— El enfoque morfoldgico y molecular deben ser utilizados en conjunto para conocer mejor la
diversidad y relaciones existentes entre Meloidogyne spp.

— Asegurar que el indculo presente una alta concentracién de Meloidogyne spp. en relacion
con otros nematodos.

— Establecer las plantas indicadoras dentro de un invernadero para garantizar las condiciones
de temperatura y humedad adecuada para la reproduccion de los nematodos.

— En el proceso de extraccion, se aconseja realizar un paso de purificacion de ADN para
eliminar las proteinas de la estructura propia de nematodo.

— Sesugiere optimizar la PCR para su amplificacion con primers especificos correspondientes
a otras especies Meloidogyne spp., para evitar el riesgo de falsos positivos por el uso del

cebador universal, y complementar con la secuenciacion.
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Nro. 003
CARTA COMPROMISO PARA LA REALIZACION DE TRABAJOS DE
TITULACION ENTRE LA “UNIVERSIDAD POLITECNICA
SALESIANA” Y LA AGENCIA DE REGULACION Y CONTROL FITO Y
ZOOSANITARIO.

Concurren a la celebracion del presente Carta Compromiso, por una parte,
AGENCIA DE REGULACION Y CONTROL FITO Y ZOOSANITARIO -
AGROCALIDAD., representada legalmente por Ing. Patricio Almeida Granja, a
quien en adelante se le denominara “LA AGENCIA” y, por otra parte, la
UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA, representada por Maria Sol
Villagémez, PhD. en su calidad de Vicerrectora de la Sede Quito y la Dra. Ana
Reino Molina, en calidad de Procuradora, quienes en adelante se le denominara
LA UNIVERSIDAD. Las partes libre y voluntariamente convienen en celebrar el
presente Carta Compromiso interinstitucional con sujecion a las siguientes
clausulas:

PRIMERA. ANTECEDENTES. -

1. El articulo 144 de la Ley Organica de Educacién Superior determina que:
Todas las instituciones de educacion superior estaran obligadas a entregar
los trabajos de titulacion que se elaboren para la obtencién de titulos
académicos de grado y posgrado en formato digital para ser integradas al
Sistema Nacional de Informacion de la Educacién Superior del Ecuador
para su difusion publica respetando los derechos de autor.

2. El articulo 6 de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria, publicada en el
Registro Oficial Suplemento 27 de 3 de julio de 2017, establece: “La
Autoridad Agraria Nacional ejerce las competencias en materia de
sanidad agropecuaria y es la responsable de prevenir, preservar, mejorar
y fortalecer el fito y itario de los vegetales, animales y
productos agropecuarios en el territorio nacional. Tendra a su cargo la
Jformulacion, implementacion y ejecucion de las politicas nacionales de
sanidad agropecuaria y ejercera las competencias establecidas en esta
Ley.”

3. El articulo 12 de la Ley Orgéanica de Sanidad Agropecuaria, publicada en
el Registro Oficial Suplemento 27 de 3 de julio de 2017, establece:

/
"Créase la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario entidad
técnica de derecho publico, con personeria juridica, autonomia
administrativa y financiera, desconcentrada, con sede en la ciudad de
Quito y competencia nacional, adscrita a la Autoridad Agraria Nacional. (\

Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario J

Direccion: Av. Eloy Alfaro N
Codigo postal: 17051 Ui
Teléfono: + 523

30-350 y Av. Amazonas

t
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A esta Agencia le corresponde la regulacion y control de la sanidad y
bienestar animal, sanidad vegetal y la inocuidad de los alimentos en la
produccion primaria, con la finalidad de mantener y mejorar el estatus
fito y zoosanitario de la produccion agropecuaria (...)”;

4. El numeral 2.4. del Estatuto Organico de Gestion Organizacional por
Procesos de Agrocalidad establece como mision de la Gestiéon General de
Laboratorios: “Gestionar estratégicamente el proceso de analisis y
diagnostico de muestras, para la deteccion oportuna de enfermedades
veterinarias, plagas, contaminantes en productos agropecuarios; Y,
verificar la calidad de sus insumos."”

5. La Universidad Politécnica Salesiana del Ecuador creada mediante Ley N°
63, publicada en el Registro Oficial N° 499 de 5 de agosto del 1994, es
una Institucion de Educacion Superior particular, catélica. Es una persona
juridica de derecho privado, con finalidad social, sin fines de lucro.

Su Sede Matriz y domicilio principal se halla en la ciudad de Cuenca, con
sedes en las ciudades de Quito y Guayaquil, y con una extension en el
canton Cayambe dependiente académico y administrativamente, de la Sede
Quito.

Entre otros, su fin es formar personas con madurez humana que sepan
hacer coherentemente la sintesis de ética, vida y cultura, para que actien
en la historia en la linea de la justicia, solidaridad y fraternidad,
testimoniando los valores éticos mas altos del ser humano.

6. Con la resolucion No. 161-SE-33-CACES-2020 el CACES acredité a la
UPS por el periodo de cinco afios y de esta forma se ratifica el
compromiso con la comunidad universitaria a nivel nacional y dentro de
las redes académicas a nivel internacional.

7. Mediante Directorio de la Agencia de Regulacion de Control Fito y
Zoosanitario, en sesion extraordinaria llevada a efecto el 16 de mayo de
2022; se resolvié designar al sefior Mgs. Wilson Patricio Almeida Granja
como Director Ejecutivo de la Agencia de Regulacion y Control Fito y

Zoosanitario. o~

8. El articulo 1 de la Resolucion Nro. S-Ext-010-16-05-22 de 16 de mayo de
2022, se resolvid: “Designar al sefior Mgs. Wilson Patricio Almeida
Granja, como Director Ejecutivo de la Agencia de Regulacion y ContrQ
Fito y Zoosanitario.

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario
Direccion: Av Elov Alfaro NSO 350 y Av. Amazonas

Codigo postal: 151§ ( i

Teléfono: +5973 3

w.aare ( 1. 00K

Continua
55

A



4 \
GOblerno Gu%;'iggﬂg%,!ﬁ%sso UNIVERSIDAD POLITECNICA
4 A del Encuentro ’ ¥ -l% SALES'ANA

SEGUNDA. OBJETO. -

La presente carta compromiso, que tiene por objeto establecer mecanismos
necesarios, oportunos y agiles para que las estudiantes Sara Madeline Ayala
Hidalgo con C.I 1720915766, y Melany Dayanara Hernandez Moran con C.I
0401908306 previo a la obtenciéon de su titulo de Ingenieras en Biotecnologia,
desarrollen su trabajo de titulacién cientifica: Cuantificaciéon e Identificacion
morfométrica y molecular de nematodos del género Meloidogyne spp. en plantas
de tomate rifion (Solanum lycopersicum) cuyo tutor es MSc. Ramiro Daniel
Acurio Vasconez, previo a la obtenciéon de su titulo de grado, con el fin de
fortalecer el aprendizaje de las estudiantes, aportar resultados, conclusiones y
recomendaciones que constituyan un aporte.

TERCERA. RESPONSABILIDADES. -
3.1. Responsabilidades de la Agencia:

3.1.1.Brindar las facilidades necesarias durante la ejecucion de la investigacion
conforme a un cronograma de actividades.

3.1.2.Designar un Tutor de la Investigaciéon con quien el Tutor o docente guia,
designado por la Universidad, coordinara el monitoreo y avances de la
misma.

3.1.3.Proporcionar a las estudiantes la guia, asesoramiento e informaciéon que
necesite para llevar a cabo las actividades de la investigacion.

3.1.4.Poner a disposicion de las estudiantes bajo la direccion del tutor guia con
respecto a equipos y materiales que se necesiten para llevar a cabo las
actividades de la investigacion.

3.1.5. Proveer (de ser el caso) de equipo y prendas de seguridad a las estudiantes.
3.1.6. Asignar (de ser el caso) un técnico o responsable de departamento que guie
y oriente las actividades de las estudiantes.

3.2. Responsabilidad de la Universidad Politécnica Salesiana:

3.2.1. Autorizar y asignar a las estudiantes Sara Madeline Ayala Hidalgo y
Melany Dayanara Herndndez Moran realicen su investigacion en la
Agencia, a quienes brindaran las facilidades para la realizacion de la
misma.

3.2.2. Reconocer como Cotutor del trabajo de investigacion al técnico
responsable en la AGENCIA quien monitoreara y evaluara los avances de
la investigacién de las estudiantes, en conjunto o coordinacién con la
contraparte docente de la Universidad Politécnica Salesiana.

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

Direccion: Av. Eloy Alfaro N3O 350 y Av. Amazonas
Cddigo postal: 51 )
Teléfono: + 3
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3.2.3. La U.P.S. se compromete, conforme a su propio reglamento de proyectos
de titulacion, a hacer un seguimiento de cada uno de los estudiantes.

3.2.4. Para la realizacion de cada proyecto se establecera una propuesta del
proyecto bajo el formato SENPLADES avalado y aprobado por el tutor
asignado y por el Consejo de Carrera por cada alumno, en el cual se
regularéan las relaciones entre la Agencia y el alumno, de conformidad a
los requerimientos institucionales.

3.2.5. Al finalizar el plazo del presente documento, el administrador del Carta
Compromiso debera entregar un informe de las actividades realizadas con
la institucion contra parte.

3.2.6. Todos los proyectos de grado enmarcados bajo este Carta Compromiso
deberan determinar los derechos de autor establecidos en la Ley de
Propiedad Intelectual, segun se registra en el anexo A, adjunto a este Carta
Compromiso.

CUARTA. PLAZO. -

La presente Carta de Compromiso tendra vigencia por el lapso de doce meses,
desde la firma de esta carta de compromiso por los representantes de las
entidades.

QUINTA. COORDINACION DE LA CARTA COMPROMISO. -

LA AGENCIA designara un Coordinador del convenio, funcionario que tendra la
obligacion de velar por el cabal y oportuno cumplimiento de todas y cada una de
las obligaciones derivadas del mismo. El coordinador de la Carta Compromiso
debera realizar el seguimiento, control y supervision del mismo, para tales efectos
la Agencia cruzara el debido oficio comunicando el responsable encargado de la
coordinacion.

La Universidad Politécnica Salesiana a través de la carrera de BIOTECNOLOGIA
designara al responsable de la Carta Compromiso, persona con quien LA AGENCIA
mantendré contacto para ejecutar adecuadamente la Carta Compromiso, para tales
efectos el coordinador designado sera el Msc Ramiro Daniel Acurio Véasconez

SEXTA: FINANCIAMIENTO. - //' \

La presente Carta Compromiso de caracter general no implica, por si solo,
compromisos presupuestarios para ninguna de las partes.

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

Direcciédn: Av. Eloy Alfaro N3O 350 y Av. Amazonas
Cédigo poshl Juit 1ad
Teléfono: +
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SEPTIMA: TERMINACION. —

La Carta de Compromiso termina por:

7.1.En incumplimiento del objeto y plazo establecida para la realizacion del trabajo
de titulacion.

7.2. Por mutuo acuerdo de las partes

7.3.Decision unilateral de LA AGENCIA previo informe de la causa motivadora,
en los casos que el estudiante incurra en faltas repetidas de asistencia y/o
impuntualidad no justificadas o falta de cumplimiento de las actividades
planificadas.

7.4.Decision unilateral de la Universidad Politécnica Salesiana, para el caso de
incumplimiento por parte de la institucion, respecto de las clausulas de la
presente Carta de Compromiso o del plan de actividades del estudiante
planificadas para realizar la investigacion.

OCTAVA. PROPIEDAD INTELECTUAL Y CONFIDENCIALIDAD. -

Los derechos de propiedad intelectual (DPI) de los resultados de la investigacion,
informes u otros documentos relativos a la misma seran atribuidos a LA AGENCIA y
la Universidad. LA AGENCIA y/o la Universidad podran publicar, difundir, reproducir
y distribuir dichos resultados e informes solo después de la aprobacion de cada una de
las partes y con el apropiado reconocimiento a las contribuciones de LA AGENCIA
y la Universidad.

La Informacion Confidencial, asi como los materiales de investigaciones utilizados, no
podran bajo ninguna circunstancia ser relevada a terceros, excepto que existiere
autorizacion expresa y por escrito de la parte propietaria de la Informacion
Confidencial, ni podran realizar las Partes, actos de disposicion sobre la misma, sea
con fines comerciales o cientificos, con la excepcion de las autorizaciones
expresamente previstas en el presente articulo.

Las Partes se obligan a si mismos a comprometer al personal que tuviera acceso a la
Informacion Confidencial, a no revelarla a terceros y mantenerla estrictamente
confidencial, asumiendo en forma personal quien asi obrare, la responsabilidad civil y/o
penal que le fuera aplicable. A fin de dar cumplimiento a lo anterior, los profesionales
y/o el personal técnico y/o asistentes que deban intervenir total o parcialmente de las
tareas relacionadas con la investigacion objeto del presente, deberan suscribir
Acuerdos de Confidencialidad.

NOVENA. DOMICILIO. -

Para todos los efectos previstos en esta carta compromiso, las comunicaciones
seran dirigidas por escrito, bastando en cada caso, que el remitente tenga la
correspondiente constancia de que su comunicacién ha sido recibida en las

N\

direcciones de la otra parte. Para estos efectos, las partes fijan las siguientes | /

direcciones:

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario
Direccion: Av, Elov Alfaro N30 350 y Av. Amazonas

Codigo poehl 151 :

Teléfono: +59 38
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LA AGENCIA DE REGULACION Y CONTROL FITO Y
ZOOSANITARIO:

Provincia: Pichincha

Ciudad: Quito;

Direccion: Av. Eloy Alfaro y Amazonas, Edif. MAG, Piso 7 y/o Av.
Interoceanica Km 141/2 y Eloy Alfaro. Sector la Granja — Tumbaco
Teléfono: (02) 3828860

Correo Electronico: direccion@agrocalidad.gob.ec

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA:

MSc. Ramiro Daniel Acurio Vasconez

Docente de la Carrera de Biotecnologia

Domicilio: UPS Quito

Direccién: Av. 12 de octubre 2422 y presidente Wilson
Teléfono: 0995949522

Correo electronico: racurio@ups.edu.ec

Cualquier cambio de direccion debera ser notificado por escrito a las otras Partes
para que surta sus efectos legales; de lo contrario tendran validez los avisos
efectuados a las direcciones antes indicadas.

DECIMA. CONTROVERSIAS. -

En caso de controversias entre las partes contratantes, derivadas de la aplicacion o
interpretacion del presente Convenio, se intentara lograr un acuerdo directo entre
las mismas y sera resuelto por sus representantes legales o a quienes ellos
deleguen para el efecto, acuerdo que debera constar por escrito.

De no ser posible llegar a un acuerdo directo entre las partes suscriptoras del
Convenio se someteran a acudir al Centro de Mediaciéon de la Procuraduria
General del Estado, con la particularidad que su proceso estara sujeto a la Ley de
Arbitraje y Mediacion y al Reglamento de Funcionamiento del Centro de
Mediacion de la Procuraduria General del Estado.

DECIMA PRIMERA. DOCUMENTOS HABILITANTES. -

Se adjuntan los documentos habilitantes que acreditan la calidad de lo
comparecientes y su capacidad para celebrar el convenio.

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

Direccion: Av. Eloy Alfaro N3O 350 y Av. Amazonas
Codigo postal: |

Teléfono: +593 { Republic:
AIAATAA N 1] ¢ 1 (
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DECIMA SEGUNDA. ACEPTACION Y RATIFICACION. -

Las partes suscriptoras de la presente Carta Compromiso, aceptan y ratifican las
clausulas que anteceden y para constancia de lo estipulado firman el presente
instrumento en cuatro ejemplares de igual tenor y valor, en la ciudad de Quito, 27
de septiembre del 2022.

POR: LA AGENCIA POR: LA UNIVERSIDAD
/ \ // POLITECNICA SALESIANA
icio Almeida Granja Maria Sol Villagémez PhD.
CTOR EJECUTIVO VICERRECTORA

CIA DE REGULACION Y UNIVERSIDAD POLITECNICA

CONTROL FITO Y SALESIANA
ZOOSANITARIO SEDE QUlTOI

Ana Reino Molina

PROC URADORA
UNIVERSIDAD POLITECNICA
SALESIANA
Gestionado por: Dr. Paco Noriega 26-07-2022
Realizado por: Psic. Cristina Gaibor 06-09-2022
Revisado por: Mgtr. Nancy Bastidas 06-09-2022
Aprobacién de Sede: Maria Sol Villagomez R. Ph.D. 06-09-2022
Revisién Legal: Procuraduria 06-09-2022

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

Direccion: Av. Elov Alfaro N30-350 y Av. Amazonas
Cadigo po«hl | Quito uador

Telefono +59 3¢ Republica
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Direccion:
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ANEXO A

CESION DE DERECHOS DE AUTOR

Nosotras Sara Madeline Ayala Hidalgo con C.I 1720915766 y Melany Dayanara
Hernandez Moran con C.I 0401908306 por medio del presente documento
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Anexo 2

Medidas (um) de los distintos parametros registrados de Tratamiento 1 (tierra contaminada ~+

1 in6culo) sobre Meloidogyne spp.

Juvenil Meloidogyne spp.

Medidas de referencia Morfometria bibliografica para Meloidogyne sp

. segun C.1.H y Enriquez, 2015

Longitud Aggro Laygo Longitud Esofago ciélrgg?(;tig(rjngterlo b (Iongitu_d del c(Iongituq del
total cuerpo estilete cuerpo/longitud del | cuerpo/longitud de
m) (L) | CUePO | Ty | colatum) | (um) mayor del es6fago) (um) la cola)(um)
(um) cuerpo)(um)

271,01 - 13,12 - 10,32 - 26,74 - 72,06 -

496,68 | 1515 | 1393 | 5539 | 10887 2263 - 31,68 3.18-5.37 6,28 - 1291
Testigo 1 300,58 14,9 12,98 40,1 84,36 20,17 3,56 7,50
Testigo 2 279,54 13,64 13,24 41,35 85,67 20,49 3,26 6,76
Testigo 3 325,81 14,23 13,78 45,67 92,6 22,90 3,52 7,13
Testigo 4 345,63 14,68 13,57 53,08 93,1 23,54 3,71 6,51
Testigo 5 403,72 13,23 13,28 44,81 89,03 30,52 4,53 9,01
Testigo 6 364,24 14,98 12,89 40,78 84,35 24,32 4,32 8,93
Testigo 7 386,45 15,05 13,45 49,27 89,08 25,68 4,34 7,84
Testigo 8 390,05 14,24 12,93 51,2 92,45 27,39 4,22 7,62
Testigo 9 410,06 14,34 13,66 46,36 96,34 28,60 4,26 8,85
Testigo 10 375,83 13,87 13,91 41,79 92,31 27,10 4,07 8,99

Fuente: Las autoras (2023)
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Anexo 3

Medidas (um) de los distintos parametros registrados del Tratamiento 2 (Tierra contaminada

+ 3 indculos) sobre Meloidogyne spp.

Juvenil Meloidogyne spp.

Medidas de referencia Morfometria bibliografica para Meloidogyne spp.segiin C.1.H, 1976 y Enriquez, 2015

Longitud

Ancho del

Largo

a (longitud del

b (longitud del

c(longitud del

- Longitud Esdfago | cuerpo/didmetro | cuerpo/longitud -
total cuerpo | cuerpo estilete - cuerpo/longitud
m) (L) (um) (um) cola (um) (um) mayor del de la faringe) de la cola)(um)
cuerpo)(um) (um)
271,01 - 13,12 - 10,32 - 26,74 - 72,06 -
496,68 1515 13.93 55.39 108,87 22.63 - 31,68 3,18 - 5,37 6,28 - 12,91
M1 300,5 14,8 12,7 443 85,4 20,30 3,52 6,78
M2 387,98 13,55 13,23 42,89 96,75 28,63 4,01 9,05
M3 397,64 14,51 13,67 45,78 97,32 27,40 4,09 8,69
M4 389,51 13,89 12,86 52,45 102,73 28,04 3,79 7,43
M5 402,76 13,45 13,53 50,35 86,34 29,94 4,66 8,00
M6 376,8 15,09 13,29 45,89 89,65 24,97 4,20 8,21
M7 324,76 15,06 13,67 47,27 94,22 21,56 3,45 6,87
M8 346,71 14,04 13,47 48,11 93,1 24,69 3,72 7,21
M9 380,22 14,42 13,42 50,04 96,04 26,37 3,96 7,60
M10 396,29 13,89 12,77 53,07 94,31 28,53 4,20 7,47

Fuente: Las autoras (2023)
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Anexo 4

Medidas (um) de los distintos parametros registrados del Tratamiento 3 (Tierra estéril +1

In6culo) sobre Meloidogyne spp.

Juvenil Meloidogyne spp.

Medidas de referencia Morfometria bibliografica para Meloidogyne spp. segun C.1.H,1976 y Enriquez,

2015

Lotr(‘)%;tIUd Ag(e:IhO La_rgo Longitud | Es6fago czlije(lrgg?t;tiggwgfrlo b (Iongituq del ((‘,:Lgleorgglltllcj)?l;(tilj

cuerpo cuerpo estilete cola (um) (um) mayor del cuerpq/longnud de ddela

wm® | @m | M cuerpoy(um) | ‘2 Taringe) (Um) | o um)

ngé?ég 1135;‘1125 1&% 25?5;7;9 1%527 2263 - 31,68 3,18 -537 6,28 - 12,01
C+1 300,5 13,76 12,7 43,08 95,4 21,84 3,15 6,98
C+2 423,67 15,03 13,56 46,57 84,23 28,19 5,03 9,10
C+3 397,11 14,63 13,48 49,41 78,51 27,14 5,06 8,04
C+4 396,45 13,27 13,86 53,67 89,45 29,88 4,43 7,39
C+5 386,87 13,59 135 47,25 99,24 28,47 3,90 8,19
C+6 394,53 14,67 13,87 52,84 85,44 26,39 4,62 7,47
C+7 410,23 14,32 13,24 47,83 84,9 28,65 4,83 8,58
C+8 378,92 14,8 12,88 45,73 82,46 25,60 4,60 8,29
C+9 385,06 14,96 13,06 46,67 96,34 25,74 4,00 8,25
C+10 394,78 14,45 13,7 424 91,64 27,32 4,31 9,31

Fuente: Las autoras (2023)
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Anexo 5

Raices de Solanum lycopersicum después de 120 dias

-
—
e

Notas: raices que presentan agallas

Fuente: Las autoras (2023)
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