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Resumen

Meloidogyne incognita es un nematodo que es considerado como uno de los
principales patogenos edaficos a escala mundial que afecta, entre otros cultivos, al
pimiento (Capsicum annuum), provocandole dafios en las raices y ocasionando
descensos importantes en las cosechas. Durante los ultimos afios se ha implementado la
obtencion y utilizacion de nuevos materiales vegetales resistentes como alternativa al
control quimico. En pimiento se conocen tres genes mayores de resistencia frente a M.
incognita, denominados como Mel, Me3 y N. Sin embargo, se ha demostrado que el uso
reiterado en el cultivo de variedades portadoras de un mismo gen puede provocar el
desarrollo de poblaciones del nematodo virulentas, o que ha motivado la basqueda de
fuentes de resistencia mas estables y el desarrollo de estrategias encaminadas a

preservar la eficacia y durabilidad de las resistencias genéticas.

En este trabajo se estudia la resistencia cuantitativa frente a M. incognita conferida
por el fondo genético del pimiento, explorando sus posibilidades para su uso en la
mejora genética de variedades con resistencia durable. Se plantearon los siguientes
objetivos: i) identificar resistencia de campo frente a M. incognita en variedades locales
de pimiento y conocer sus potencialidades para su uso en la mejora genética de porta-
injertos; ii) caracterizar la resistencia cuantitativa conferida por el fondo genético del
pimiento y su efecto cuando se combina con genes mayores de resistencia a
Meloidogyne spp.; iii) analizar la genética de la resistencia cuantitativa en la variedad

‘Costal’; iv) evaluar estrategias de uso durable de las resistencias a M. incognita.

Se llevaron a cabo ensayos tanto en condiciones artificiales, que permitieron un
elevado control de los diversos parametros ambientales, como en invernaderos con
condiciones similares a las de cultivos comerciales, donde las plantas se utilizaron como
porta-injertos y se cultivaron en suelos con poblaciones naturales de nematodos,
permitiendo obtener un mejor conocimiento sobre utilidad practica y las prestaciones

agronomicas de las alternativas ensayadas.

Se identificoO elevado nivel de resistencia frente a M. incognita en algunas
variedades locales de pimiento, que ademas mostraron un buen comportamiento
agronémico como porta-injertos. Esta resistencia, controlada por el fondo genético, se

caracterizd0 de expresion cuantitativa, resultd eficaz frente a varios aislados de
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Meloidogyne spp. de diferente virulencia hacia el gen Me3 y presento efectos genéticos
aditivos o parcialmente dominantes. Los genotipos portadores de genes mayores de
resistencia (Mel o Me3) presentaron un mayor nivel de resistencia frente a M. incognita
cuando se combinaron con resistencia cuantitativa. En evaluaciones en invernadero, no
se encontrd influencia del fondo genético sobre el desarrollo de virulencia hacia Me3 de
la poblacion del nematodo, una vez iniciado el proceso. Sin embargo, no se observo
erosion de la resistencia cuantitativa por el patdgeno tras tres afios consecutivos de
cultivo en el mismo suelo. Se determind que el elevado nivel de resistencia cuantitativa
identificado en la variedad ‘Costal’ viene dado, principalmente, por un solo factor
genético, independiente de los genes de resistencia a M. incognita conocidos en
pimiento. Los estudios preliminares sobre estrategias de uso de los genes de resistencia
mostraron que el cultivo durante una sola campafa de plantas resistentes a M. incognita
puede reducir la poblacion del patdgeno, mostrando menor incidencia en la siguiente

campana.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten un aprovechamiento més eficiente
de la resistencia cuantitativa, enfocado a la mejora genética y al uso de variedades de

pimiento con resistencia durable a M. incognita.
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Abstract

Meloidogyne incognita is considered, worldwide, as one of main soil-borne
pathogens of pepper (Capsicum annuum L.) crops, causing damage to the roots and
significant decreases in yield harvest. In recent years the obtention and use of new
resistant plant materials has been implemented, as an alternative to chemical control. In
pepper (C. annuum), only the dominant Mel, Me3 and N resistant genes are effective
against M. incognita. However, the emergence of virulent populations has been reported
when crops of rootstocks carrying the same resistant gen are reiterated for consecutive
years. This has motivated the search of durable sources of resistance and developing
strategies to preserve the effectiveness and durability of genetic resistance.

In this thesis the quantitative resistance to M. incognita conferred by the genetic
background of pepper is studied, exploring its possibilities of use in breeding of
cultivars with durable resistance. The specific objectives were: i) to identify field
resistance to M. incognita in local varieties of pepper and know their potential for use in
breeding rootstocks; ii) to characterize quantitative resistance conferred by the genetic
background of pepper and its effect when combined with major genes of resistance
against Meloidogyne spp.; iii) to analyze the genetics of quantitative resistance in the
variety 'Costal’; iv) to evaluate strategies of use for durable resistance to M. incognita.

Some trials were carried out in a culture chamber, which allowed high control of
several environmental parameters. Also, trials were carried out in greenhouses with
similar conditions to those of commercial crops, where plants were used as rootstock
and grown in soils with nematode populations, allowing to obtain a better knowledge of
practical utility of the tested alternatives.

High level of resistance to M. incognita was identified in some local pepper
cultivars, that also showed good agronomic performance as rootstocks. This resistance
conferred by the genetic background was characterized of quantitative expression,
effective against several isolates of Meloidogyne spp. with different virulence towards
Me3 gene, and it presented additive genetic or partially dominant effects. The genotypes
carrying major resistance (Mel or Me3 genes) had a higher level of resistance to M.
incognita when combined with quantitative resistance. In greenhouse evaluations, no

influence of the genetic background on the development of virulence towards Me3 of

XVii



nematode population was found, once the process started. However, no erosion of
quantitative resistance by the pathogen was observed, after three consecutive years of
crop in the same soil. It was determined that the high level of quantitative resistance
identified in the variety 'Costal’ is given mainly by a single genetic factor, independent
of the resistance genes known in pepper against M. incognita. Preliminary studies on
strategies for using resistance genes showed that during a single growing year of plants
resistant to M. incognita can reduce the pathogen population in the following year.

The results obtained in this thesis allow a more efficient use of quantitative
resistance, focusing on genetic improvement and use of pepper varieties with durable

resistance to M. incognita.
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INTRODUCCION GENERAL

1.1. El pimiento

1.1.1. Clasificacién botéanica

Con el término pimiento se denomina a varias especies cultivadas del género
Capsicum, aunque esta tesis se refiere, unicamente, a Capsicum annuum que es la
especie mas conocida, extendida y cultivada de su género. Pertenece a las siguientes

categorias taxondémicas superiores:
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta (angiospermas)
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Capsiceae
Género: Capsicum
Especie: Capsicum annuum

La familia del pimiento, Solanaceae, también alberga otros géneros a los que
pertenecen importantes especies cultivadas como la patata (Solanum tuberosum), el
tomate (Solanum lycopersicum), la berenjena (Solanum melongena) o el tabaco

(Nicotiana tabacum).

Dentro del género Capsicum se han identificado 32 especies (Moscone et al., 2006)
aunque la mayoria de las variedades cultivadas pertenecen a sélo 5 especies: C. annuum
L., C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. y C. pubescens Ruiz y Pav.
(Pickersgill et al., 1979; Pickersgill, 1991; Perry et al., 2007). Filogenéticamente, C.
annuum, se encuentra muy préxima a C. chinense y C. frutescens (Nicolai et al., 2013;
Gonzalez-Pérez et al., 2014) y es con las especies que presenta mayor compatibilidad

sexual y similitud morfoldgica y bioquimica constituyendo entre las tres especies el
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denominado “grupo Capsicum annuum” (McLeod et al., 1979 y 1983; Pickersgill et al.,
1979, Pickersgill, 1991).

1.1.2. Caracteristicas de la planta

Habito de crecimiento y estructura de la planta

La diversidad morfoldgica entre variedades de pimiento es muy alta. Hay
publicados descriptores oficiales aceptados internacionalmente que tratan de englobar
todos los caracteres morfologicos y sirven de criterio para la clasificacion de los
recursos genéticos (IBPGR, 1983). A rasgos generales, la planta del pimiento se
compone de un tallo principal lignificado, que presenta desde 2 hasta mas de 20
entrenudos, que termina en una flor y en cuyo ultimo nudo ramifica en dos o tres tallos
secundarios, presentando posteriormente cada tallo secundario el mismo esquema

seudo-dicotomico de crecimiento.

El porte de la planta puede ser muy variado (generalmente arbustivo) dependiendo
del desarrollo de los brotes secundarios del tallo principal, longitud de los entrenudos o
separacién de los tallos secundarios. El crecimiento de las plantas puede ser
determinado o indeterminado. Asi mismo pueden ser perennes o anuales dependiendo

de las condiciones climaticas del area donde se desarrollen.

El fruto del pimiento es una baya que, segun las variedades, presenta una
coloracién desde el verde oscuro hasta un blanco marfil, en estado inmaduro, y desde el
amarillo palido hasta el rojo cuando madura, encontrando frutos de color naranja,
purpura o marrén. La forma y el tamafio son también muy variados, desde frutos
redondeados que pesan 0.1g, proximos a formas silvestres, hasta frutos rectangulares de
tamafo grande (méas de 500g de peso). Las semillas se desarrollan dentro de los frutos
unidas a la placenta, y cuando estdn maduras presentan color amarillo y forma

arrinonada (Nuez et al., 1996; Djian.Caporalino et al., 2007a).

Sistema reproductivo

La mayoria de las variedades de pimiento son autégamas. Los granos de polen
liberados de las anteras son transportados de forma pasiva a través del viento o por
gravedad hasta el estigma en el momento de la antesis de la flor. Sin embargo, el néctar

presente en las flores de pimiento atrae a diversos insectos que favorecen la fecundacion
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cruzada, dandose tasas de alogamia en campo abierto desde un 7% hasta un 90%, lo que
ha llevado a algunos autores a considerar al pimiento como alégamo facultativo (Odland
y Porter, 1941; Franceschetti, 1971; Tanksley, 1984).

La tasa de multiplicacion del pimiento es muy elevada, debido tanto a la gran
cantidad de flores y frutos producidos por planta, como a la alta cantidad de semillas
presente en cada fruto. Dependiendo de la variedad y condiciones de cultivo una sola
planta puede producir desde uno a varios millares de semillas (Djian-Caporalino et al.,
2007a).

Requerimientos edafoclimaticos

Aunque el pimiento esta bien adaptado a climas célidos, las temperaturas nocturnas
elevadas perjudican el desarrollo de los frutos. La temperatura déptima para la
germinacion de las semillas se situa entre 25 y 30°C. Para un crecimiento y calidad de
fruto adecuado la temperatura debe de oscilar entre 21 a 29°C (Nonnecke, 1989). Se
acepta un umbral minimo de 14°C y méximo de 32 °C, a partir de los cuales se retarda o
detiene el crecimiento vegetativo, produciéndose la caida de las flores y consecuente
ausencia de cuajado de frutos (Knott y Deanon, 1967). Sin embargo, cuando las
temperaturas vuelven a situarse en los valores optimos se recupera la floracion y

cuajado de frutos (Greenleaf, 1986).

Aunque el pimiento tolera diversos tipos de suelo, en general las mejores
condiciones para un optimo desarrollo de las plantas se corresponden con suelos franco-
arenosos, sueltos y bien drenados, con un pH entre 6.5y 7.5 y baja salinidad. Ademas,
requieren de suelos fértiles necesitando de aporte extra de nitrégeno en determinadas
etapas del crecimiento (cuajado, engorde de frutos) (Greenleaf, 1986). Respecto al agua
demandan un aporte constante, aunque esta especie es tan sensible a la desecacion como

al encharcamiento del suelo.

1.1.3. Origen, domesticacion y dispersion.

El género Capsicum es originario de Ameérica, estableciéndose el origen de la
especie C. annuum en la zona central del continente que abarca desde Colombia hasta el
sur de Estados Unidos y las islas del Caribe, ya que es el area de distribucion de C.
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annuum var. glabriusculum (Dun.), especie silvestre considerada como el progenitor
més probable de las variedades cultivadas correspondientes al taxon C. annuum var.
annuum (Bosland y Votava, 2000; Votava et al., 2002, Aguilar-Meléndez et al., 2009,
Gonzalez-Jaral et al., 2012).

El pimiento ya se conocia y utilizaba por el hombre antes del establecimiento de la
agricultura, tal y como atestiguan algunos restos arqueoldgicos como los encontrados en
el valle de Tehuacan (México), fechados en 7000 afios a.C. (Pickersgill, 1969). Su
domesticacion y cultivo tuvo lugar hace aproximadamente 6000 afios, con los inicios de
la agricultura llevada a cabo por los nativos americanos, segun los vestigios encontrados

en diferentes yacimientos del area central y sur de América (Perry et al., 2007).

Cuando se produjo el descubrimiento de América, en 1492, el cultivo del pimiento
ya estaba extendido por gran parte del nuevo continente y ya se habian originado un
inmenso numero de variedades, tal y como hicieron constar los botanicos Besler en
Hortus Eystettensis (1613) y Parkinson en Thetrum Botanicum (1640). La introduccion
del pimiento en Europa fue a través de la Peninsula Ibérica, a donde Cristobal Colén lo
trajo en 1493 (Nuez et al., 1996). Desde aqui se extendi6 rapidamente a otros lugares de
Europa y del area mediterranea. A partir del siglo XVI el pimiento se introdujo en la
zona occidental de Africa llevado desde Europa, y a partir del siglo XVII llega,
procedente de América fundamentalmente, a regiones que hoy constituyen importantes
centros secundarios de diversificacion como India, China, o Indonesia (Andrews, 1984;
Somos, 1984; Palloix et al., 2004).

Actualmente, el pimiento se cultiva en los cinco continentes, principalmente en
paises de clima tropical y subtropical, aunque se puede encontrar en cualquier area que
retna las condiciones ambientales adecuadas, extendiéndose su cultivo hasta los 55° Sur
y 52° Norte (Djian-Caporalino et al., 2007a). A escala mundial, el cultivo de pimiento
ha experimentado un espectacular crecimiento en las Ultimas décadas, con un
incremento de la produccidon de un 400% en los dltimos 40 afios, superando los 34
millones de toneladas en 2013, con una extension de cultivo estimada en mas de 3,9
millones de hectareas. China es el lider destacado con un 46.6% de la produccion total
en 2013, seguido muy de lejos por México (6.8%), Turquia (6.3%), Indonesia (5%) e
India (4.2%). Espafia, con un 2.9%, ocupa el sexto lugar del mundo, siendo el primer
pais a escala europea en produccion (FAOSTAT, 2013).
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1.1.4. Usos actuales

Son multiples los aprovechamientos que el hombre hace del pimiento, empleandose
como planta ornamental, en medicina o como repelente de animales. Pero su uso
principal es como alimento a través del consumo de sus frutos, ya sea en fresco,
cocinados, como condimento o como especia. La forma de consumo a la cual se destine
ha originado el desarrollo de una industria alimentaria especializada en distintos tipos de
procesados postcosecha, destacando sobre todo el envasado en conserva y el
deshidratado y molienda de frutos (pimentdn) que constituye la forma fundamental para
su empleo como colorante alimentario y como especia, en cuya forma el pimiento
domina el comercio mundial de especias picantes (Nuez et al., 1996; Djian-Caporalino
et al., 2007a). Muchas variedades locales (y frecuentemente junto con su particular
procesado postcosecha) son ingredientes fundamentales de numerosas recetas y platos
tradicionales de la gastronomia de cada region, aportando cada variedad un color y
sabor caracteristico. Tanto en Norteamérica como en el centro y norte de Europa su
consumo estd incrementandose debido, fundamentalmente, a la popularizacion de la

gastronomia mexicana y la dieta mediterranea.

El éxito de la globalizacion de su consumo se considera que es debido
principalmente a tres componentes quimicos caracteristicos del pimiento: el alto
contenido en vitamina C, los capsicinoides y los carotenoides. EI pimiento es una rica
fuente de vitaminas de los grupos A, B, C, E y K, destacando sobre todo el alto
contenido en vitamina C (&cido ascérbico), compuesto antioxidante de efecto
beneficioso para la salud, y presentando concentraciones entre 0.5 y 3g por kg de peso
fresco dependiendo de la variedad y condiciones de cultivo, superando asi al contenido
de frutas como la naranja o el kiwi (Nuez et al., 1996; Djian-Caporalino et al., 2007a).
Respecto a su contenido en carotenoides los de mayor interés son la capsantina y la
capsorrubina, pigmentos rojos exclusivos del género Capsicum (Davies et al., 1970) y
gue son muy empleados en la industria alimentaria como colorantes naturales, debido
sobre todo a su termoestabilidad y origen natural. Suelen extraerse mediante disolventes
organicos en forma de oleorresinas a partir de frutos deshidratados y molidos. El
elevado interés por estos pigmentos ha supuesto la bldsqueda y mejora genética de
variedades con altas concentraciones de capsantina (Levy et al., 1995; Nuez et al.,
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1996). Los capsicinoides, responsables de la pungencia o caracter picante del pimiento,
son compuestos alcaloides que Unicamente estan presentes en el género Capsicum. Es la
principal caracteristica que ha popularizado al pimiento y contribuido a la
generalizacion de su consumo Yy expansion de su cultivo por todo el mundo. Los
capsicinoides se sintetizan y acumulan dentro de vesiculas, en la superficie del tejido
placentario del fruto, comenzando la biosintesis entre los 15-25 dias después de la
antesis (Fujiwake et al., 1980; Stewart et al., 2007). Su funcién ecoldgica es evitar el
consumo de los frutos por los mamiferos, muy sensibles a estos compuestos, y favorecer
el consumo por las aves, a las que no les afecta, favoreciendo asi la diseminacion de las
semillas (Tewksbury y Nabhan, 2001). Su contenido es variable en funcién de las
condiciones ambientales de desarrollo de los frutos y de la variedad, estando ausentes o
en niveles inapreciables en las variedades dulces. Ademas del uso como condimento,
los capsicinoides se utilizan en otros campos, destacando sus aplicaciones en medicina y
farmacia (Bosland y Votaba, 2000).

1.1.5. Citogenética

Capsicum annuum es una especie diploide con un numero basico de cromosomas
de 12, al igual que la mayor parte de especies de su género y otras especies de
solanaceas de gran interés agronémico (tomate, patata y berenjena). En las décadas de
1970 y 1980, los trabajos de Pochard et al. (1977 y 1982) y de Tanksley (1984) fueron
pioneros en establecer los primeros grupos de ligamiento para algunos caracteres
monogenicos (marcadores fenotipicos) e isoenzimas, mediante técnicas de trisomicos
primarios. A partir de la década de 1990, con el desarrollo de los marcadores de ADN se
empezaron a construir los primeros mapas de ligamiento genético para pimiento,
primero mediante marcadores polimorficos tipo RFLP y posteriormente los basados en
la técnica de PCR (RAPD, AFLP, SSR,...) y otros de mas reciente aparicion como los
SNPs. Esto ha permitido disponer de mapas genéticos de ligamiento, tanto
intraespecificos como interespecificos para cada uno de los 12 cromosomas con un nivel
de saturacion de marcadores muy elevado (Djian-Caporalino et al., 2007a).
Paralelamente se han identificado y mapeado un gran numero de loci que controlan
diversos caracteres, desarrollandose marcadores moleculares especificos para muchos
de estos, que son de gran aplicacién en estudios genéticos y de mejora genética de

variedades (Wang y Bosland, 2006).
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TABLA 1.1. Principales caracteristicas del genoma del pimiento (Capsicum annuum) y de otras
dos especies cultivadas de solanéceas (Qin et al., 2014).

Caracteristicas Pimiento Tomate Patata
Tamafio del genoma (MB) 3349 760 727
Contenido en GC (%) 34.9-35.03 34 34.8
Tasa de repeticion (%) (transposones) 80.9 61.3 61.6
Numero de genes 35336 33726 38492
Longitud media secuencia génica (pb) 3363 3006 2476
Longitud media secuencia codificante (pb) 1020 1063 928
Promedio de exones/gen 4.27 4.6 3.49
Secuencia localizada en los cromosomas (%) 78.95 - -
Genes situados en cromosomas (%) 88.29 - -

La reciente secuenciacion del genoma del pimiento, llevada a cabo en dos
proyectos distintos (Qin et al., 2014; Kim et al., 2014), supone otro punto de inflexion
en el conocimiento genético de la especie. Las caracteristicas principales de su genoma
se indican en la tabla 1.1, junto a las del tomate y la patata. Comparando entre las tres
destaca el tamafio del genoma del pimiento, cuatro veces mayor que el de la patata y el
tomate. Sin embargo, esto es debido a una mayor proporcion de ADN repetitivo (sobre
todo elementos transponibles), que se asocian a la diferenciacion evolutiva entre el
género Capsicum y el género Solanum (Qin et al., 2014). La secuenciacion del genoma
también ha permitido conocer el nimero de codones de iniciacion de transcripcion,
estimando asi mas de 35.000 genes, cifra cercana a la estimada para la patata y el
tomate. La integracion de estos datos en los mapas genéticos de referencia
anteriormente construidos esta permitiendo la elaboracion de mapas fisicos, la
secuenciacion de numerosos genes, el desarrollo de nuevos marcadores moleculares de
genes mas precisos o el estudio de nuevos genes (como ejemplos, Devran et al., 2015;
Mao et al., 2015; Wang et al., 2015). Igualmente la comparacion con genomas de otras
especies esta aportando nuevas claves en torno al proceso de evolucion y domesticacion

de las solanéceas (Xie et al., 2015).
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1.2. El cultivo del pimiento en invernadero en la Region de Murcia

1.2.1. Reseria histérica

Segun Aleman et al. (1982) se tiene conocimiento de que el pimiento se cultiva en
la Regién de Murcia desde principios del siglo XVI. Al parecer, fueron los monjes del
monasterio de los Jeronimos los que lo introdujeron en la Vega del Rio Segura hace
muchos afios, indican los autores al referirse a los documentos escritos encontrados en
el monasterio de la pedania de La Nora, constituyendo uno de los primeros lugares fuera

del Nuevo Mundo donde se comenz6 su cultivo.

Se tiene constancia de que en el siglo XIX se inicia la industrializaciéon del
pimiento para obtener pimenton (Aleman et al., 1982). Esto supuso el inicio del
desarrollo del cultivo del pimiento para tal fin, donde los tipos cultivados predominantes
parece correspondian a lo que ahora conocemos como “bola” o “fiora” (fruto de forma
subesférica; foto 1). El auge del pimiento para pimentdn tuvo su maxima expresion en
la década de los afios setenta y ochenta del pasado siglo cuando ocupd la mayor
superficie (Canovas, 1996). En aquel momento se localizaba mayoritariamente en las
comarcas del Valle del Guadalentin y en el Campo de Cartagena, ya que se habia
abandonado el cultivo en la Vega del rio Segura, la zona tradicional, por causa de las
graves epidemias de “tristeza” o “seca” provocadas por Phytophthora capsici (Costa et
al., 1978). El tipo varietal “bola” seguia siendo el predominante debido a la buena
adaptacion a las zonas de cultivo, aunque también se comienzan a cultivar otros tipos
con buen comportamiento agronomico Yy calidad para pimenton, fruto de selecciones y

nuevas obtenciones varietales (Costa, 1979).

En las nuevas comarcas el cultivo del pimiento para pimentdn sufrié nuevas
epidemias de virus, como el virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY) o el virus del
mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) a finales de los afios ochenta, y del
virus del bronceado del tomate (Tomato spoted wilt virus, TSWV) a partir de 1990
(Lacasa y Contreras, 1993). La viabilidad del cultivo se vio comprometida por la
persistencia de las epidemias viricas, disminuyendo la superficie de forma brusca en la
década de los noventa, hasta el punto de desaparecer de la comarca del Campo de

Cartagena y quedar limitado a unos cientos de hectareas en el Valle del Guadalentin,
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que todavia persisten, como testigo del pasado vocacional pimentonero de la Region y

como exponente de calidad de un producto muy apreciado en la gastronomia nacional.

W AN

Foto 1. Frutos de pimiento de tipo bola.

En la década de los afios ochenta del pasado siglo se empez6 a desarrollar el cultivo
del pimiento en invernadero en zonas calidas costeras mediterraneas desde el Levante
hasta el Sur de la peninsula. En la Region de Murcia, los primeros invernaderos se
construyeron en las comarcas costeras del Campo de Cartagena, Mazarron y Aguilas, a
principios de los afios setenta del pasado siglo, antes de la llegada del agua del trasvase
Tajo-Segura, destinandose mayoritariamente al cultivo del pimiento los del Campo de
Cartagena (Costa, 1979). Las tentativas de cultivar otras hortalizas en la comarca no
fueron exitosas por la dificultad para el manejo de las condiciones ambientales que
requieren los otros cultivos y por la especializacion de los agricultores de la zona en el
cultivo del pimiento, pues el pimiento para pimenton no les era un cultivo ajeno ya que

lo estaban haciendo al aire libre para la industria pimentonera.

Comercialmente, las producciones del cultivo en invernadero se orientaron para el
consumo en fresco, por lo que preferentemente se eligieron variedades de cultivo de
carne gruesa, de frutos grandes, dulces y de seccion longitudinal cuadrangular, mas
largos que anchos (tipo Lamuyo; foto 2) o igual de largos que de anchos (tipo
California; foto 3). En menor medida también se utilizaron variedades de tipo “dulce
italiano”, con frutos alargados de tamafio mediano o grandes, dulces y de seccién
longitudinal triangular. A la par del desarrollo del cultivo en invernadero se implanté la
utilizacion de variedades comerciales hibridas F1, de elevada produccion vy
homogeneidad de frutos, y que rapidamente desplazaron a las variedades

tradicionalmente cultivadas (Costa, 1979).
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Fotos 2 y 3. Frutos de pimiento de tipo Lamuyo (izg.) y California (dcha.)

1.2.2. Superficie cultivada e importancia en la Region de Murcia

Desde hace méas de tres décadas, Espafia es el principal productor de pimiento en
invernadero de la Unién Europea. En la ultima campafia se estima que la superficie
cultivada fue de unas 13190 ha, localizandose mas de 9300 ha en Andalucia (Almeria y
Granada, principalmente) y mas de 1265 ha entre el sur de la provincia de Alicante y el
sureste de la de Murcia. En la Region de Murcia el cultivo ocup6 1045 ha de
invernaderos en 2013-14 con una produccion de 126529 t, que supuso mas del 13% de
la produccién nacional, localizdndose mayoritariamente en la comarca del Campo de
Cartagena (Estadistica Agraria del MARM, 2014).

Las estructuras de produccién del pimiento en los invernaderos de la comarca se
desarrollaron muy deprisa y en 1984 ya ocupaba 778 ha. La superficie se duplico en la
siguiente década (1549 ha en 1997) y el cultivo se consolid6 en el primer lustro del
presente siglo (1712 ha en 2000, 1810 ha en 2003, 1559 ha en 2006). Paralelo al
aumento de la superficie cultivada se desarrollaron estructuras de comercializacién cada
vez mas solidas y especializadas, constituyendo un nucleo de comercio con entidad
propia orientando las cosechas a la exportacion y en menor proporcién al mercado

nacional (L6pez y Guirao, 1998).

A partir de 2006, la superficie de invernadero destinada al pimiento en el Campo de
Cartagena ha ido disminuyendo por: las modificaciones en la forma de desinfectar el
suelo (en particular tras la retirada del bromuro de metilo como desinfectante de suelo),
las dificultades para disponer de agua de calidad, la competencia en los mercados
internacionales, el aumento del costo energético y la apertura de expectativas de
alternancia con otros cultivos como el calabacin y en menor medida el melon. El
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descenso ha sido progresivo: 1452 ha en 2009, 1222 ha en 2011, 1188 en 2012 y 1015
en 2013 (Estadisticas Agrarias de la Region de Murcia). Los buenos precios de las dos
ultimas campafas han hecho que la tendencia se invierta por la incidencia de las virosis
en los cultivos de cucurbitaceas de la zona, en particular la producida por el Tomato leaf
curl New Delhi virus (ToLCNDV), que ha limitado la superficie de invernadero y aire
libre destinada a calabacin y melon. En la campafia 2014-2015 el pimiento ha ocupado
unas 1100 ha.

Desde principios de los afios ochenta del pasado siglo el pimiento ha sido el
soporte social de municipios del campo de Cartagena como San Pedro del Pinatar, San
Javier, Torre-Pacheco, Los Alcézares y Cartagena. Mas del 50% de los productores se
agrupan en 3 sociedades cooperativas limitadas (SCL) y en dos sociedades agrarias de
transformacion (SAT). El resto de los productores comercializan la cosecha a través de

alhondigas o de sus propias estructuras comerciales.

El cultivo del pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena forma parte de
una horticultura intensiva dindmica, moderna muy tecnificada y competitiva. Una
amplia gama de cultivos al aire libre coexisten o se solapan en el tiempo con los de los
invernaderos. Todos los invernaderos se cultivan segln los principios y normas de

produccion integrada, habiendo mas de 100 ha calificadas en agricultura ecoldgica.

1.2.3. Las técnicas culturales

En la mayor parte de los invernaderos el pimiento ha sido un monocultivo desde
hace mucho tiempo, ya que el ciclo habitual anual mantiene el suelo ocupado entre 8 y
10 meses, dependiendo del tamafio de la explotacion y de la orientacion comercial. La
retirada de los restos del cultivo y la preparacion del invernadero para el cultivo

siguiente completan la anualidad.

El ciclo habitual del cultivo en los invernaderos del Campo de Cartagena se
extiende entre mediados de noviembre y finales de diciembre, y hasta mediados de
agosto y finales de septiembre, pudiendo prolongarse la cosecha hasta mediados de
octubre. En ocasiones se retrasa la plantacion a enero o incluso a febrero, en base a las
condiciones climaticas previstas o a las estrategias comerciales. Desde hace unos afos

la plantacion se retrasa a marzo en invernaderos que rotan el cultivo con guisantes o
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calabacines. Este dltimo ciclo se solapa en la plantacion con el cultivo al aire libre,
aungue se adelanta el inicio de la recoleccion que se prolonga hasta finales de
septiembre o principios de octubre.

En los cuarenta afios de pervivencia del cultivo las técnicas culturales han ido
evolucionando como lo han hecho los avances tecnoldgicos, reflejados en las
caracteristicas de los invernaderos, en los sistemas de gestion del ambiente, en las
caracteristicas del material vegetal, en la fertilizaciéon y en los ajustes del riego, en los
conocimientos de los técnicos y en la capacidad innovadora de los productores.
Comparando practicas utilizadas al inicio del cultivo, que fueron recopiladas por Rico
(1983), con las actualmente utilizadas se observan grandes variaciones y algunas
similitudes, indicadoras de la proyeccion que se le daba al cultivo como hortaliza de

primor.

Poco parece haber variado la preparacion del terreno para la plantacion, aunque son
sustanciales algunos cambios. En algunos invernaderos se retiran los restos del cultivo
precedente junto a los hilos y perchas del entutorado. En la mayoria de invernaderos se
trituran y entierran los restos del cultivo precedente, después de haber retirado los
materiales del entutorado. Una labor somera con la fresadora sirve para triturar las
plantas. Luego se da un pase de subsolador y mas tarde otro de fresadora. Si se ha de
realizar aporte de estiércol, se extiende nada mas triturar las plantas para enterrarlo junto

a los restos de plantas.

Cuando se desinfecta el suelo mediante biosolarizacion, inmediatamente después
de haber enterrado las plantas y la enmienda (estiércol fresco u otra enmienda especial
para tal fin), se riega (por aspersibn o con las mangueras de riego por goteo,
colocandolas en dos posturas en sendos dias consecutivos) y se cubre el suelo con
plastico de polietileno de 160 6 200 galgas, manteniendo el sellado un minimo de seis

semanas o hasta el momento de preparar el invernadero para la plantacion.

Si la desinfeccion se realiza con fumigantes quimicos, se prepara el terreno,
incluido el enterrado de la enmienda organica. Luego se extienden las mangueras de
riego en las lineas donde iran las plantas del siguiente cultivo y se coloca el plastico de
polietileno (de 140, 160 ¢ 200 galgas) o plastico especial para desinfeccion, menos
permeable que el polietileno a los gases fumigantes. Se humedece el suelo regando 3-4

horas en dos dias consecutivos o alternos, 7-8 dias méas tarde se incorpora el
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desinfectante en el agua de riego. Se mantiene el plastico de 15 a 21 dias, segun el
fumigante, para la disipacion de los productos. Luego se levanta y se espera de 10 a 15
dias mas antes de plantar. La mayor parte de los agricultores no realizan labores
posteriores a la desinfeccion “en linea”, que predomina en la zona sobre la desinfeccion

a toda superficie.

Foto 4. Momento del trasplante en un invernadero.

Es habitual realizar la plantacion en lineas simples al marco de 1 m de separacion
entre lineas y 0.40 m entre plantas de la misma linea (foto 4). Las lineas se suelen
orientar de Norte a Sur, no dejando pasillos en los bordes (invernaderos tipo “parral” o
“capilla”; foto 5) o dejando un pasillo de 0.80 m. En los invernaderos con estructuras
modernas (tipo “multitinel; foto 6) son habituales los pasillos laterales y centrales. Se
suele plantar en seco y regar a continuacion o bien regando en el momento de plantar.
Después del riego de “postura” y “enjuague”, con la planta ya arraigada, se hace un
pequefio surco a unos 10 cm de las plantas donde se coloca la manguera de riego para
evitar la asfixia del cuello a la que es sensible el pimiento (Tello et al., 1987).

B

Fotos 5y 6. Invernadeos tipo “capilla” (izq.) y tipo “multitinel” (dcha.).
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Arquillos metalicos puestos en los extremos de las lineas sirven para sujetar los
hilos laterales del entutorado que permitirdn mantener erguidas las plantas (foto 7).
Cuando no se dejan pasillos en los bordes del invernadero, los hilos se sujetan a los
alambres de la estructura lateral. Los dos hilos mas bajos se ponen cuando las plantas
han formado la cruz y se forman las primeras flores, poniéndolos por debajo de la cruz y
atandolos cada 4 plantas con un hilo vertical sujeto al alambre de la estructura del
invernadero, que esta colocada por encima de la fila de plantas. Estos hilos tocan el tallo
de las plantas y facilitan el desplazamiento de los enemigos naturales, en particular de
los acaros fitoseidos que se liberan en sobres colocados en las hojas bajas o
directamente sobre los hilos. A medida que las plantas van creciendo se van poniendo
hilos laterales a diferentes alturas y se van uniendo con hilos atados a los verticales o
con perchas de 20 cm sujetas al hilo vertical. De esta forma las plantas quedan recogidas
en una anchura de 20 a 30 cm, facilitando la aireacion, el cuajado, las aplicaciones

fitosanitarias y la recoleccion.

Foto 7. Sistema de entutorado del pimiento en invernadero.

Todos los invernaderos disponen de sistemas de riego por goteo. Son frecuentes las
mangueras de 12 6 16 mm de diametro, con goteadores a 0.40 m y descargas de 2 a 4
litros/hora. En algunos invernaderos se coloca una banda de plastico de acolchado negro
sobre la linea de goteadores, que ayuda a reducir humedad en el ambiente y al manejo
de aguas de baja calidad, retirandolo cuando la planta ha alcanzado el tamafio suficiente
como para sombrear la zona humeda (Martinez, 2005). La dotacién de agua se realiza
en base a necesidades de la planta y la frecuencia de riego con arreglo al estado

fenoldgico y a las condiciones ambientales o climaticas.
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El sistema de riego es utilizado para fertilizaciéon. La mayor parte de los
invernaderos disponen de tanques con disoluciones de macro y microelementos en el
cabezal, conectados a la red de riego y regulados por automatas unidos a programas
informaticos, mas o menos complejos. Los abonados de fondo (enmiendas organicas,
correctores minerales y abonos minerales), si se realizan, se complementan con la
fertirrigacion. Las cantidades a aportar se determinan en base a las extracciones de las
cosechas (Rincon et al., 2005a y 2005b) de acuerdo a las producciones esperadas. Los
equilibrios en los aportes de macronutrientes varian segin el estado fenolégico y las
condiciones ambientales (temperaturas, radiacion, riego, caracteristicas fisico-quimicas
del suelo, etc.). El abonado se realiza siguiendo las recomendaciones de las normas de
produccidn integrada, las cuales tienen en cuenta la sensibilidad de la comarca para la

contaminacion de las aguas subterraneas y marinas por nitratos.

La recoleccion se realiza manualmente, cortando el peddnculo, sin dafiar el
pericarpo para evitar podredumbres en post-recoleccion. El calendario de cosecha
depende de las fechas de plantacidn, de la variedad, de las condiciones en las que se
desarrolla el cultivo y de la coloracion del fruto. Los frutos se recolectan cuando han
alcanzado el grado adecuado de consistencia en el caso de los verdes y el porcentaje de
superficie minimo de coloracion en el caso de los rojos o amarillos. Es frecuente
recoger los frutos con coloracion verde la primera cosecha, en el caso de plantas
sobrecargadas o inviernos y primaveras frias, con el objeto de favorecer el desarrollo de
las plantas. Las exigencias comerciales suelen marcar la pauta de las recolecciones
cuando la cosecha se destina a la exportacion. Las producciones medias de la comarca
varian con los ciclos de cultivo, el tipo de variedad y la coloracion del fruto en la
recoleccion. Para las plantaciones méas tempranas, que suelen ser de variedades tipo
Lamuyo, la cosecha media de frutos rojos varfa entre 10 y 12 kg/m?; para las tempranas
y tardias de variedades tipo California de frutos en verde entre 12 y 14 kg/m?y entre 10
y 12 kg/m? para cosechas de frutos rojos; para las mas tardias, generalmente de tipo

Lamuyo, entre 8 y 10 kg/m?.
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1.2.4. Los problemas fitosanitarios y la gestion integrada de plagas y enfermedades

de la parte aérea

Se ha indicado en parrafos anteriores que, desde principios del presente siglo, el
cultivo del pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena se realiza en base a
criterios de produccion integrada, lo que constituy6 un hito nacional.

Al parecer las graves epidemias del virus del bronceado del tomate (introducido en
1989), transmitido y dispersado por Frankliniella occidentalis (trips introducido en
1987) y la inconsistencia de los medios quimicos para paliar los dafios de la virosis
indujeron a poner a punto la lucha bioldgica contra el vector que se mostraba como un
factor limitante del cultivo. La lucha bioldgica contra el trips resulto eficaz y estable,
requiriendo de la utilizacion de medios para el control del resto de plagas y
enfermedades que fueran compatibles con los enemigos naturales del trips (insectos
como Orius laevigatus y O. albidipennis, y &caros fitoseidos como Neoseiulus
cucumeris (Sanchez et al., 1997) o Amblyseius swirskii).

La introduccién de biotipos de Bemisia tabaci en la comarca en 1989 marco otro
punto en la problematica fitosanitaria del cultivo del pimiento, al resultar muy
dificultoso el control por medios quimicos habida cuenta de su gran capacidad para
generar resistencias a la mayor parte de los insecticidas, resultando una plaga principal.
La lucha biolégica mediante parasitoides autdctonos (Eretmocerus mundus) o
introducidos (E. eremicus) y acaros fitoseidos importados como Amblyseius swirskii,

permiten un control eficaz y duradero (Sanchez y Lacasa, 2006).

En la actualidad en todos los invernaderos se gestionan las plagas de forma
integrada, utilizando enemigos naturales para el control de las plagas principales: acaros
fitoseidos como Neoseiulus californicus o Phytoseiulus persimilis o el cecidomido
Feltiella acariphagus para la arafia roja Tetranychus urticae y T. turkestani;
parasitoides como Aphidius colemani, A. matricariae o Aphelinus abdominalis para los
pulgones Myzus persicae, Aphis gossipii 0 Macrosiphum euphorbiae; confusion sexual
con emisores de feromonas especificas para el control del taladro de los tallos y frutos
Ostrinia nubilalis o la aplicacién de formulados de Bacillus thuringiensis para el control
de orugas de noctuidos como Spodoptera exigua o Helicoverpa armigera.

Las plagas que han emergido como consecuencia de la utilizacion de medios

bioldgicos o biotécnicos para el control de las plagas clave, principales y secundarias,
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requieren de atenciones especiales e intervenciones localizadas, ya que no se dispone de
medios bioldgicos o quimicos compatibles con los enemigos naturales habitualmente
utilizados en los invernaderos. La utilizacion del depredador Chriptolaemus
montrouzieri o de los parasitoides Anagyrus pseudococci y Leptomastix algirina para el
control de las cochinillas algodonosa Pseudococcus affinis y Phenococcus solani no
siempre resulta eficaz dado que las poblaciones de la cochinilla son protegidas por las
hormigas. Tampoco la suelta del parasitoide Trisolcus basalis resulta satisfactoria para
el control de la pudenda Nezara viridula, aunque el parasitoide contribuya a reducir las
poblaciones, los dafios del chinche en los frutos son irreparables.

En las Gltimas campafias son cada vez mas frecuentes los dafios y altas poblaciones
de cicadélidos del género Empoasca (= Jacobiasca) cuya saliva llega a provocar
amarilleos sistémicos en las hojas cuando las poblaciones son densas. La utilizacion de
placas pegajosas de color rojo palian los dafios cuando las poblaciones no son muy
densas. Empiezan a aparecer focos de un Mirido, Creontiades pallidus, en algunos
invernaderos de la comarca, aunque no se considera a nivel de plaga, pero que si lo es

en los invernaderos de Almeria.

La adecuada ventilacion de los invernaderos, el uso de dobles cubiertas o camaras,
el control de la humedad en el suelo, la vegetacién equilibrada y armonica de las
plantas, los cuidados en el entutorado y en la recoleccion, son las medidas mas eficaces
para el control de Botrytis y Sclerotinia en los invernaderos, enfermedades para las que

no se dispone de medios curativos eficaces para paliar los dafios.

Ademas de las anteriores medidas, indicadas para las podredumbres de los tallos y
frutos, todas aquellas que eviten estreses abioticos (asfixia radicular, salinidad en el
suelo, radiaciones intensas, déficits hidricos, etc.) o bidticos (dafios de nematodos o de
hongos en las raices, fatiga bioldgica del suelo, etc.) a las plantas permiten minorar la
incidencia del oidio, Leveillula taurica, que es endémico en varios cultivos de la
comarca. Como medida preventiva es usual instalar sublimadores de azufre, que son
compatibles con los enemigos naturales de las plagas. En momentos de condiciones
Optimas para el desarrollo y multiplicacion del hongo, se llegan a hacer tratamientos con

productos antioidio que son compatibles con los enemigos naturales.
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1.2.5. Las enfermedades del suelo y las estrategias de control.

Oomicetos

Sefialan Tello y Lacasa (1997 y 2004) que poco después del establecimiento del
cultivo del pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena se advirtieron los
primeros sintomas de “tristeza” o “seca” en algunos invernaderos. El agente causal de la
enfermedad aparecida en los invernaderos era, en aquellos momentos, Phytophthora
capsici como indican los mencionados autores y como lo era en otras zonas espafiolas
donde se producia pimiento al aire libre (Tello, 1984; Palazon, 1988; Bartual et al.,
1991y 1993).

Al parecer, la contaminacion de los suelos de los invernaderos se produjo con el
material vegetal de plantacion (plantas “a raiz desnuda”). Los semilleros de las primeras
variedades se realizaron en los mismos sitios donde se realizaban los de las variedades
de pimiento para pimentén, en la Vega del Rio Segura. Las tierras de la Vega ya se
encontraban contaminadas del hongo (Tello et al., 1978) y tanto en las plantas de los
almécigos como en la tierra adherida a las raices se transportd indculo de Phytophthora
que se establecié en las nuevas tierras de regadio, antes de la llegada del agua del

Trasvase Tajo-Segura.

Recientemente se ha constatado que Phytophthora parasitica (=P. nicotianae) es la
especie predominante en la mayor parte de los invernaderos donde se marchitan y secan
plantas (Lacasa et al., 2013; Blaya et al., 2014). Se piensa que las dos especies han
podido coexistir en la zona desde hace tiempo. El establecimiento de cultivos de citricos
pudo aportar a la comarca P. parasitica en los cepellones de plantacion provenientes de
viveros contaminados y luego dispersarse por los arrastres de lluvias torrenciales que
Ilegan a inundar los invernaderos (A. Lacasa, comunicacion personal). Los cambios en
los sistemas de produccién (dobles cubiertas, cambios de desinfectantes, etc.) y en las
condiciones ambientales (mayores temperaturas del suelo en invierno, etc.) parece han
favorecido el desarrollo epidemico de P. parasitica y con ello la predominancia en los
invernaderos. Todavia se pueden encontrar algunos invernaderos donde P. capsici es la

especie Unica o predominante.

Los dos oomicetos producen epinastias y marchitamiento en las partes aéreas de la

planta que se acentua con el paso del tiempo hasta que la planta se seca (foto 8). En todo
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el proceso las hojas se mantienen unidas a los tallos con su coloracion verde. La
manifestacion de los sintomas es mas rapida y violenta en verano cuanto las
temperaturas del suelo y del ambiente son altas. Cuando aparecen los primeros
sintomas de marchitamiento se pueden observar podredumbres en las raices y/o en el
cuello de color marron, deprimidas. A medida que avanza el proceso de infeccion, el
volumen de raices afectadas aumenta igual que las lesiones en el cuello, que terminan
de rodear la base del tallo. En ese momento el marchitamiento es ya irreversible y poco

después muere la planta desecada (Guerrero, 2013).

La disposicién en el invernadero de las plantas afectadas es heterogénea, aunque la
enfermedad progresa en las filas y su presencia se acentla en rodales en los que el suelo
es mas pesado, con deficiencias en la infiltracion del agua. El agua es el principal
vehiculo de dispersion en el invernadero, por lo que su incidencia aumenta a medida
que aumenta la temperatura del suelo y al aumentar las dosis y la frecuencia de riego. El
manejo del riego ayuda a paliar la incidencia de la enfermedad, sobre todo en las fases

iniciales del cultivo.

La tristeza o seca se considera un factor limitante del cultivo si no se adoptan
medidas preventivas de control. Segin Lacasa y Guirao (1997), méas del 38% de los
invernaderos estaban contaminados de P. capsici en 1996 y en mas del 15% la
incidencia de la enfermedad era superior al 20%, pese a desinfectar el suelo todos los
afios con bromuro de metilo. En la actualidad se estima que la superficie contaminada
seria similar y menor la incidencia ya que en aquel momento todavia se regaba “a
manta” y la recontaminacion del suelo tras la desinfeccion es mayor que en riego por
goteo.

Foto 8. Planta afectada por hytopthora spp |
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Otros hongos del suelo

En las plantaciones de pimiento del Campo de Cartagena no se ha detectado
Verticilium dahliae (Tello y Lacasa, 2004), que es frecuente en zonas de produccién del
Valle del Ebro (Palazdn, 1988) y del Pais Vasco (Larregla, 2003).

La proliferacion del inoculo de varias especies de Fusarium a medida que
transcurre el ciclo del cultivo se ha asociado a la aparicién de fatiga del suelo, por
reiteracion ininterrumpida del monocultivo (Guerrero et al., 2014a). Incluso cuando los
suelos eran desinfectados con bromuro de metilo, las poblaciones de Fusarium
oxysporun, F. solani y F. equiseti iban aumentando de forma gradual hasta alcanzar
similares niveles al final del cultivo a los medidos antes de la desinfeccion (Martinez et
al., 2009). Muchos aislados de estos Fusarium provocan en las plantas de pimiento
reducciones en el desarrollo, amarilleos de las hojas y, en general efectos depresivos en
la vegetacion, sin llegar a originar la muerte de las plantas (Martinez et al., 2010). Se
han considerado como patdgenos subclinicos pues se aislan de las raices de plantas que
sufren asfixia y estarian implicados en el deterioro del sistema radicular, pero no se ha
conseguido provocar la muerte de plantas al inocularlos en condiciones controlas
(Martinez et al., 2011). Segun Guerrero et al. (2014a) la fatiga resulta especifica del

pimiento y cualquier rotacion cultural permitiria paliar sus efectos.

Nematodos

Llama la atencion que en los cultivos de pimiento para pimenton, que precedieron a
los cultivos en los invernaderos de la comarca del Campo de Cartagena, no hubiera
resefia de dafios por nematodos (Aleman et al., 1982). Sin embargo, se ha sefialado a
Meloidogyne incognita como un problema fitosanitario del suelo desde los inicios del

cultivo en los invernaderos de esa comarca.

Si Rico (1983) sefialaba la presencia de M. incognita sin que hubiera un
antecedente de identificacion de la especie, Cenis y Fuchs (1988) ensayan formas de
control de los nematodos en los cultivos de pimiento, aportando datos sobre
Meloidogyne javanica. Afios mas tarde numerosos trabajos indican la presencia de
Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica en la Regidn de Murcia asociados al
pimiento (Bello et al., 2004, Robertson et al., 2006; Piedra-Buena et al., 2007). M.

incognita es la especie mas abundante y frecuente en los invernaderos ocasionando
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dafios al pimiento cuando no se toman precauciones o medidas especificas en pre-
plantacion (Ros et al., 2004b y 2008; Ros, 2012).

Al restringir el uso del bromuro de metilo, primero (2002), y al suprimirlo
definitivamente en 2006 empezaron a aparecer problemas en los cultivos de mas larga
duracién (final en septiembre-octubre). La emergencia de M. incognita como un
problema fitosanitario del suelo ya se advirtié al realizar los primeros ensayos de
alternativas al bromuro de metilo y en los invernaderos con cultivos ecoldgicos (Bello et
al., 2004; Ros, 2012).

Estrategias de control de los patégenos edaficos

Las medidas de control utilizadas son la desinfeccion del suelo en preplantacion,

por medios quimicos o no (biosolarizacion), y el empleo variedades resistentes.

Desinfeccion por medios quimicos

Mas del 70% de los invernadero se desinfectan con la mezcla de 1,3-
dicloropropeno y cloropicrina, que sustituyé al bromuro de metilo en 2006 y cuya
eficacia es similar si las condiciones de aplicacién son las adecuadas (Guerrero et al.,
2004a; Lacasa et al., 2006). La aplicacion se realiza en el agua de riego, a dosis de 500
L/ha al suelo previamente humedecido y cubierto con film de pléastico de polietileno
(PE). En los altimos afios se empiezan a utilizar plasticos virtualmente impermeables o
menos permeables que el PE, no para reducir la dosis de fumigante sino para aumentar
la eficacia, ya que se empezaron a observar deficiencias en la duracién de la
desinfeccion a los 4-5 afos de haber dejado de utilizar el bromuro de metilo, en
particular, las deficiencias se manifiestan mas en el control de Meloidogyne que en el de
Phytophthora.

Los desinfectantes productores de metilisotiocianato (los Unicos desinfectantes
generales autorizados en la actualidad) son poco utilizados (Ros et al., 2004a), aunque
se empiezan a hacer ensayos de demostracion combinandolos con otros desinfectantes

para aumentar la eficacia y el espectro de accion (A. Lacasa, comunicacion personal).
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Biosolarizacién

En més del 20% de los invernaderos, incluidas las aproximadamente 100 ha de
cultivo ecologico, se desinfecta el suelo mediante biosolarizacion (biodesinfeccion o
solarizacion con enmiendas organicas). La eficacia del método para el control de
Phytophthora es aceptable a partir del segundo afio de reiteracion en el mismo suelo, si
se inicia en agosto (Guerrero et al., 2004c; Guerrero, 2013). En todos los invernaderos
se entierran los restos del cultivo precedente y se incorporan al suelo unos 2,5 a 4 Kg/m?
de estiércol fresco o semicompostado. Se humedece el suelo mediante riegos por
aspersion o por goteo de forma que la humedad alcance una profundidad de unos 30 cm
y se cubre con plastico natural transparente de PE, manteniéndolo cubierto durante, al
menos, seis semanas (Guerrero et al., 2004b, 2013 y 2014b). Las temperaturas
alcanzadas en el suelo a 30 cm de profundidad y el tiempo acumulado de permanencia
por encima de 40°C son el indicador de la eficacia de la desinfeccion para paliar los
efectos de Phytophthora (Etxeberria et al., 2011; Guerrero et al., 2013).

Sin embargo, la eficacia para el control de M. incognita se muestra aleatoria,
dependiendo de las condiciones climaticas durante el proceso de biosolarizacion. En
algunos invernaderos se han presentado deficiencias en la eficacia algunos afios, incluso
iniciando la biosoalrizacion en agosto (Guerrero et al., 2007). Cuando el proceso de
desinfeccion se inicia con posterioridad a la primera semana de septiembre la eficacia es
reducida y se producen pérdidas de cosecha (Guerrero et al., 2004b, 2004d y 2013;
Nufiez-Zofio et al., 2013).

Uso de resistencias

Actualmente, entre las variedades de pimiento que rednan las caracteristicas
requeridas para su cultivo comercial en los invernaderos, no se conoce ninguna que
presente resistencia a Phytophthora spp., y son muy escasas y aln poco probadas las
que incorporan resistencia a nematodos. Una técnica empleada en los Gltimos afios ha
sido el injerto sobre porta-injertos resistentes. De esta técnica y el manejo de las
resistencias a M. incognita, asi como sus caracteristicas especificas y prestaciones

agrondmicas se tratara en apartados posteriores.
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1.2.6. Empleo del injerto

En unos pocos invernaderos de produccion ecologica se utiliza al injerto de la
variedad productiva en porta-injertos portadores de resistencia a Meloidogyne incgnita y
a Phytophthora, para paliar los efectos de la tristeza o seca y de los dafios de agallas en

las raices producidos por el nematodo.

La resistencia a Phytophthora capsici y P. parasitica en los invernaderos del
Campo de Cartagena se ha mostrado eficaz, aceptable y estable (Ros et al., 2004b y
2007). La mayor parte de los porta-injertos comerciales disponibles en la actualidad se
comportan como resistentes al oomiceto y con buen comportamiento agronémico y
productivo (Sanchez et al., 2013). Algunos confieren a la variedad algunas cualidades
que le permiten soportar mejor los efectos de determinados estreses abidticos (Lopez-
Marin et al., 2013). Sin embargo, el injerto no es en la actualidad una alternativa a la
desinfeccion del suelo, ya que se producen fendmenos de fatiga del suelo para los porta-
injertos, de forma similar que para las variedades productivas cultivadas sin injertar
(Martinez et al., 2009), por lo que es precisa la desinfeccidn, aunque sea parcial para

paliar los efectos depresivos de la fatiga.

A diferencia de la estabilidad que la resistencia a Pyhtophthora ha mostrado en los
invernaderos del Campo de Cartagena, las resistencias a M. incognita se han
comportado de forma diferencial segin los genes implicados. En general un buen
namero de los porta-injertos comerciales que han sido evaluados por el Equipo de
Proteccion de Cultivos del IMIDA en los udltimos 12 afios presentan buen
comportamiento frente al nematodo (Ros, 2012; Ros et al.,, 2005 y 2011a). La
resistencia de estos porta-injertos se comporta como estable frente a algunas
poblaciones de M. incognita de los invernaderos del Campo de Cartagena (Ros et al.,
2007), pero se han seleccionado poblaciones virulentas que son capaces de remontar la
resistencia, al reiterar el cultivo de esos materiales en algunos invernaderos (Ros et al.,
2011b; Ros-1bafez et al., 2014). Tal comportamiento hace que no se considere el injerto
por si solo como una alternativa a la desinfeccién del suelo. Cuando se combina el
injerto con la desinfeccion del suelo (ya sea por medios quimicos o mediante

biosolarizacion) se logra mantener avirulentas las poblaciones, obteniéndose buenos
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niveles de control de los nematodos y cosechas similares a las de los desinfectantes

quimicos (Ros et al., 2011a; Guerrero et al., 2012).

El comportamiento de la resistencia a Meloidogyne incognita de los porta-injertos
comerciales y experimentales portadores del gen Me3 presenta no solo las deficiencias
inherentes a la seleccion de poblaciones virulentas, sino que una parte de las plantas se
infectan con bajos indices de nodulacion (forma de evaluar la severidad del dafio en las
raices) sin que se lleguen a manifestar sintomas (amarilleos, reduccion en el desarrollo,
etc.) de la enfermedad en la parte aérea de las plantas. Sin embargo, el injerto sobre
porta-injertos portadores del gen Mel de resistencia a M. incognita (al igual que las
primeras variedades comerciales de calidad productiva portadoras de este gen) se
contempla como una solucién al problema, siendo varios los materiales que han
mostrado estabilidad en la resistencia y en el comportamiento agronémico al evaluarlos
reiteradamente en suelos contaminados. En definitiva, las prestaciones de los porta-
injertos y del injerto como técnica cultural se contemplan, en la actualidad, como una
solucidn técnica que permita paliar los efectos de los nematodos, manteniendo niveles

adecuados de productividad.

1.3. Meloidogyne incognita

1.3.1. Caracteristicas del género

El género Meloidogyne comprende los denominado “nematodos formadores de
nddulos o agallas” (en inglés, root-knot nematodes, RKNs), y son endoparasitos
sedentarios obligados con una gran importancia econémica. Como patégeno de plantas,
representa uno de los mayores factores limitantes de la produccion de numerosos
cultivos. Tienen un amplio rango de hospedadores, que comprende mas de 3000
especies vegetales (hortalizas, cereales, frutales, cafia de azucar, café) (Abad et al.,
2003), en los que causan dafios severos que se traducen en importantes pérdidas
econdmicas (Siddigi, 2000). Estan altamente adaptados al parasitismo de la raices,
produciendo nddulos dentro de los cuales las hembras y su progenie disfrutan de

proteccion y del suministro continuo de nutrientes.

El dafio que ocasionan a los vegetales se debe principalmente a la alteracion de los

tejidos vasculares de la raiz, reduciendo la absorcion de nutrientes y agua, por lo que la
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planta manifiesta debilitamiento y disminucion del rendimiento productivo (Orton
Williams, 1972, 1973, 1974 y 1975; Siddigi, 2000; Abad et al., 2003). Ademas, los
efectos negativos de Meloidogyne se agravan en algunas ocasiones por interacciones
con otros microorganismos, como hongos (Fusarium, Rhizoctonia, Phytium) y bacterias

(Pseudomonas, Agrobacterium, etc.) (Siddigi, 2000).

Clasificacion taxondémica del género

Segun Siddiqgi (2000) y Karssen (2002) tiene la siguiente posicion sistematica:
Reino: Animalia
Phyllum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Heteroderidae
Subfamilia: Meloidogynae

Género: Meloidogyne Goldi, 1982

Principales especies patdgenas de cultivos

Hunt y Handoo (2009) enumeran un total de 97 especies identificadas dentro del
género Meloidogyne. La mayoria se han encontrado parasitando un pequefio rango de
hospedantes, como: M. acronea en raices de algodon (Gossypium hirsutum L.),
Sorghum vulgare, Pennisetum glaucum o céspedes en Sudafrica; M. citri parasitando
citricos en China; M. coffeicola en raices de café en Brasil. Otras, como M. incognita,
M. javanica, M. arenaria o M. hapla son polifagas, encontrandose parasitando raices de
innumerables hortalizas, arboles frutales y citricos (Siddiqi, 2000). Generalmente, se
admite que estas cuatro especies, junto a algunas especies emergentes (M. enterolobii,
M. chitwoodi), son responsables de la gran mayoria de dafios en cultivos a escala
mundial (Agrios, 2005).
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En Espafia se han censado 10 especies: Meloidogyne arenaria, M. artiellia, M.

hapla, M. hispanica, M. incognita, M. javanica, M. lusitanica, M. marioni, M. baetica,

que fue encontrada parasitando raices de olivo y descrita taxonomicamente por Castillo

et al. 2003, y M. dunensis, encontrada parasitando Cakile maritima (Cruciferae) y citada

y descrita por Palomares et al. (2007). De éstas, las méas frecuentes son M. arenaria, M.

hapla, M. incognita y M. javanica. La distribucion de estas cuatro especies en Espafia se

muestra el la figura 1.1.
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FIGURA 1.1. Distribucion de Meloidogyne incognita, M. hapla, M. javanica y M. arenaria en
Espafia. Diez-Rojo, 2010.

1.3.2. Principales caracteristicas de la especie

Morfologia

Meloidogyne incognita presenta diformismo sexual. Las hembras adultas son

endoparasitas con el cuerpo globoso o esférico en forma de pera (Orton Williams,
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1973). Los machos son filiformes y con una longitud entre 1108-1953 pum. Los
juveniles de primer y segundo estadio (J1 y J2; foto 9) son tambiéen filiformes y se
caracterizan porque su region caudal se adelgaza hasta un ternimus subagudo. Los de
tercer (J3) y cuarto estadio (J4) tienen forma de saco. Tanto el juvenil (J2) como el

adulto presentan un estilete robusto con el cual pican las raices para alimentarse.

Foto 9. Meloidogyne incognita, juvenil
de segundo estadio (J2).

Modo de reproduccion v ciclo de vida

M. incognita se reproduce exclusivamente de forma asexual mediante
partenogénesis mitdtica. Dentro del género, M. javanica y M. arenaria presentan igual
modo de reproduccién, auque también hay especies con reproduccién sexual y/o
partenogénesis meidtica (M. fallax, M. chitwoodi, M. hapla) (Chitwood y Perry, 2009).
A pesar de que el modo de reproduccion de M. incognita no implica recombinacién
genética, presenta una gran diversidad intraespecifica y elevada capacidad para
adaptarse al hospedante. Los estudios gendmicos sugieren que en el proceso evolutivo y
de especiacion pudieron ocurrir eventos de hibridacion y poliploidia, que conllevaron a
un genoma que presenta copias divergentes para la mayor parte de los genes, lo cual
explicaria el extraordinario potencial de esta especie para generar variabilidad aun
careciendo de reproduccién sexual (Castagnone-Sereno et al., 2013).
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El ciclo de vida de M. incognita se esquematiza en la figura 1.2. Comienza en el
huevo, donde aparece la primera de las cuatro fases juveniles (J1). Dentro del huevo
tiene lugar la primera muda, emergiendo como estadio juvenil (J2), el cual posee
capacidad migratoria y puede penetrar en los tejidos de la planta (fase infectiva). El
estadio J2 tiene energia suficiente para permanecer cierto tiempo (en torno a un mes,
aungue depende de las condiciones ambientales) en la busqueda y penetracion de la raiz,
estableciendo un sitio de alimentacion. Al penetrar en la raiz se mueve
intercelularmente, llegando a la altura de la base del cilindro vascular y migrando en
sentido ascendente. En la zona de diferenciacion de la misma se vuelve sedentario y
establece un punto de alimentacion permanente. En este punto de alimentacion y en
respuesta a las secreciones que el nematodo inyecta a las células del hospedante, se
producen varias divisiones nucleares sin citoquinesis, dando lugar a células grandes,
multinucleadas, llamadas “células gigantes”. Las células del hospedante alrededor del
lugar de alimentacion se dividen e hinchan, manifestandose externamente como nodulos
(agallas). EI nematodo ingiere el citoplasma de las células gigantes a través del estilete.

Luego pasa por dos fases juveniles (J3 y J4) hasta convertirse en adulto.

FIGURA 1.2. Diagrama del ciclo de vida de Meloidogyne incognita. J2: segundo estadio
juvenil; J3: tercer estadio juvenil; J4: cuarto estadio juvenil (Adaptado de Karssen y Moens,
2006).
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En el periodo de alimentacion, las hembras se van engrosando hasta tomar forma
de pera, y después de 15-30 dias comienza la puesta de huevos, que son expulsados a
través de la vulva dentro de una masa gelatinosa. Esta masa es secretada por las
glandulas rectales y tienen actividad pectolitica, celulolitica y proteolitica sobre las
células vegetales, lo que posibilita que se forme un canal desde el extremo posterior de
la hembra hasta la superficie de los nodulos radiculares. Al principio, esta masa es de
color blanquecino y al alcanzarse el momento de la eclosion se torna de color castafio.
Cada masa de huevos contiene generalmente entre 500 y 1000 huevos, que permanecen
protegidos dentro de la masa gelatinosa, eclosionando ante condiciones favorables de
humedad y el estimulo de los exudados de las plantas hospedantes. Los machos
aparecen bajo determinadas condiciones ambientales, pero no son funcionales
(Triantaphyllou, 1981). Mantienen su forma vermiforme durante toda la vida y viven de
modo libre en el suelo, posiblemente sin alimentarse (Orton Williams, 1973; Siddiqi,
2000).

La duracion del ciclo varia segun la temperatura. Por ejemplo, la temperatura
Optima de desarrollo de M. incognita es de 28 °C, en la cual el ciclo se completa en 30
dias. Al disminuir la temperatura el ciclo se alarga, de modo que a 20 °C dura 57-60
dias (Orton Williams, 1973). Al alejarse del optimo, la temperatura influye también
sobre la movilidad de la fase migratoria (J2), de modo que a 18 °C se ve afectada la
capacidad de penetracion en la raiz (Prot y Van Gundy, 1981; Roberts et al., 1981;
Roberts, 1987; Jefferes y Roberts, 1993). Por otra parte, a altas temperaturas (35.4 °C)
la reproduccidn se inhibe (Ploeg y Maris, 1999). Algunos autores proponen la existencia
de “termotipos”, adaptados a diferentes zonas y con distintos requerimientos de

temperatura (Dao, 1970), que responderian a la gran valencia ecol6gica de la especie.

Distribucién y hospedantes

M. incognita es la especie de su genero de mayor distribucion, con un rango de
hospedantes extremadamente amplio. Se ha localizado en todas las regiones célidas y
tropicales del mundo, encontrandose en Africa, Australia, América (Central y del Sur),
EEUU, India, Japon, Malasia, y también en suelos de invernaderos del norte de Europa,
Canada y antigua URSS (Orton Williams, 1973, Bello et al., 1994a y 1994b).
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Segun Eisenback (1997), su amplia distribucion se justifica por su adaptacién a
diferentes temperaturas, con un limite inferior de -1.1 °C como promedio en el mes méas
frio. No obstante, la mayoria de las poblaciones se encuentran en regiones con

temperaturas optimas para el desarrollo, entre los 24 °C y los 30 °C.

Se han identificado mas de 700 especies vegetales que pueden servir de hospedante
a M. incognita (Goodey et al., 1965), entre las que se incluyen: hortalizas como judias,
Brassica spp., zanahoria, Cucurbita spp., lechuga, okra, guisantes, tomate, pimiento;
pastos y leguminosas como pasto Bermuda, trébol, alfalfa; arboles y arbustos como té,
Prunus spp., Vitis spp.; cereales; especies ornamentales; malas hierbas; y otros cultivos
de gran importancia como cafia de azucar, patata, algodon y tabaco (Orton Williams,
1973).

1.3.3. Patogénesis en pimiento

En las raices de las plantas infectadas aparecen nédulos o agallas en los puntos de
instalacion de los juveniles (foto 10). Es en las raices secundarias donde primero
aparecen los nodulos. Las células picadas se agrandan (células gigantes) y los tejidos
proliferan, deformando la raiz. Las agallas se localizan en la zona cortical de la raiz,
pero alcanzan al sistema vascular, reduciendo la absorcion de nutrientes y el
movimiento del agua (Abad et al., 2003), por lo que cuando la infeccion es muy
acentuada, se presenta marchitez en la copa de la planta como sintoma inicial. Luego se
manifiesta un debilitamiento general, con reduccion en el crecimiento y en el tamafio de
la copa. Se generan entrenudos de los tallos mas cortos, aparecen amarilleamientos en
las hojas apicales (foto 11), que empiezan por la parte basal central de la hoja o del
foliolo y avanzan hacia los bordes, terminando por blanquear toda la superficie cuando
la infeccidn es intensa y prolongada. La cosecha disminuye en cantidad y calidad, y solo
en situaciones extremas las plantas llegan a secarse. Ademas, los efectos negativos se
agravan, en algunas ocasiones, por interacciones de otros patdgenos o con factores

abioticos como los excesos de agua.
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A _ |
Fotos 10 y 11. Nodulos en raiz (izq.) y amarilleos
incognita en pimiento.

i N
ocasionados por M.
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1.3.4. Caracteristicas de las poblaciones de los invernaderos del Campo de

Cartagena

En términos generales, las poblaciones de M. incognita de los invernaderos de
pimiento del Campo de Cartagena se comportan como patogenicas y de alto nivel de
agresividad, en base a los sintomas que producen. Se han identificado como
pertenecientes a la raza 2-pimiento por Robertson et al. (2006), sin que se haya
detectado algin grado de especializacion parasitaria, por lo que mantiene sus
capacidades patogenicas frente a un amplio rango de especies vegetales, en particular de

hortalizas.

La componente racial, desde el punto de vista patogénico y no de rango de
hospedantes en el que se basa la diferenciacién racial de Hartman y Sasser (1985), se
mantiene homogénea en la mayor parte de la superficie de los invernaderos en los que
M. incognita es un problema fitosanitario del suelo. Cuando se han realizado ensayos
del uso del injerto como alternativa de la desinfeccion quimica para el control de los
patdgenos del suelo, se ha puesto de manifiesto que la patogeneicidad se puede ver
modificada. Concretamente se ha constatado el desarrollo de poblaciones virulentas al
gen Me3, aspecto tratado con mas detalle en los aparatados 1.2.6 y 1.4.3, y que guarda
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similitud con casos ocurridos en otras areas geograficas para el gen N de pimiento
(Thies, 2011) o para el gen Mi de tomate (Kaloshian et al., 1996).

La dindmica de las poblaciones del nematodo y por tanto la evolucion epidémica de
la enfermedad estan relacionadas con las caracteristicas del suelo, con las condiciones
ambientales (temperatura, movimiento del agua y grado de humectacion del suelo, etc.)
y del cultivo, en particular de la variedad cultivada. En los invernaderos del Campo de
Cartagena, para el ciclo de cultivo del pimiento mas frecuente (ver apartado sobre
técnicas culturales), la temperatura del suelo en el momento de la plantacién no suele
superar 14-15°C, por lo que el nematodo tiene limitaciones térmicas para evolucionar,
para moverse y para infectar el pimiento. A medida que va aumentando la temperatura
en el suelo se va acortando el ciclo evolutivo del nematodo y aumenta el potencial
multiplicador, de forma que a partir de mediados de abril las limitaciones se reducen por
alcanzarse 20°C en el suelo (temperatura Optima para el desarrollo de M. incognita).
Este parece un momento epidemiologicamente critico (A. Lacasa, comunicacion
personal) pues a partir de estas fechas se pueden producir solapes generacionales y
producirse explosiones demograficas, que pueden resultar incontrolables si la poblacion

de partida (al inicio del cultivo) era elevada.

Las modificaciones en la tecnologia del cultivo en los invernaderos, como los tipos
de pléastico de las cubiertas, la disposicion de dobles cubiertas y complemento de fibras
textiles para la mejora de la temperatura, influyen en la temperatura del suelo y en la
evolucidn de las poblaciones de los nematodos y otros patégenos del suelo, asistiéndose
en la actualidad a cambios en los modelos epidemiol6gicos con importantes

repercusiones para las enfermedades producidas por los nematodos.

En todos los invernaderos del Campo de Cartagena el riego se realiza por
goteadores, lo que supone una restriccion en el movimiento horizontal del agua y en
superficie (si el riego se realiza de forma adecuada y el suelo no se encuentra
apelmazado). El sistema, en si, supone una limitacion al desplazamiento de los juveniles
en el suelo, en comparacion al riego a toda superficie o por surcos. Esta limitacion
supone una forma de control de la enfermedad, al menos, en las fases iniciales del
cultivo, ya que las frecuencias de riego son largas (una o dos veces por semana) y los
caudales son reducidos (las exigencias son también bajas). Sin embargo, a partir de
mediados de mayo las exigencias propias del cultivo y la deficiente calidad del agua de
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riego hacen que los riegos sean mas frecuentes (una vez al dia) y con mayores
dotaciones. Esto supone que los bulbos se solapen, que la superficie permanezca mas
tiempo humeda, por lo que la dispersion de las poblaciones no se ve limitada, dentro de
una misma fila de plantas. En consecuencia la epidemia se ve favorecida y la incidencia

de la enfermedad aumentada.

La mayor parte de los suelos de los invernaderos hemos dicho que son franco-
arcillosos, a veces pesados por bajo contenido en materia organica, y con reducida
capacidad de infiltracion y reducida capacidad de drenaje al asentarse en costra
petrocélcica. Esto supone que la humedad en superficie sea elevada cuando los riegos
son frecuentes (se llegan a producir efectos de asfixia radicular y del cuello de las
plantas, Tello et al., 1987). De esta manera la dispersion del nematodo se ve facilitada y

la incidencia del patdgeno llega a ser elevada al final del verano.

1.4. Las resistencias genéticas en el pimiento

1.4.1. Tolerancia a estreses abiéticos

Entre los principales factores abidticos que afectan negativamente al cultivo del
pimiento figuran la escasez y exceso de agua, alta salinidad de suelo y agua, deficiencia
y exceso de intensidad luminosa o valores extremos de temperatura. Bajo tales
condiciones las plantas pueden presentar deficiencia en el desarrollo, en la produccién y
en la calidad de los frutos, apareciendo en muchas ocasiones fisiopatias como asfixia de
raiz y cuello, pudricién apical, manchado-decoloracién o malformacion de frutos (Nuez
et al., 1996; Djian-Caporalino et al., 2007a). Debido a la diversidad genética del
pimiento y la amplitud de su area de cultivo, se pueden encontrar variedades adaptadas
a condiciones ambientales mas extremas. Sin embargo, la tolerancia a tales condiciones
esta relacionada con caracteres fenotipicos complejos como fertilidad, sistema radicular,
cuajado de frutos, crecimiento vegetativo, etc., que suelen estar controlados por
sistemas poligénicos y de expresion cuantitativa. Ademas, muchas fisiopatias suelen ser
por interaccion de varios factores, como por ejemplo la pudricion apical de frutos
causada por estrés hidrico y de nutricion mineral, de manera que el estudio genético de

la tolerancia a estreses abidticos es muy complejo y hace dificil su aplicacion en la
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mejora de variedades de pimiento (Nuez et al., 1996; Bosland y Botava, 2000;

Bojérquez-Quintal et al., 2014).

1.4.2. Resistencia a patdgenos
Virus

Se conocen méas de 20 virosis pertenecientes a 15 grupos de virus que afectan al
pimiento. Los principales géneros de virus, y las fuentes de resistencia conocidas se

indican a continuacion:

Tobamovirus

La transmision es de forma mecanica, en las manipulaciones agricolas, 0 mediante
semilla. Los sintomas mas frecuentes son mosaico fuerte 0 medio, necrosis de partes
vegetativas, esterilidad y malformacién y decoloracion de frutos. Las principales
especies que afectan a pimiento son el TMV (Tobacco mosaic virus), el ToMV (Tomato
mosaic virus) y el PMMV (Pepper mild-mosaic virus). La resistencia es monogenica y
dominante y se caracteriza por una respuesta de hipersensibilidad. Esta controlada por el
locus L, del cual se conocen cuatro alelos con resistencia especifica a diversos patotipos.
L1, procedente de C. annuum, confiere resistencia a las cepas mas comunes de TMV y
ToMV (patotipo 0). L2, procedente de C. frutescens es eficaz contra cepas virulentas al
anterior alelo. L3, procedente de C. chinense otorga resistencia a TMV, ToMV, PMMV
(patotipos 1, y 1.2) y a otros Tobamovirus. L4, procedente de C. chacoense otorga
resistencia a todos los patotipos anteriores mas el patotipo 1.2.3 de PMMYV (Tm3) que
es virulento a L3 (Boukema, 1980 y 1984; Kovacs et al., 2004; Ozkaynak et al., 2014).

Cucumovirus

CMV (Cucumber mosaic virus) es la especie de mayor importancia. Los sintomas
mas caracteristicos son mosaico puntiforme en hojas, hojas filiformes, necrosis en hoja
de roble, malformacion de frutos con decoloraciones anulares. EI modo de transmision
es por afidos (pulgones) en la forma no persistente (Chaim et al., 2001). Se conocen
diversas fuentes de resistencia parcial y de campo, de herencia poligénica y expresion
cuantitativa, identificadas en C. annuun y especies relacionadas (Caranta et al., 1997a y
2002; Grube et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Yao et al., 2013).
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Potyvirus

Las principales especies de este género son PVMV (Pepper veinal mottle virus)
presente en Africa subshahariana, CVMV (Chili veinal mottle virus) prevalente en Asia,
TEV (Tobacco etch virus) y PepMoV (Pepper mottle virus) presentes principalmente en
América; PSMV (Pepper severe mosaic virus) y PYMV (Pepper yellow mosaic virus)
presentes en el Centro y Sur de Ameérica; y PVY (Potato virus Y) que es el méas ubicuo
del género, presente en Europa y del que se conocen varios patotipos (Djian-Caporalino
et al., 2007a). La transmision es por afidos, y Myzus persicae se considera el vector mas
importante (Janzac et al., 2008 y 2009). Los sintomas son muy diversos, pudiendo
presentar desde moteado en mosaico de hojas y frutos hasta colapso y necrosis del tallo.
Se han encontrado numerosas variedades con diferente nivel de resistencia (Djian-
Caporalino et al., 2007a), que consiste en una respuesta de hipersensibilidad, y se han
identificado diversos genes mayores dominantes o recesivos (Kyle y Palloix, 1997) y
QTLs (Caranta et al., 1996 y 1997b). El alelo dominante del gen Pvr4, portado por la
variedad Criollo de Morelos 334, esta considerado uno de los de espectro mas amplio,
confiriendo resistencia frente a PVY (patotipos 0, 1 y 1-2), PepMoV y PSMV
(Dogimont et al., 1996, Janzac et al., 2009).

Tospovirus

Son transmitidos por trips. La especie mas importante y extendida es el TSWV
(Tomato spotted wilt virus) cuyo vector es el trip Frankliniella occidentalis. Los
sintomas méas comunes son mosaico en hojas, necrosis de hojas y tallo, y decoloracion y
manchado anular del fruto. La resistencia que se conoce procede de C. chinense y viene
dada por un gen dominante, el Tsw que confiere una reaccion de hipersensibilidad,
(Moury et al., 1997 y 2000; Suzuki, 2003), pero que no es efectivo a otros tospovirus y
es termosensible, inactivandose a altas temperaturas (Moury et al., 1998). Ademas han

surgido formas virulentas que prevalecen en campo (Margaria et al., 2004).
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Hongos de evolucién aérea

Leveillula taurica

Causante de la oidiopsis del pimiento que afecta a las hojas, reduciendo su
funcionalidad y llegando a causar la defoliacion de la planta. Tiene elevada incidencia
en climas mediterraneos y cultivos protegidos en Europa. La resistencia es de herencia
poligénica habiéndose identificado hasta 7 QTLs (Lefebvre et al., 2003). Se conoce un
QTL mayor procedente de Capsicum annuum que confiere un elevado nivel de

resistencia (Eggink et al., 2013).

Botrytis cinerea

Hongo necrotrofo que se alimenta de tejidos sobre los que previamente induce la
muerte mediante la produccion de toxinas. Tiene alta incidencia en cultivos protegidos
cuando la humedad relativa es elevada. No se conocen fuentes de resistencia, auque si
se han observado diferencias de susceptibilidad entre variedades (A. Lacasa,

comunicacion personal).

Traguemicosis u hongos vasculares

Son hongos del suelo que infectan la planta colonizando y obstruyendo los vasos
lefiosos, provocando la marchitez de la planta, la defoliacion prematura y la muerte. En
nuestro pais Verticillium dalhiae es el responsables de las alteraciones vasculares en
zonas templadas (Palazon, 1988; Larregla, 2003). Se dispone de poca informacion
respecto a fuentes de resistencia a este hongo, aunque se ha comprobado que es de tipo

poligénico (Palloix et al., 1990).

Oomicetos

Varias especies del género Phytophthora son patdgenas del pimiento afectando a
diversas partes de la planta, aunque debido a su presencia en el suelo y el agua, son la
raiz y tallo a las partes que principalmente ataca, necrosando los tejidos y causando el
marchitamiento y muerte de las plantas, (enfermedad conocida como seca” o “tristeza”
del pimiento) (Palazén y Palazén, 1989; Larregla, 2003). A escala mundial esta
considerado como uno de los principales problemas patogénicos del pimiento, ya que
aparece practicamente en todas las zonas de cultivo, siendo muy dificil su erradicacion.
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P. capsici es la especie mas patégena a pimiento, aunque en determinadas zonas, otras
especies como P. nicotianae pueden ser de mayor importancia (Guerrero, 2013). Debido
a su importancia las fuentes de resistencia en pimiento han sido muy estudiadas. Se han
identificado variedades, como ‘Criollo de Morelos 334’ o ‘Perennial’, con elevado nivel
de resistencia, y se ha determinado que la resistencia es de efectos cuantitativos, no
especifica de raza, estable y durable. EI modo de herencia es poligénico, habiendo
implicados entre 7 y 9 QTLs repartidos por varios cromosomas, presentando ademas
interacciones génicas (Lefebvre y Palloix, 1996; Thabuis et al., 2003; Bonnet et al.,
2007; Truong et al., 2012). Entre estos se ha identificado un QTL de efectos mayores en
el cromosoma P5 (Mallard et al., 2013).

Bacterias

Suponen un problema importante en zonas intertropicales, donde se dan
condiciones climéaticas humedas y calidas. Las especies mas importantes por la

dimensién de sus dafios son:

Xanthomonas campestris

Causante de necrosis y podredumbres en hojas, frutos y tallo. Se identificaron
varios genes mayores de resistencia (Bsl, Bs2, Bs3) especificos de raza (Cook y
Guevara, 1984; Kim y Hartmann, 1985), aunque posteriormente se describieron algunos
casos de virulencia (Minsavage et al., 1990; Kousik y Ritchie, 1998). Posteriormente se
han identificado fuentes de resistencia que presentan mas estabilidad frente a diferentes
razas (Poulos et al., 1991; Szarka et al., 2002).

Ralstonia solanacearum

Es un patogeno del suelo, no presente en los cultivos espafioles, que infecta la raiz
y se propaga por el tallo causando marchitez. Se han identificado algunas fuentes de
resistencia parcial en variedades locales de colecciones de germoplasma (Kim y Kim,
2004; Lafortune et al., 2005), que dependiendo del aislado y material vegetal presentan
un modo de herencia oligo o poligénico, de naturaleza cuantitativa y con notables
efectos aditivos (Tran y Kim, 2010).
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1.4.3. La resistencia a Meloidogyne spp.

Origen y genes implicados

En la actualidad se han identificado hasta 9 genes de resistencia a especies del

género Meloidogyne, todos caracterizados como simples, dominantes y de tipo

cualitativo (tabla 1.2).

TABLA 1.2. Caracteristicas de los genes de resistencia frente a Meloidogyne spp. en pimiento.

Gen Resistencia ~ Origen Crom. Referencias
conferida
N M. incognita C. frutescens: ‘Santanka P9 Hare 1966; Fery et al., 1998;
: XS’; ‘405B Mexico’ Djian-Caporalino et al.,
M. arenaria ’ -
arenarl 1999: Fazari et al., 2012
M. javanica
M. hapla
Mel M. incognita  ‘PI201234’-Centroamérica P9 Hendy et al, 1985;
; Castagnone-Sereno et al.
M. arenaria .. : !
o 1996; Djian-Caporalino et
M. Javanica al., 1999, 2001 y 2007b;
Me2  M.javanica  ‘PI201234’-Centroamérica Fazari et al., 2012
M. hispanica
Me3 M. incognita  ‘PI322719’- India P9
M. arenaria  ‘CM334’- México
M. javanica.
Me4  M.arenaria’®  ‘PI322719’- India P9
Me5 M. javaniva®  “Yolo Wonder’-EEUU
Me6 M. javanica® ‘Yolo Wonder’-EEUU Wang y Bosland, 2006
M. arenaria’
Mechl M. chitwoodi ‘CM334’-México P9 Berthou et al., 2003; Djian-
Mech2 M. chitwoodi  ‘P1201234’-Centroamérica P9 Caporalino et al., 2004,

Djian-Caporalino et al.,
2007b

'Aislado “Ain Taoujdate”

2Aislado “Abou Dhabi”

Determinados aislados de poblaciones francesas

El gen N fue el primero que se identificO (Hare, 1957) en dos lineas de C.

frutescens denominadas ‘Santanka XS’ y ‘405B Mexico’ y después transferido a lineas

susceptibles de C. annuum obteniendo la variedad ‘Mississipi Nemaheart’ (Hare, 1966).

=40 -



INTRODUCCION GENERAL

Posteriormente, a partir de la anterior variedad, el gen N se introgreso en dos variedades
de interés comercial que lo presentan en homocigosis, obteniendo ‘Carolina Wonder’
(con ‘Yolo Wonder B’ como parental recurrente) y ‘Charleston Belle’ (con ‘Keystone
Resistant Giant” como parental recurrente) (Fery et al., 1998). Paralelamente se
documentaron lineas de C. annuum, ‘Carolina Hot’, y de C. chinense, ‘PA-353", ‘PA-
398’ y ‘PA-426’, resistentes a Meloidogyne spp. (Martin y Crawford, 1950 y 1958; Fery
y Thies, 1997). Sin embargo, diversos estudios genéticos llegan a la conclusién de que
la resistencia en estas lineas es conferida principalmente por un gen dominante, alélico
al gen N presente en ‘Mississipi Nemaheart” (Fery y Dukes, 1996; Fery y Thies, 1998 y
2000).

Respecto a los genes de resistencia Me, los primeros fueron identificados por el
equipo del Dr. Pochard del INRA de Montfavet (Francia) en 1985, todos en C. annuum.
Mel y Me2 se identificaron en la linea ‘PI 201234’ (="PM217’) originaria de América
Central, Me3 y Me4 en la linea ‘P1322719° (="PM687’) originaria de la India y Me5 en
‘Yolo Wonder’ (variedad obtenida en Estados Unidos). En el mismo estudio se
caracterizo la resistencia de cada gen, resultando que Mel y Me3 conferian un amplio
espectro de resistencia, siendo los Unicos eficaces frente a M. incognita. Igualmente ya
se indicd que estos dos genes no eran alélicos, aunque estaban ligados junto a Me4 en
un mismo cromosoma (Hendy et al., 1985). Posteriormente se identificd otro gen en la
linea Criollo de Morelos 334 (‘CM334’), al que se le denomind como Me7 (Pegard et
al., 2005; Djian-Caporalino et al., 2007b) y responsable de la resistencia conocida con
anterioridad frente a varias especies de nematodos (Nuez et al., 1996; Djian-Caporalino
et al., 1999). Sin embargo, estudios de alelismo llevados a cabo recientemente
demostraron que Me7 es alélico a Me3 (Fazari et al., 2012). Me6 se identific6 en “Yolo
Wonder’ aunque su resistencia parece limitada a determinados aislados o poblaciones
de Meloidogyne, segun comentario personal de C. Djian-Caporalino a D. Wang y P.
Bosland (2006). Por Gltimo se describieron dos genes simples confiriendo resistencia
frente a M. chitwoodi, Mechl identificado en ‘CM334’ y Mech2 identificado en
‘PM217° (="PI 201234’) (Berthou et al., 2003; Djian-Caporalino et al., 2004).

Los estudios de localizacion en el mapa genético del pimiento de estos genes han
permitido determinar que Mel, Me3, Me4, Mechl, Mech2 y N estan ligados en una

region de 31.2 cM del cromosoma P9 (figura 1.3) y concretamente Mel, Me3 y N, que
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son los Unicos eficaces frente a M. incognita, se situan dentro de un intervalo de 9 cM
(Castagnone-Sereno et al., 2001; Djian-Caporalino et al., 2007b; Fazari et al., 2012).
También se ha visto que esta region cromosomica del pimiento alberga factores de
resistencia a otros patdgenos (Phytophthora, Xanthomonas) y guarda sintenia con una
region del cromosoma T12 del tomate y con una region del cromosoma XIlI de la patata
que albergan factores de resistencia a nematodos (Djian-Caporalino et al., 2007b)
sugiriendo ser un region homologa entre solaniceas que contienen un cluster de

resistencias a patdgenos.

0.0 '{“ﬂ;e;l’;é)
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12.1 HMB0
—
231 Ilr-\.f}:!ef_)
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01 \H (N DHm2
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FIGURA 1.3. Posicion de algunos de los genes de resistencia a
Meloidogyne spp. mapeados en el cromosoma P9 (Fazari et al., 2012).

Genes de resistencia a M. incognita. Durabilidad y prestaciones

Dentro de los genes identificados hasta ahora confiriendo resistencia a

Meloidogyne spp. Unicamente tres genes, N, Mel y Me3, otorgan resistencia a M.
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incognita. Debido a su importancia estos tres genes han sido muy estudiados y

caracterizados.

El gen N se ha mostrado efectivo contra las principales especies, que incluyen M.
incognita, M. arenaria, M. javanica y M. hapla (Hare, 1957 y 1966; Fery et al., 1998;
Djian-Caporalino et al., 1999; Thies y Fery, 2000), resultando efectivo en condiciones
de campo (Thies et al., 2003). Sin embargo, su eficacia disminuye a temperaturas del
suelo superiores a 28-30°C (Thies y Fery, 2000). También se han documentado
poblaciones virulentas de M. incognita en condiciones de campo (Thies, 2011), y
ademas en inoculaciones de plantas portadoras del gen N con poblaciones de M.
incognita de los invernaderos de la Regién de Murcia se obtuvieron altos valores de

infeccion (C. Ros, comunicacién personal; datos no publicados).

El gen Mel se ha mostrado eficaz frente a M. incognita, M. javanica y M. arenaria
(Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999; Castagnone-Sereno et al., 2001),
siendo ademas estable a temperaturas elevadas (Djian-Caporalino et al., 1999). Ademas
ha mostrado una alta estabilidad y durabilidad, no habiéndose documentado la aparicion
de poblaciones virulentas del nematodo, ni en condiciones de laboratorio (Castagnone-
Sereno, 1996; Djian-Caporalino, 2011) ni tampoco en condiciones de campo (Ros,
2012; Djian-Caporalino et al., 2014; Ros-Ibafiez et al., 2014). La alta estabilidad del
gen se ha relacionado con el tipo de mecanismo de defensa que la confiere, que permite
la entrada y colonizacion de la raiz por parte del nematodo, que posteriormente (7-10
dias después) desencadena una serie de reacciones que bloquean el suministro de
nutrientes al nematodo e impide su desarrollo (Bleve-Zacheo et al., 1998; Pegard,
2005). Este mecanismo implicaria complejas reacciones en la planta que evitarian la
seleccién de poblaciones virulentas y/o dificultarian la adquisicion de virulencia debido

al requerimiento de varias mutaciones simultaneas en el genoma del patégeno.

El gen Me3 también se ha mostrado eficaz frente a M. incognita, M. javanica y M.
arenaria, y estable a temperaturas elevadas (Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al.,
1999; Castagnone-Sereno, 2001). Sin embargo, bajo condiciones controladas se han
obtenido aislados virulentos de M. incognita para este gen, a partir de aislados
avirulentos (Castagnone-Sereno, 1996), y también en campo se ha demostrado el

desarrollo de poblaciones virulentas a partir del segundo afio, reiterando el cultivo de
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plantas portadoras de Me3 (Ros, 2012; Ros-ibafiez et al., 2014). La adquisicion de
virulencia se ha relacionado con el mecanismo de defensa de la planta consistente en
una répida respuesta (reaccion de hipersensibilidad) que desencadena la necrosis de las
células adyacentes al lugar donde el nematodo pica para penetrar en la raiz (Bleve-
Zacheo et al., 1998; Pegard et al., 2005). Este mecanismo implicaria una elevada
presion de seleccion de los individuos hacia aquellos fenotipos capaces de superar la
barrera de defensa de la planta. Ademas, se ha hallado una zona del genoma de M.
incognita que posee alta plasticidad y codifica una familia de proteinas relacionadas con
la capacidad de adquisicion de virulencia hacia el gen Mi del tomate, el cual confiere un
mecanismo de resistencia similar al de Me3 de pimiento (Abad et al., 2003;
Castagnone-Sereno et al., 2009). No obstante, se ha encontrado que la ganancia de
virulencia tiene un coste en la reproducciéon del nematodo, constatindose una mayor
reproduccion sobre plantas susceptibles de pimiento de aislados de M. incognita

avirulentos en relacion a los virulentos a Me3 (Djian-Caporalino et al., 2011).

Otras fuentes de resistencia

Ademas de los genes de resistencia citados anteriormente, se han encontrado
algunas lineas de pimento con resistencia a Meloidogyne spp., pero que posteriormente
no se han llegado a caracterizar genéticamente o bien, cuando se han caracterizado no se

ha determinado claramente si se trataria de nuevos factores de resistencia.

Di Vito et al., (1991) encontraron resistencia a varias especies de Meloidogyne
(incluyendo M. incognita) en varias lineas de Capsicum spp. Concretamente llegé a
identificar un gen recesivo en C. anuum y al menos un gen dominante en lineas de C.
frutescens, C. chacoense y C. chinense confiriendo resistencia a M. incognita, M.
arenaria 'y M. javanica (Di Vito et al., 1993 y 1999). Sin embargo, no hay constancia de

gue posteriormente se haya profundizado mas en la determinacion de estos genes.

Respecto a resistencias de tipo cuantitativo son muy poco conocidas en pimiento,
aunque en varios estudios se reflejan observaciones de diferente nivel de resistencia
entre lineas de pimiento. En este sentido Fery y Dukes (1996) compararon la resistencia
de ‘Missisippi Nemaheart” (portador del gen N) con ‘Carolina Hot’ y observaron mayor
nivel de resistencia en esta ultima linea. El analisis genético determind que ese mayor

nivel de resistencia era debido a un gen recesivo portado por ‘Carolina Hot” adicional al
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N. Sin embargo, otro estudio posterior contradice tal hipétesis concluyendo que ambas
variedades portan solo el gen N que tendria efectos aditivos (Souza-Sobrinho et al.,
2002), aunque la metodologia empleada en la evaluacion de la resistencia podria no ser
adecuada para una correcta interpretacion de los resultados. Djian-Caporalino et al.
(1999) testaron varias lineas de pimiento frente a dos aislados de M. incognita y
encontraron menor nivel de infeccion en las lineas ‘Yolo Wonder” ‘H3’ y ‘SC81’ que en
la linea ‘DLL’ sugiriendo la presencia de genes menores en aquellas lineas como causa

de su resistencia parcial.
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2.1. Justificacion

2.1.1. La desinfeccion quimica y la problematica actual

Se tiene constancia que desde el inicio del cultivo del pimiento en invernaderos del
Campo de Cartagena los nematodos constituyeron un problema que requirié de la
desinfeccion del suelo en preplantacion. Al parecer, entre 1973 y 1982 para las
desinfecciones se utilizaron productos como 1,3-dicloropropano + 1,3-dicloropropeno,
metam sodio, nabam y la combinacion de varios, resultando ser los nematodos un

problema principal.

La dispersion de Phytophthora capsici en los invernaderos a medida que aumentd
la superficie cultivada de pimiento, resulté un factor limitante del cultivo e hizo que los
nematodos no fueran el Unico objetivo de la desinfeccion. Por ello, en 1983 ya se
realizaron desinfecciones con bromuro de metilo, alternandolas con metam sodio en
rotaciones de dos afios. A partir de 1988 todos los invernaderos se desinfectaron con
bromuro todos los afios, por su amplio espectro biocida y por su eficacia, y los

nematodos dejaron de ser un problema (Lacasa y Guirao, 1997).

En 1997 se inicio6 la basqueda de alternativas al bromuro de metilo por los efectos
nocivos que provoca sobre la capa de ozono, reduciéndose progresivamente la dosis de
aplicacion y la superficie desinfectada con el gas entre 1998 y 2005, segln los acuerdos
del Protocolo de Montreal de 1997 suscrito por Espafia. En 2005 y 2006 se dispuso de
un uso critico del bromuro de metilo, autorizado por el MBTOC para una parte de la
superficie, mientras se adaptaban los sistemas de cultivo a nuevas formas de

desinfeccion, sustitutas del bromuro de metilo.

Desde 2006 a la actualidad la mayor parte de los invernaderos se vienen
desinfectado todos los afios con la mezcla de 1,3-dicloropropeno + cloropicrina,
disponiendo de una autorizacion de uso excepcional de ambas substancias por periodos
anuales de 120 dias desde 2010. Los dos compuestos se encuentran en fase de revision
desde 2014, de acuerdo a las disposiciones de la Directiva Europea 91/414/EEC
(Reglamento 1107/2009 on Plant Protection Products). Esta disposicion ha motivado
limitaciones en el uso de los fitosanitarios, en particular de los desinfectantes del suelo
(Collaetal., 2012).
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Los otros desinfectantes quimicos, en la actualidad autorizados (generadores de
metil-isotiocianato), se considera tienen actividad general y eficacia parcial, por lo que
su uso es reducido, al necesitar de medidas complementarias durante el ciclo de cultivo
para mantener niveles adecuados de control de los patdgenos en un cultivo como el del
pimiento en invernadero que es de larga duracion (8-9 meses en el Campo de
Cartagena) (Ros et al., 2004a). Las medidas complementarias adoptadas suelen consistir
en la aplicacion de compuestos quimicos, con actividad especifica sobre los patdgenos

principales, durante el desarrollo del cultivo.

La biosolarizacion utilizando varias enmiendas organicas se ha mostrado eficaz
para el control de Phytophthora si se inicia la solarizacion en agosto (Guerrero et al.,
2004b), pero la eficacia para Meloidogyne resulta aleatoria al depender de las
condiciones climéticas del periodo de desinfeccion de cada afio (Guerrero et al., 2012,
2013 y 2014b; Nufez-Zofio et al., 2013). Pese a las deficiencias, esta forma de
desinfeccion se aplica en mas del 20% de los invernaderos de pimiento con cultivo

convencional y en todos los calificados en agricultura ecoldgica

Desde 2003 en que las dosis de aplicacién del bromuro fueron reducidas y la
superficie desinfectada con el gas también fue reducida, las deficiencias en el control de
Meloidogyne se hicieron patentes en algunos invernaderos pasando a ser un problema
relevante. Las limitaciones en las prestaciones de la desinfeccibn con 1.3-
dicloropropeno + cloropicrina para el control del nematodo se han ido poniendo de
manifiesto en invernaderos con largo ciclo de cultivo, segin se ha reiterado la
desinfeccion, y Meloidogyne se presenta como un problema emergente cada vez en

mayor superficie.

En 2012, una prospeccion realizada en los invernaderos del Campo de Cartagena
puso de manifiesto que Meloidogyne es un problema principal o clave en méas del 50%

de los invernaderos evaluados (C. Ros et al., datos no publicados).

2.1.2. Las resistencias, sus prestaciones agronémicas y su durabilidad

El uso de resistencias vegetales esta considerado como uno de los mejores métodos
de control de patogenos debido a su eficacia, no implicar riesgos para la salud y el

medio ambiente y ser un método sostenible econémicamente.
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El uso de resistencias genéticas se puede ver limitado debido a varios factores
como la ausencia especifica de fuentes de resistencia o la dificultad de su introgresion
en variedades de interés. Sin embargo, en la mayoria de casos en los que se dispone de
resistencias adecuadas el principal factor limitante lo constituye la aparicion de formas
virulentas de los patdgenos que ponen en riesgo la durabilidad de las resistencias
entendiendo ésta como la presencia de su efectividad prolongada en el tiempo y estable
en una amplia area de cultivo bajo condiciones favorables para el desarrollo de la
enfermedad (Johnson, 1981). Se ha visto que la durabilidad de las resistencias esta
estrechamente ligada a su naturaleza genética habiéndose constatado que, generalmente,
aquellas conferidas por genes mayores de resistencia cualitativa (resistencias
oligogénicas frecuentemente asociadas a una repuesta de hipersensibilidad) son mas
efimeras y remontables por razas especificas del patdgeno que las conferidas por varios
genes de efectos cuantitativos (QTLs) (Van der Planck, 1968; Lindhout, 2002; Ayliffe
et al., 2008; Kou y Wang, 2010).

Actualmente los muchos estudios sobre resistencias genéticas van dirigidos a
estrategias para mantener su durabilidad. En este sentido, en distintos patosistemas se ha
demostrado que la introgresion de genes mayores de resistencia en fondos genéticos con
factores cuantitativos de resistencia incrementa la eficacia de las resistencias (Palloix et
al., 2009; Brun et al., 2010). También se ha observado que determinadas estrategias
agronomicas de uso de las resistencias, como la alternancia, la piramidalizacion o el co-
cultivo de genes diferentes de resistencia pueden favorecer su durabilidad (Fabre et al.,
2012; Mundt, 2014).

2.1.3. La base genética de resistencia a Meloidogyne y la adaptacion a las areas y

sistemas de cultivo

Como se ha indicado anteriormente, se tiene constancia de la fragilidad de las
resistencias a M. incognita conferidas por los genes N y Me3; el primero por su perdida
de eficacia a temperaturas elevadas y ambos por la aparicion de poblaciones virulentas
del nematodo (Castagnone-Sereno, 1996; Thies y Fery, 2000; Thies, 2011). El
desarrollo de virulencias hacia el gen Me3 también se ha constatado en los invernaderos
de pimiento de la Region de Murcia, mientras que el gen Mel se ha mostrado como la

unica fuente de resistencia durable (Ros, 2012; Ros-Ibafiez et al., 2014). No obstante, en

-51 -



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

ensayos llevados a cabo en el sureste de Francia se ha demostrado un descenso en la
resistencia al reiterar el cultivo de un genotipo portador de Mel con fondo genético
susceptible, que evidencia el riesgo de rotura de resistencia por el nematodo (Djian-
Caporalino et al., 2014). Este efecto también ha sido estudiado en condiciones
controladas por Barbary et al., (2014) quienes demostraron que la introgresion de los
genes Mel y Me3 en el fondo genético de ‘Yolo Wonder’ (resistente parcial) mitiga la

aparicion de individuos de M. incognita virulentos.

Sin embargo, aun es escaso el conocimiento de la influencia del fondo genético
sobre los genes de resistencia frente a poblaciones diversas de Meloidogyne spp.,
incluyendo poblaciones virulentas, tanto en condiciones controladas como de campo.
Ademas, el hecho de que las fuentes de resistencia conocidas procedan de regiones con
clima distinto (Centroamérica, México e India) las predispone de una base genética
poco adaptada a las condiciones de cultivo de la Region de Murcia, siendo preferible
introgresar dichas resistencias en materiales autoctonos bien adaptados a los factores
edafoclimaticos y su posterior evaluaciébn como porta-injertos. Algunas de estas
cuestiones se plantearon como fruto de los resultados de la tesis doctoral de C. Ros
(2012) que revelaron diferencias en el nivel de resistencia entre variedades porta-
injertos portadoras de un mismo gen y mostraron una buena adaptacién y
comportamiento agrondémico de algunas variedades porta-injertos desarrolladas por el
IMIDA.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

En base al conocimiento actual sobre las prestaciones agrondmicas de la resistencia
a nematodos, el objetivo de esta tesis es conocer el efecto del fondo genético sobre las

resistencias a Meloidogyne incognita en pimiento.

2.2.2. Objetivos especificos

Debido a la practica ausencia de variedades de pimiento de interés comercial con
resistencias a los principales patogenos del suelo (Meloidogyne spp. y Phytophthora

spp.), actualmente el injerto constituye la Unica forma que permite el empleo de
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resistencias en el control de estos patdgenos en los cultivos de la Region de Murcia. En
este sentido los estudios llevados a cabo en esta tesis se han orientado hacia su
aplicacion en la mejora genética de portainjertos resistentes a Meloidogyne incognita
que estén bien adaptados a las condiciones de cultivo de la Region de Murcia. Por tanto

se proponen los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la resistencia de campo frente a M. incognita y el comportamiento
agrondmico como porta-injertos de variedades locales de pimiento.

Conocer la influencia del fondo genético del pimiento controlando la resistencia
cuantitativa cuando se combina con genes mayores de resistencia a
Meloidogyne, y estimar su efecto reduciendo la reproduccion de aislados de

distinta virulencia a los genes Me.

Estudiar el efecto del fondo genético en la estabilidad de los genes mayores de
resistencia a M. incognita, en genotipos cultivados como porta-injertos en

invernadero.

- Como consecuencia de la observacion en la variedad ‘Costal’ de resistencia
parcial y estable frente a M. incognita se propone caracterizar genéticamente

esta nueva fuente de resistencia.

Llevar a cabo estudios preliminares sobre estrategias de uso durable de las

resistencias a M. incognita en cultivos de pimiento en invernadero.
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3.1. Material vegetal

3.1.1. Material del IMIDA

Lineas puras

Con el fin de estudiar la influencia del fondo genético sobre los genes mayores de
resistencia, se eligieron: i) variedades portadoras de genes de resistencia conocidos; ii)
variedades de diferente fondo genético, no portadoras de genes mayores de resistencia.
Estas ultimas se han cultivado tradicionalmente en la Region de Murcia, se adaptan bien
a las condiciones del cultivo al aire libre, aunque no se tenian antecedentes de su
comportamiento frente a Meloidogyne incognita. Tampoco se tenia constancia de que en
los afios en que se cultivaron hubiera problemas de nematodos, por lo que cabia la
posibilidad de presencia en estas variedades de algun grado de resistencia de campo
controlada por el fondo genético. Para la eleccion de las entradas se contd con el
asesoramiento del investigador Joaquin Costa, del equipo de Mejora Genética de
Horticultura del IMIDA, con amplia experiencia y conocimiento en el campo de la
mejora genética del pimento. De esta forma se optd por incluir tres entradas portadoras
de los genes Mel o Me3: ‘HDA330°, ‘HDA149’ y ‘Serrano Criollo de Morelos’; mas
cinco entradas no portadoras de genes mayores de resistencia a M. incognita:
‘Americano’, ‘Belrubi’, ‘Costal’, ‘Datler’ y ‘Yolo Wonder’. Actualmente todas las
entradas se conservan en el banco de germoplasma del IMIDA (BAGERIM). Su origen

y caracteristicas se indican a continuacion:

- Americano. Linea pura obtenida por el IMIDA a partir de la variedad
tradicional protegida ‘Nora’ (Catdlogo comun de variedades de especies de
plantas horticolas, 2013), de tipo bola (foto 12) y cultivada histéricamente en la
Region de Murcia, principalmente para su uso en la elaboracion de pimenton.
Presenta buena adaptacion a los suelos y condiciones de cultivo de la Region de
Murcia.

- Belrubi. Variedad obtenida por el IMIDA vy registrada por la Oficina Espafiola
de Variedades Vegetales (Catalogo comun de variedades de especies de plantas
horticolas, 2013). El fruto es alargado, rojo muy oscuro (foto 13). Cultivada

ampliamente en la Region de Murcia durante las Ultimas décadas para la
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obtencion de pimenton, destacando su elevada rentabilidad en el
aprovechamiento de su oleorresina (J. Costa, comunicacion personal; Navarro y
Costa, afio desconocido), por lo que se trata de un material muy bien adaptado a

las condiciones de su zona de cultivo.

- Costal. Linea pura procedente de una variedad tradicional tipo Ocal (foto 14)
tradicionalmente cultivada en la Region de Murcia. Fue seleccionada por el
IMIDA por su buen comportamiento agrondmico, su alta calidad y rendimiento
para la elaboracion de pimentdn. Esta bien adaptada a las condiciones de
cultivo de la Region de Murcia, destacando una elevada vigorosidad de
crecimiento. En trabajos previos mostro resistencia parcial a Meloidogyne
incognita (C. Ros, comunicacion personal). Fruto de los trabajos desarrollados
en el marco de esta tesis se solicitd su registro a la Oficina Espafiola de
Variedades Vegetales como nueva variedad para su uso como porta-injerto,
habiendo sido recientemente aceptada bajo el nombre de ‘Alcos’ (BOE de 9 de

julio de 2015; ver anexo 1).

- Daétler. Variedad obtenida por el IMIDA y registrada por la Oficina Espafiola de
Variedades Vegetales (Catalogo comin de variedades de especies de plantas
horticolas, 2013). Originariamente procede de un cruzamiento entre la variedad
tradicional mallorquina ‘Tap de Corti’ y la variedad oriunda de Hungria
‘Kalocsai’ (J. Costa, comunicacion personal). El fruto es de seccion triangular y
erecto (foto 15). Se ha cultivado ampliamente en la Region de Murcia para la
elaboracidn de pimentdn. Presenta buena adaptacion a los suelos y condiciones

de cultivo de la Region de Murcia.

- Yolo Wonder. Variedad linea pura desarrollada en la Universidad de California,
(EE.UU.). De frutos cuadrados de tamafio medio (tipo California) (foto 16). Es
portadora del gen Me5 de resistencia a M. javanica (Hendy et al., 1985). Su
inclusién en los estudios se debe a que es una variedad de amplia distribucion,
bien caracterizada y muy referenciada en la bibliografia cientifica (por ejemplo
en: Di Vito et al., 1992; Thies y Fery, 2000; Barbary et al., 2014). Ademas se
ha mostrado como parcialmente resistente a determinadas poblaciones de

Meloidogyne spp. (Djian-Caporalino et al. 1999).
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- HDAB330. Linea doble haploide obtenida mediante cultivo de anteras de plantas
F1 procedentes del cruce entre ‘Yolo Wonder’ y ‘PM217° (="PI1201234’,
USDA) (Dumas de Vaulx et al., 1981). Porta el gen Mel que confiere
resistencia completa a M. incognita, M. javanica y M. arenaria (Hendy et al.,
1985). Entrada cedida al BAGERIM por el Dr. Alain Palloix del INRA de
Avifén (Francia). (Foto 18).

- HDAZ149. Linea doble haploide obtenida mediante cultivo de anteras de plantas
F1 procedentes del cruce entre ‘Yolo Wonder’ y ‘PM687° (=’P1322719°,
USDA) (Dumas de Vaulx et al., 1981). Porta el gen Me3 que confiere
resistencia completa a M. incognita, M. javanica y M. arenaria (Hendy et al.,
1985). Entrada cedida al BAGERIM por el Dr. Alain Palloix del INRA de
Avifion (Francia). (Foto 19).

- SCM 334. Acronimo de la linea pura ‘Serrano Criollo de Morelos 334°,
procedente de una variedad de pimiento tipo serrano originaria del estado de
Morelos (México). Porta el gen Me3 que confiere resistencia completa a M.
incognita, M. javanica y M. arenaria. Anteriormente se consideraba que la
resistencia estaba conferida por el gen Me7, diferente al portado por ‘HDA149’
(Djian-Caporalino et al. 2007b), pero recientemente se ha demostrado que Me3
y Me7 son alélicos y confieren similar espectro de resistencia (Fazari et al.,
2012). (Foto 20).

- La variedad francesa Doux Long des Landes (DLL) es muy susceptible a
Meloidogyne spp. (Hendy, et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999) y se ha
utilizado en este trabajo como control susceptible en los ensayos desarrollados
en condiciones controladas. La entrada fue cedida por el Dr. Alain Palloix.
(Foto 17).
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Foto 12. ‘Americano’ Foto 13. ‘Belrubi’ Foto 14. ‘Costal’

Foto 15. ‘Datler’ Foto 16. “Yolo Wonder’ Foto 17. ‘DLL’

Foto 18. ‘HDA330’ Foto 19. ‘HDA149’ Foto 20. ‘SCM 334’
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Hibridos F1

Para estudiar la influencia del fondo genético sobre la resistencia de los genes Mel
y Me3 éstos fueron introgresados en distintos fondos genéticos a nivel de F1, mediante
cruzamientos intraespecificos entre cada una de las lineas portadoras de un gen mayor
de resistencia (‘HDA330’, ‘HDA149’ y ‘SCM”) y cada una de las lineas no portadoras
de genes Mel y Me3 (‘Americano’, ‘Belrubi’, ‘Costal’, ‘Datler’ y ‘Yolo Wonder’). Se
construyeron 15 hibridos F1 (tabla 2.1). Para simplificar la nomenclatura de los hibridos
los nombres de cada uno fueron codificados en base a su genotipo: la letra mayuscula
(primer caréacter) hace alusion al parental no portador de genes mayores de resistencia
(A=Americano; B=Belrubi;...), el nimero (segundo caracter) y la letra minuscula
(tercer caracter) indican el gen Me que porta y el parental donador, respectivamente
(1=Mel1-HDAZ330; 3h=Me3-HDA149; 3s=Me3-SCM).

TABLA 2.1. Genotipos hibridos obtenidos y cddigo de nomenclatura.

Caracteristicas Genotipo hibrido F1 Cddigo
Hibridos portadores de Mel Americano x HDA330 Al
Belrubi x HDA330 Bl
Costal x HDA330 C1
Datler x HDA330 D1
Yolo Wonder x HDA330 Y1
Hibridos portadores de Me3 Americano x HDA149 A3h
(procedente de HDA149) Belrubi x HDA149 B3h
Costal x HDA149 C3h
Détler x HDA149 D3h
Yolo Wonder x HDA149 Y3h
Hibridos portadores de Me3 Americano x SCM A3s
(procedente de SCM) Belrubi x SCM B3s
Costal x SCM C3s
Détler x SCM D3s
Yolo Wonder x SCM Y3s
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3.1.2. Variedades comerciales

Porta-injertos

Para evaluar las potencialidades como porta-injertos del material vegetal del
IMIDA, tanto agrondmicas como para el control de los patdgenos del suelo, se
utilizaron como referencia en los ensayos en invernadero variedades comerciales de
porta-injertos, usadas en la zona y con las que en trabajos anteriores se habian obtenido
resultados agronomicos satisfactorios (Ros, 2012). A continuacion se indican las

caracteristicas de cada uno:

‘Atlante’. Obtenido por Semillas Ramiro Arnedo S.L. (Espafia). Portador del gen
Me3, aunque ineficaz frente a poblaciones virulentas de Meloidogyne incognita.
Presenta buen comportamiento agrondmico y buena adaptacion a las

condiciones de la zona de cultivo.

‘C19’. Obtenido por Semillas Ramiro Arnedo S.L. (Espafia). Portador del gen
Me3, mostrando mayor nivel de resistencia que ‘Atlante’ frente a poblaciones

virulentas de Meloidogyne incognita.

‘Creonte’. Obtenido por De Ruiters Seeds (en la actualidad Monsanto S.A.,
EE.UU.). Portador del gen Me3, aunque muestra deficiencias frente a
poblaciones virulentas. Presenta excelente comportamiento agronémico y

buena adaptacion a la zona de cultivo.

‘Terrano’. Obtenido por Syngenta Seeds S.A. (Suiza). Portador del gen Mel,
muestra alta estabilidad frente a poblaciones virulentas y avirulentas del
nematodo. Presenta, en general, buen comportamiento agronémico, aungque con
variaciones dependiendo de las condiciones de cultivo particulares de cada

invernadero.

Variedades tipo California

En los ensayos en invernaderos se utilizaron variedades de tipo California Rojo, de
apreciado valor comercial, usadas en el area de cultivo, que se injertaron sobre las
variedades utilizadas como porta-injertos. También se utilizaron sin injertar como
control susceptible de los ensayos. Se emplearon dos variedades comerciales hibridas

F1 en varios invernaderos:
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- ‘Gacela’, de Syngenta Seeds S.A. (Suiza), en los invernaderos E y AT
- ‘Coyote’, de Syngenta Seeds S.A. (Suiza), en el invernadero H.

- ‘Traviata’, de Rijk Zwaan S.A. (Holanda), en el invernadero K.

3.2. Experimentos en condiciones controladas

3.2.1. Condiciones de las cAmaras y manejo de las plantas

Cémaras de cultivo

La mayoria de los ensayos se realizaron en la misma camara, aunque en momentos
puntuales, debido a razones de espacio, se utilizé otra para multiplicacion de las
semillas y de las poblaciones de nematodos. Las condiciones en ambas fueron similares
y constantes: 24(x3) °C, humedad relativa de 40-60 % durante el periodo luminoso y del

80-95% durante el periodo oscuro, y fotoperiodo de 15:9 horas de luz:oscuridad.

Semilleros

Se realizaron en bandejas de plastico especiales para tal fin, con alveolos
cuadrangulares de 2 cm de ancho x 6 cm de profundidad (foto 21). El sustrato utilizado
fue una mezcla de 3 partes de turba (rubia y negra) y una parte de perlita. Las semillas,
una por alveolo, se colocaron enterradas a 1 cm de profundidad aproximadamente y se
cubrieron con una capa fina de vermiculita, regando a continuacion con agua del grifo y
manteniéndolos en la camara de cultivo. Los riegos posteriores fueron cada 2 6 3 dias

abonando semanalmente con una solucion nutritiva completa.

Foto 21. Plantas de pimiento en las bandejas de semillero.
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Condiciones para el crecimiento de las plantas

Las plantas en el estado de 4-6 hojas (35-40 dias desde la siembra) se trasplantaron
a macetas. El tipo de maceta y el sustrato fue diferente segun la finalidad del uso de la
planta. Se regaron tres veces y abonaron una vez por semana. Los problemas debidos a
la aparicion de algunas plagas como arafia roja (Tetranychus urticae), mosca blanca
(Bemisia tabaci) y trips (Frankliniella occidentalis), fueron controlados
preferentemente por medios de lucha biologica (suelta de enemigos naturales,

Amblyseius spp.), 0 por control quimico.

3.2.2. Obtencion, multiplicacion y conservacion del material vegetal

Condiciones de multiplicacion de las semillas del material de base

Para la obtencion de semillas de las lineas puras las plantas se cultivaron en
macetas de base cuadrangular de 20 cm de lado y 30 cm de alto en un sustrato
compuesto por una mezcla de 2 partes de turba y 1 de perlita (foto 22). Se mantuvieron
en la camara evitando asi el riesgo de alogamia. Se cultivaron al menos 6 plantas de
cada variedad. Para mantener su buen estado vegetativo, durante los tres afios
correspondientes a la fase experimental, se realizaron podas de formacion y también
para estimular la produccion de flores y frutos. Cuando las plantas presentaron signos

de envejecimiento se sustituyeron por otras.

Foto 22. Condiciones de cultivo de las plantas
empleadas para realizar cruces y multiplicar semilla.

Condiciones de hibridacion

Para la obtencion de los hibridos se utilizaron las mismas plantas que para la

multiplicacién de semilla. En todos los cruces se utilizaron como madre (receptoras del
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polen) las variedades no portadoras de genes mayores de resistencia: ‘Americano’,
‘Belrubi’, ‘Costal’, ‘Datler’ y “Yolo Wonder’. Las tres variedades portadoras de los
genes de resistencia Mel o Me3, ‘HDA330’, ‘HDA149’ y ‘SCM’, se utilizaron como

padre (donadoras del polen).

Para el proceso de hibridacion, primero se recolectd el polen de flores (de planta
padre) en momento anterior de la antesis, estado en el cual el polen estd maduro pero
aun no se ha liberado de las anteras ni se han abierto los pétalos. Con una pinza
desinfectada previamente con alcohol se recolectaron las anteras y se depositaron en una
placa Petri etiquetada con el nombre de la variedad y planta de procedencia.
Posteriormente, en la planta madre se seleccionaron flores en el estado anterior a la
antesis. Con las pinzas se castro cada flor, retirando las anteras (foto 23). Después, con
ayuda de una lanceta se extrajo el polen de las anteras (recolectadas de la planta padre)
y se depositd cuidadosamente sobre el estigma de la flor castrada. A continuacion, se
colocé una etiqueta en el pedinculo de cada flor polinizada con un cdédigo
correspondiente al cruce realizado (fotos 23 y 24). Las flores se cubrieron con un
adhesivo inmediatamente después de la fecundacion, para evitar posibles

contaminaciones posteriores de polen.

Fotos 23 y 24. Detalle de flor castrada para cruce (izg.) y fruto
procedente de un cruzamiento (dcha.).

Extraccidon y conservacion de las semillas

Cuando los frutos tornaron a color completamente rojo (fruto maduro) se
recolectaron, se extrajo la semilla y ésta se dej6 secar a temperatura ambiente durante, al
menos, 3 dias. Una vez secas se guardaron en duquesitas bien cerradas, clasificadas por

genotipo y fecha de obtencion y se conservaron en un frigorifico a temperatura de 5°C.
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3.2.3. Aislados de Meloidogyne

Origen y caracteristicas

Se utilizo 1 aislado de Meloidogyne arenaria, 1 aislado de M. javanica y 3 aislados
de M. incognita, pertenecientes a la coleccion de nematodos mantenida en el IMIDA.
Cada aislado se establecié a partir de una Gnica masa de huevos de poblaciones
colectadas en campo que previamente fueron identificadas para especie y raza por el
Laboratorio Nacional de Referencia de Nematologia (CSIC) mediante el test de
hospedantes de Hartman y Sasser (1985) y el andlisis de las isoenzimas esterasas y
malato deshidrogenasas a través de la electroforesis en geles de poliacrilamida en el
sistema PhastSystem by Pharmacia (Esbenshade and Triantaphyllou, 1990). El origen y

las caracteristicas de cada aislado se indican a continuacion:

M-are: obtenido en 2001 de tabaco cultivado en Losar de la Vera (Céaceres).
Caracterizado como Meloidogyne arenaria raza 3, patdgena a pimiento
(Robertson et al., 2009; Lopez-Pérez et al., 2011).

M-jav: obtenido en 2007 de clavel cultivado en Chipiona (Cadiz). Caracterizado
como Meloidogyne javanica raza 1, no patégeno a pimiento (Robertson et al.,
2009).

Mi-avir: obtenido en 2002 de pimiento (variedad ‘Ribera’, de Monsanto S.A.)
cultivado en un invernadero de la finca experimental Torre-Blanca del IMIDA,
en Torre-Pacheco (Murcia). Caracterizado como Meloidogyne incognita raza 2-
pimiento, patdgeno y muy agresivo a pimiento, avirulenta a los genes Mel y
Me3 (Robertson et al., 2006; Ros, 2012).

Mi-virCH: obtenido en 2005 de pimiento injertado sobre el porta-injerto
resistente ‘Atlante’ (Ramiro Arnedo S.L.) cultivado en un invernadero de la
finca experimental Torre-Blanca del IMIDA, en Torre-Pacheco (Murcia).
Caracterizado como Meloidogyne incognita raza 2-pimiento, patbgeno y muy

agresivo a pimiento, virulento al gen Me3 (Robertson et al., 2006; Ros, 2012).

Mi-virB: obtenido en 2001 de pimiento injertado sobre el porta-injerto resistente
‘Atlante’ (Ramiro Arnedo S.L.) cultivado en un invernadero de una explotacion

comercial en San Pedro del Pinatar (Murcia). Caracterizado como Meloidogyne
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incognita raza 2-pimiento, patdgeno y muy agresivo a pimiento, virulento al
gen Me3 (Robertson et al., 2006; Ros, 2012).

Conservacion y multiplicacion

Todos los aislados se mantienen en el IMIDA utilizando como hospedante plantas
de tomate de la variedad susceptible ‘Marmande Claudia’ (Clause-Tezier S.A.), y como
sustrato una mezcla turba (rubia y negra) con perlita (2:1, en volumen) desinfectado en
autoclave a 120° C y 1 kg/cm? durante una hora. Se utilizan plantas de 5 semanas (4-6
hojas verdaderas) cultivadas en macetas que se inoculan con masas de huevos
procedentes de raices infectadas, renovando plantas y sustrato cada 10-12 semanas. El
cultivo se desarrolla en una camara climatizada a una temperatura de 24(%3)°C,

humedad relativa de 50-90 % y fotoperiodo de 16:8 horas de luz:oscuridad.

Para su uso en los experimentos, los aislados M-are y M-jav se multiplicaron sobre
plantas de tomate de la variedad ‘Marmande Claudia’, ¢l aislado Mi-avir se multiplicd
sobre plantas de pimiento de la variedad susceptible ‘Sénar’, y los aislados Mi-virCH y
Mi-virB se multiplicaron sobre plantas de pimiento de la variedad porta-injerto
‘Atlante’ (portadora de Me3), utilizando para ello el mismo procedimiento que el

descrito para el mantenimiento de los aislados.

3.2.5. Disefios experimentales y planteamiento de los ensayos

Preparacion de las plantas

Para evaluar los distintos genotipos frente a los aislados de Meloidogyne spp., las
plantas se trasplantaron, en el estado de 4-6 hojas verdaderas, a macetas de base redonda
y de 200 ml de capacidad (fotos 25 y 26). Se empled un sustrato previamente
esterilizado compuesto por un 50% en volumen de arena de silice, 25% de tierra de
suelo franco-arcilloso y 25% de vermiculita. Este sustrato permite un adecuado
crecimiento de las plantas y desarrollo de la raiz, con la ventaja de facilitar la posterior

extraccion y limpieza del sistema radicular sin apenas dafiarlo.
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Fotos 25y 26. Trasplante a macetas de 200 ml conteniendo sustrato de base arenosa.

Preparacion vy dosis de inéculo

Se utilizé una metodologia adaptada de la descrita por Djian-Caporalino et al.
(1999). Entre tres y cinco dias después del trasplante las plantas se inocularon con los
aislados de nematodos. Para la preparacion del inoculo se extrajeron raices con masas
de huevos a partir de plantas infectadas previamente, y se pusieron sobre tamices en
contacto con agua (foto 27) con el fin de favorecer la eclosion de los huevos y colectar
los juveniles de segundo estadio (J2). Esta operacion se inicio tres dias antes de la
inoculacion de las plantas con el fin de asegurar la méaxima viabilidad de los J2. Estos se
contaron con ayuda de una lupa binocular para ajustar la dosis de indculo a 400 J2 (£50)
por planta, contenidos en una suspension acuosa de 5 ml, aplicada en dos agujeros

realizados en el sustrato cercanos a la base de la planta (foto 28).

Fotos 27 y 28. Método de extraccidn de juveniles de Meloidogyne spp (izq.)
para utilizarlos posterioemente en la inoculacion de plantas (dcha.).

Repeticiones vy distribucion

Se realizaron al menos 12 repeticiones por cada genotipo Yy aislado,
correspondiendo una repeticion a una maceta. Para asegurar la independencia de las
repeticiones, una maceta de cada genotipo inoculadas con el mismo aislado se

dispusieron al azar en una misma bandeja, repitiendo este disefio varias veces.
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Condiciones de incubacion

Una vez inoculadas las plantas se mantuvieron en la camara de cultivo durante 8
semanas, que es el tiempo estimado como suficiente para el desarrollo de masas de

huevos.

3.2.6. Medida de parametros

Masas de huevos

A las 8 semanas de la inoculacién se arrancaron las plantas inoculadas y se lavaron
las raices cuidadosamente con agua del grifo. Después se sumergieron durante 10
minutos en una solucién acuosa de eosina (0.1 g/litro de agua), con la cual se tifien
especificamente las masas de huevos (Roberts et al., 1990) (foto 29). Posteriormente se
examinaron con una lupa para contar el numero total de masas de huevos (MHSs) de
cada planta, correspondiente al niamero total de J2 que fueron capaces de introducirse en
la raiz y completar el ciclo. Este dato, MHs, se utiliz6 como pardmetro cuantitativo de
resistencia de la planta 6 de infectividad del aislado del nematodo.

Dafios en raices

En las plantas que presentaron pocas 0 ninguna masa de huevos, se anotd la
existencia de dafios en raices (nddulos, necrosis) producidos por la penetracion de los
nematodos en los tejidos, con el objeto de comprobar si el mecanismo de resistencia de

la planta ademas de limitar la reproduccion del patégeno limitd también la penetracion.

Foto 29. Raiz de pimiento con
masas de huevos de Meloidogyne spp.
especificamente tefiidas de rosa.
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3.3. Experimentos en invernaderos

3.3.1. Invernaderos utilizados y planteamiento de los ensayos
Ubicacién

Para la evaluacion del material vegetal en condiciones de campo se utilizaron
cuatro invernaderos situados en la comarca del Campo de Cartagena dentro del area
donde se concentra la mayor parte del cultivo del pimiento en invernadero de la Region
de Murcia (figura 3.1.). Dos invernaderos, denominados H y E, se localizan en la finca
experimental Torre-Blanca, propiedad del IMIDA vy situada en el nordeste del municipio
de Torre-Pacheco (lat. 37°45” N, long. 0°59’ O). Los otros dos invernaderos son
propiedad de agricultores que hacen cultivo comercial, denominados AT y K, el primero
localizado en la zona norte del municipio de Torre-Pacheco (37°49° N; 0°55° O) y el
segundo localizado en el noroeste del municipio de San Pedro del Pinatar (37°51° N;
0°49° O).

N5 e

.| InvernaderosHyE |~
w,

'.‘y-}/*;" b

FIGURA 3.1. Fotografia aérea de la comarca del Campo de Cartagena y localizacién
de los invernaderos utilizados en los ensayos.
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Caracteristicas de los invernaderos

En la tabla 2.3 se resumen las principales caracteristicas de cada invernadero, que

se explican posteriormente con mas detalle.

TABLA 2.3. Invernaderos utilizados en el estudio y principales caracteristicas.

Invernadero  Tipo Patogenos

H Experimental Meloidogyne incognita. Poblacion avirulenta

E Experimental Meloidogyne incognita. Poblacion en desarrollo de
virulencia a Me3

AT Comercial Meloidogyne incognita. Poblacion avirulenta
Phytophthora parasitica

K Comercial Meloidogyne incognita. Poblacion virulenta a Me3
Phytophthora parasitica

- Invernadero H. De 330m? (30 x11m), tipo capilla, orientacién Este-Oeste, se

construyé en 1974, dispone de riego por goteo (manguera de 16 mm de
diametro y emisores de 3 L/h a 0.40 m de separacion), con ventilacion lateral,
con cubierta de plastico tricapa de 0.08 mm. EI suelo es franco-arcilloso, se ha
cultivado de pimiento todos los afios desde 1997 y se encuentra naturalmente
infestado por M. incognita Raza 2 (Robertson et al., 2006), caracterizada la

poblacién como patdgena y avirulenta.

- Invernadero E. Se construy0 en 1986 sobre suelo de otro invernadero

construido en 1974 y cultivado de diferentes hortalizas y flores. Desde 1992 se
cultivé interrumpidamente de pimiento. Es de tipo capilla con estructuras
metalicas y superficie de 950 m? (53x18 metros). Riego por goteo (manguera
de 16 mm de diametro y emisores de 3 L/h a 0.40 m de separacion), con
ventilacién lateral y con cubierta de plastico tricapa de 0.08 mm. El suelo es
franco-arcilloso, pH 7.8 y 2% de materia organica. La orientacion es Este-
Oeste. El suelo esta naturalmente infestado por M. incognita Raza 2 (Robertson
et al., 2006) caracterizada la poblacion como patdégena y avirulenta. Sin
embargo, en la camparia 2010-11, previa al inicio de los ensayos de este trabajo

se detectd cierto grado de infeccion en plantas portadoras del gen Me3,
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interpretando un incipiente desarrollo de virulencia hacia este gen de la

poblacion del nematodo.

- Invernadero AT. Perteneciente a la empresa agricola Agroquimicos Los
Trivifios. Es de tipo capilla, de 6600m? orientacién Este-Oeste, dispone de
riego por goteo (manguera de 16 mm de didmetro y emisores de 3 L/ha 0.40 m
de separacion), con ventilacion lateral y cenital, con cubierta de plastico tricapa
de 0.08 mm y doble cubierta de plastico. Se ha cultivado de pimiento
ininterrumpidamente  desde  1999. Esta infestado naturalmente por
Phyhtophthora parasitica y M. incognita cuya poblacion se caracterizada como

patogena y avirulenta (C. Ros et al., datos no publicados).

- Invernadero K. Pertenece a un socio de Hortamira Sociedad Cooperativa
Limitada (El Mirador, San Javier). Se construyé en 1982 y se ha cultivado
ininterrumpidamente de pimiento, desinfectando el suelo desde 1986 a 2006
con bromuro de metilo y luego con la mezcla de 1,3-dicloropropeno y
cloropicrina. Es de tipo capilla de estructuras metélicas de 2 m de altura en los
laterales y 3.8 m en la cumbrera, con aperturas laterales de ventilacién de 1.2 m
de anchura y una cenital de 1m. Con cubierta de plastico tricapa de 0.08 mm y
con doble cubierta interior de plastico de polietileno de 0.03 mm, ligeramente
perforado y puesto con inclinacion hacia los laterales, vertiendo el agua de
condensacion al interior del invernadero. Es de forma rectangular con
orientacion NE-SO, y superficie de 3400 m? (170 x 20m). Dispone de sistema
de riego por goteo (manguera de 12 mm de diametro y emisores de 3 L/h a
0.40m de separacién). El suelo es franco-arcilloso, con menos del 2% de
materia organica, pesado, con problemas de asfixia debido al encharcamiento
que en algunas ocasiones han sufrido por escorrentias de agua de lluvia. Esta
infestado naturalmente por Phyhtophthora parasitica y Meloidogyne incognita
caracterizada como raza 2 y virulenta a Me3 (Robertson et al., 2006; Ros,
2012).

Disefo de los ensayos

En todos los invernaderos el disefio experimental fue de bloques al azar con al

menos tres repeticiones por cada genotipo, consistiendo cada repeticion de una parcela
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(fila, foto 30) donde se cultivaron entre 10 y 53 plantas (en funcion de las dimensiones

del invernadero).

~

Foto 30. Disposicion en filas de las plantas.

3.3.2. Preparacion de los semilleros y metodologia del injerto

Todo el proceso comprendido entre la siembra de cada genotipo hasta el momento
del trasplante, incluyendo el injerto, se llevd a cabo en la empresa Semilleros El
Mirador S.L. Para cada ensayo en un mismo invernadero la siembra de cada genotipo se
hizo a la misma vez, generalmente de forma manual, aunque cuando el nimero de
semillas de un mismo genotipo fue mayor de 300 se recurrié a la siembra mecanizada.
Las condiciones de siembra, germinacién y crianza de las plantas fueron las propias del

semillero utilizadas para plantas comerciales (fotos 31 y 32).

»

Fotos 31y 32. Plantas de pimiento en semillero comercial.

El injerto se hizo cuando tanto el porta-injerto como la variedad presentaron entre 4

y 6 hojas, decapitando el porta-injerto por debajo de los cotiledones y la variedad por

encima de los cotiledones. El injerto fue en bisel (tipo japonés) uniendo ambas partes

con pinza de 2mm de diametro (fotos 33 y 34). Posteriormente las plantas se

mantuvieron en una camara en oscuridad a 25°C y 100% de humedad relativa durante
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dos dias, aumentando durante los siguientes dias la iluminacion y ventilacion interna, de
forma paulatina. Al cabo de una semana las plantas se trasladaron a un invernadero con
calefaccion y se cubrieron con malla térmica, que fue retirada progresivamente. Al cabo
de 15 6 20 dias desde el injerto las plantas ya se encontraban aclimatadas a las
condiciones de invernadero, aptas para el trasplante. Todas las plantas destinadas a un

mismo ensayo (mismo invernadero) se sembraron, injertaron y aclimataron a la misma

VeZ.

Fotos 33 y 34. Detalles del proceso de injerto: momento del corte en bisel de la planta patrén
(izg.) y plantas recién injertadas con pinza sujetando el punto de unién (dcha.).

3.3.3. Practicas culturales

Preparacion del suelo

Las labores de preplantacion se iniciaron tras finalizar el cultivo precedente. Se
retiraron las mangueras de riego, los hilos y perchas del entutorado. Los restos del
cultivo se enterraron utilizando una fresadora extendiendo a continuacién el abonado
organico de fondo y los correctores, dando un pase o dos de subsolador y enterrando la

enmienda organica con una labor de fresadora.

Biosolarizacion

Aunque los suelos no se desinfectaron, con el fin de asegurar una densidad elevada
de los nematodos, en aquellos invernaderos en los que se manifestaron evidentes
sintomas de fatiga del suelo en el cultivo precedente, se llevo a cabo una biosolarizacion
tardia, en el mes de octubre, la cual tiene un efecto muy bajo sobre las poblaciones de
Meloidogyne, pero en cambio muestra cierta eficacia para paliar el efecto de la fatiga
(Guerrero, 2013). Para la biosolarizacion se labro el terreno, después se incorporé la
enmienda organica biofumigante (estiércol fresco de ovino) con una labor de fresadora.
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Luego se extendieron los ramales de riego y se sellaron las parcelas con plastico de
polietileno de 0.05 mm (200 galgas) de espesor. A continuacion se reg6 el suelo hasta
que los bulbos se solaparon, momento en el cual se alcanzé una humedad homogénea,
(el nimero de horas de riego dependen del tipo de suelo, lo méas usual es dar 6 horas de
riego total repartidas, por igual, en dos dias consecutivos con emisores de 3 L/h a 0.4m
de distancia y 0.5 m de separacién entre ramales), siguiendo el protocolo descrito por
Guerrero et al. (2004b).

Plantacién y fechas de cultivo

La plantacion se llevd a cabo entre mediados de diciembre y principios de enero,
extendiéndose el periodo de cultivo hasta la primera semana de agosto o hasta finales de
septiembre en el caso del invernadero K. Las plantas se dispusieron en filas, con una
separacion de 0.4 m entre plantas y de 1 m entre filas (2.5 plantas /m?), que corresponde
al marco de plantacion utilizado tradicionalmente en la comarca. Durante el mes
posterior al trasplante se realizaron semanalmente reposiciones de plantas muertas
(marras), debido a causas diversas como depredacion por herbivoros, rotura mecanica,

enfermedades o desecacion por mal funcionamiento del gotero.

Manejo de las plantas y de plagas y enfermedades

La conducta de las plantas y las técnicas culturales llevadas a cabo fueron las
habituales de la zona, descritas anteriormente en el apartado de Introduccion General
(apartado 1.2.3.).

3.3.4. Medida de parametros

Temperatura del suelo v del ambiente

En cada invernadero se midié la temperatura del aire y del suelo (a profundidad de
20 cm). Se realizd de forma continua durante todo el periodo de cultivo a intervalos de 1

hora mediante el uso de datalogger electronicos.

Cosecha

Los frutos se recolectaron (con color verde o rojo) cuando alcanzaron el grado
adecuado de consistencia en el caso de los verdes y el porcentaje de superficie minimo
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de coloracion en el caso de los rojos. A veces se recolectd con coloracion verde la
primera cosecha en el caso de plantas sobrecargadas, con el objeto de favorecer el
desarrollo de las plantas. A lo largo del cultivo se realizaron varias recolecciones. En
cada una se cosecharon todas las plantas del invernadero, clasificando y pesando los
frutos para cada genotipo porta-injertos y repeticion (foto 35). Para los calculos de
produccion no se tuvo en cuenta la procedente de los frutos clasificados como destrio,
considerando sélo la produccion comercial (frutos bien formados de 120 gr. de peso

minimo).

Foto 35. Recolecta de frutos.

Resistencia a nematodos

La evaluacion de la resistencia de cada genotipo frente a Meloidogyne incognita se
Ilevé a cabo al finalizar el cultivo. Se arrancaron entre 5 y 10 plantas de cada repeticién
(parcela) procurando extraer la mayor parte del sistema radical. Se elimind la tierra de
las raices y se examind visualmente la presencia de dafios (n6dulos) y reproduccion
(masas de huevos) (foto 36). El nivel de resistencia/susceptibilidad de cada genotipo se

estimo mediante dos parametros:

- Indice de Nodulacion: el sistema radical de cada planta se valor6 segin el nivel
de dafios causados por Meloidogyne, en base a la escala descrita por Bridge y
Page (1980) para dafios por nematodos en tomate y adaptada para el pimiento,
y que se muestra en la figura 3.2 (pdg. 78). Esta escala asigna valores
comprendidos entre 0, cuando la raiz no presenta ningun nédulo o agalla, hasta

10, cuando toda la raiz se encuentra agallada.
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- Porcentaje de plantas afectadas: obtenida en cada repeticibn mediante la

proporcion de plantas que presentaron indices de Nodulacion >0

Foto 36. Evaluacion en campo de los dafios

en raices.

Incidencia de otros patégenos del suelo

En los invernaderos con suelos contaminados por Phytophthora spp. se
contabilizaron las plantas de cada genotipo y repeticion afectadas por este patdgeno.
Para ello, semanalmente, se inspeccionaron todas las plantas de cada parcela, se
anotaron las que presentaron sintomas de tristeza y se llevaron al laboratorio para

corroborar la infeccion del patégeno como causante de la enfermedad.

Incidencia de factores abiéticos del suelo

Al examinar las plantas arrancadas para evaluar la incidencia de M. incognita, se
anotd la presencia en las raices y en el cuello de alteraciones como: asfixia radicular,

hiperlenticelosis, hipertrofia del cuello y lesiones corchosas en las raices.

3.4. Procesado y anélisis de los datos

En cada capitulo se detalla el analisis especifico realizado de los datos obtenidos.
Generalmente los analisis se plantearon para conocer la influencia de cada factor
estudiado (gen de resistencia, fondo genético, aislado o poblacion de Meloidogyne,...)
sobre los pardmetros medidos (indice nodulacion, masas de huevos/planta,...). Se
utilizé un analisis de varianza (ANOVA) para uno o dos factores con interaccion,
dependiendo del ensayo. Previamente, el conjunto de los datos utilizados fue
comprobado para las premisas de normalidad de distribucion y homocedasticidad de
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varianzas mediante las pruebas Shapiro-Wilk y Barlett, respectivamente, realizando una

transformacion de escala de los datos cuando fue necesario.

=) —
7 S 7 /
v AN\ 7 , \
] i
0 — No se observan nédulos 1 — Pocas agallas pequefias,
en las raices. dificiles de encontrar.
CRh
2z > —
750 o
\ o ¢ W

2 Solo agallas pequenas pero 3 — Algunas agallas visibles y 4 - Predomina las agallas
claramente visibles. Las rafces grandcs. grandes pero las rafces
principales limpias. principales estan limpias.

5= 50% de las raices afectadas. 6 - Agallado en Las raices 7 - La mayarfa de las raices
Agallado de algunas de las raices principales. principales agalladas.
principales. Sistema radical reducido.

8 — Todas las raices principales 9 —Todas las rafces gravemente 10 —Todas las raices severamente
agalladas incluyendo la central. Se  agalladas. Las plantas agalladas. No hay sistema radical.
observan pocas rafces lfimpias. generalmente se estan muriendo.  Las plantas generalmente muertas.

FIGURA 3.2. Diagrama del indice de agallas provocados por M. incognita.
Fuente: Bridge y Page (1980).
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4.1. Resumen

Los nematodos pertenecientes al género Meloidogyne provocan nodulaciones
radiculares y estan considerados, a escala mundial, como uno de los principales
patégenos de los cultivos de solanéceas, incluido el pimiento (Capsicum spp.). La
restriccion en el uso de los nematicidas habituales ha motivado el desarrollo y empleo
de variedades y porta-injertos resistentes. En el pimiento se conocen tres genes,
denominados Mel, Me3 y N que confieren resistencia frente a las tres especies mas
frecuentes del género Meloidogyne (M. incognita, M. javanica y M. arenaria). Su
eficacia parece limitada, ya que se han encontrado poblaciones del nematodo que han
superado la resistencia, haciendo necesaria la busqueda de nuevas fuentes de resistencia
y el empleo de estrategias de su uso para preservar su eficacia. En este trabajo se evalua,
en dos invernaderos y durante un ciclo de cultivo de 7 meses, la resistencia frente a M.
incognita y el comportamiento agronémico como porta-injertos de 9 genotipos de
pimiento: ‘HDA330’, portador de Mel, ‘Serrano Criollo de Morelos’, portador de Me3,
“Yolo Wonder’, resistente parcial, y otros 6 de resistencia desconocida pero procedentes
de variedades locales bien adaptados a las condiciones de cultivo. Los resultados
mostraron que el gen Mel confirid una resistencia méas robusta que el gen Me3. Se ha
encontrado resistencia a M. incognita en 4 cuatro nuevos genotipos: ‘P13°, ‘CTL’,
‘CT5’ y ‘P14°. En ‘P13’ el nivel de resistencia es similar al de ‘HDA330’. Ademas, los
genotipos resistentes mostraron mejor comportamiento agronémico que los
susceptibles, manifestandose sobre todo en el periodo final del cultivo. Algunos de los
genotipos aqui evaluados constituyen un potencial recurso para su empleo en la mejora

genética de porta-injertos resistentes a nematodos.

4.2. Introduccién

Los nematodos pertenecientes al género Meloidogyne provocan nodulaciones
radiculares y estan considerados, a escala mundial, como uno de los principales
patdgenos que afectan a los cultivos de solandceas (Khan y Haider, 1991). En los
cultivos protegidos de pimiento del sureste de Espafia (principal area de produccién de
pimiento de Europa) Meloidogyne incognita es la especie predominante dentro de su
género (Robertson et al., 2006; Talavera et al., 2012; Guerrero et al., 2013) y se estima

en un 30% las pérdidas de produccion que ocasiona en los cultivos (Talavera et al.,
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2012). Durante afos su control ha sido mediante desinfectantes quimicos del suelo. Sin
embargo en los ultimos afios debido a causas medioambientales se ha restringido

drasticamente su uso motivando la busqueda de otras alternativas.

El empleo de resistencias genéticas es una de las mejores formas de control de las
enfermedades en general y de los nematodos en particular, por su inocuidad y su
sostenibilidad econdémica (Colla et al., 2012; Djian-Caporalino et al., 2011), lo que ha
impulsado, en los ultimos tiempos, el desarrollo de programas de mejora genética de
variedades. Sin embargo, para el caso de los tipos varietales de pimiento cultivados
mayoritariamente en los invernaderos del sureste de Espafia apenas hay disponibles
variedades élite que incorporen resistencias a nematodos, por lo que se ha recurrido al
uso de porta-injertos resistentes, que resultan eficaces para el control de otro importante
patdgeno del suelo, Phytophthora spp. (Ros et al., 2005 y 2014; Sanchez et al., 2013).
Igualmente se han mostrado las ventajas del injerto en pimiento para la tolerancia a
estreses abidticos (Schwarz et al., 2010), constatdndose que variedades comerciales de
pimiento injertadas sobre determinados porta-injertos tienen un mejor comportamiento
en comparacion a las mismas variedades no injertadas en condiciones de altas

temperaturas (LOpez-Marin et al., 2013) y salinidad (Penella et al., 2013).

En el pimiento, la resistencia a nematodos del género Meloidogyne esta conferida
por los genes Me y N, aunque s6lo Mel, Me3 y N son eficaces frente a M. incognita
(Hare 1956; Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999; Thies et al., 2003; Fazari
et al., 2012). Estos genes de resistencia (genes-R) fueron identificados en lineas de
pimiento distantes geografica y genéticamente y se encuentran co-localizados en un
cluster del cromosoma 9 del pimiento (Fazari et al., 2012). Sin embargo, en el caso de
los genes Me3 y N se ha visto comprometida su eficacia por la aparicion de poblaciones
del nematodo virulentas a estos genes (Castagnone-Sereno et al., 1996; Thies, 2011).
Asimismo, en condiciones de cultivo en invernadero se ha documentado la aparicion de
poblaciones virulentas al reiterar el cultivo de porta-injertos resistentes durante varios
afios seguidos (Ros-1bafiez et al., 2014). Estos antecedentes hacen necesaria la busqueda
y utilizacion de germoplasma que sean nuevas fuentes de resistencia. De hecho se ha
puesto de manifiesto la importancia del fondo genético en la estabilidad de la resistencia
conferida por los genes Me, demostrando que determinados fondos genéticos donde se

introgresan los genes-R pueden evitar la rotura de las resistencias (Barbary et al., 2014).
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Igualmente, otras estrategias de utilizacion de los genes de resistencia, como la
piramidalizacién de Mel y Me3 en un mismo genotipo o la alternancia temporal de
éstos en cultivos sucesivos se han mostrado eficaces para evitar la rotura de las

resistencias (Djian-Caporalino et al., 2014).

El objetivo de este trabajo es evaluar, en condiciones de cultivo en invernadero, la
resistencia frente a M. incognita y el comportamiento agronémico como porta-injertos
de 9 genotipos de pimiento, los cuales se empleardn en posteriores trabajos de mejora
genética de porta-injertos y de estudio de la influencia del fondo genético en la

expresion de la resistencia a M. incognita.

4.3. Materiales y Métodos

Material vegetal

Los 9 genotipos objeto de estudio (Tabla 4.1) fueron elegidos atendiendo a
diferentes caracteristicas: ‘HDA330’ y ‘SCM’ por ser portadores de un gen-R; ‘YW’
por su resistencia parcial a nematodos y ser un genotipo ampliamente referenciado en
diversos trabajos; los genotipos ‘AMC’, ‘BRB’ y ‘CTL’ por ser variedades
tradicionalmente cultivadas en la zona de estudio y por tanto bien adaptadas a las
condiciones de cultivo; y ‘CT-5", ‘P13* y ‘P14’ por su vigor y buen comportamiento
agronomico, evaluados en trabajos realizados previamente. Todos los genotipos se
cultivaron como porta-injertos, injertando sobre estos la variedad ‘Coyote’ que es del
tipo varietal predominante en los cultivos de invernadero del SE de Espafia (tipo
California). El injerto se realizd por decapitacion (tipo japonés). Se utilizé el porta-
injertos comercial ‘Atlante’ como referente resistente y ‘Coyote’ no injertado como

control susceptible.
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TABLA 4.1. Origen y caracteristicas de los genotipos de pimiento (Capsicum annuum)
empleados en el estudio.

Resistencia frente a

Entrada Origen Meloidogyne incognita

HDA330 Linea doble haploide desarrollada en el INRA  Resistente. Linea portadora del
de Avifion (Dumas de Vaulx et al., 1981) y gen Mel (Hendy et al., 1985)
proporcionada por el Dr. Alain Palloix

scm? Linea pura procedente de la variedad mexicana  Resistente. Linea portadora del
Serrano Criollo de Morelos gen Me3 (Fazari et al., 2012)

YW Yolo Wonder. Linea pura obtenida en la Resistente parcial (Djian-
Universidad de California (EE.UU.) Caporalino et al., 1999 y 2001;

Barbary et al., 2014)

AMC! Linea pura procedente de Americano (variedad Desconocida
tradicional de Murcia)

BRB! Linea pura procedente de Belrubi (variedad Desconocida
tradicional de Murcia)

CTL* Linea pura procedente de Costal (variedad Desconocida
tradicional de Murcia)

CT5* Linea de mejora de porta-injertos resistentesa ~ Desconocida
Phytophthora spp. Desarrollada por el IMIDA

P13 Linea pura de la coleccion de pimientos del Desconocida
IMIDA

P14 Linea pura de la coleccion de pimientos del Desconocida
IMIDA

Atlante  Porta-injertos comercial, hibrido F1, obtenido  Resistente. Portador del gen Me3
por Semillas Ramiro Arnedo (Esparia) (Ros et al., 2014)

Coyote  Variedad comercial, hibrido F1, de tipo Susceptible
California obtenida por Syngenta Seeds
(EE.UU.)

! Entradas procedentes del banco de germoplasma del IMIDA

Invernaderos experimentales

La evaluacion se llevo a cabo en los invernaderos H (Inv-H) y E (Inv-E), situados
en el Campo de Cartagena (Murcia) dentro de la finca experimental ‘Torreblanca’
perteneciente al IMIDA (lat. 37°45” N, long. 059 O). En ambos invernaderos el suelo
es franco-arcilloso y se encuentra naturalmente infestado por M. incognita Raza 2
(Robertson et al., 2006). La poblacién de M. incognita de Inv-H se considera avirulenta
a los genes-R, mientras que la poblacién de M. incognita de Inv-E es virulenta al gen

Me3, ya que en este invernadero durante los tres afios precedentes al ensayo se
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cultivaron porta-injertos resistentes, encontrandose elevados dafios de infestacion en

aquellos portadores del gen Me3.

Diseno experimental y evaluacion

Todos los genotipos se cultivaron en ambos invernaderos, excepto P14 que sélo se
cultivo en Inv-H. Se establecid un disefio de blogues al azar con tres repeticiones por
genotipo en cada invernadero. Cada parcela elemental consistio de una fila de 26 plantas
en Inv-H y 20 plantas in Inv-E. El espacio entre plantas fue de 0.40 metros dentro de la
misma fila y de 1 metro entre filas (2.5 plantas/m?). El cultivo se desarrollé desde
principios de enero hasta la segunda semana de agosto siguiendo las préacticas de cultivo

integrado, similares a las empleadas en invernaderos comerciales.

Al finalizar el cultivo se evalud la resistencia a Meloidogyne incognita. Para ello se
arrancaron diez plantas de cada fila, escogidas al azar, y se llevaron al laboratorio,
donde se procedi6 al lavado y examen de las raices. Se calcul6 el porcentaje de plantas
infectadas y se evaluaron los dafios a las raices por el nematodo siguiendo la escala de 0
a 10 del indice de nodulacién (IN) desarrollada por Bridge y Page (1980). Ademas en el
Inv-H se midi6 la produccion comercial de cada genotipo, obteniendo la Produccion
Comercial total (PCt), a partir de la suma de los valores de las sucesivas recolecciones,
y las Producciones Comerciales parciales correspondientes, diferenciando tres periodos

de cosecha: inicial (Periodo 1), central (Periodo 2) y final (Periodo 3).

Andlisis estadisticos

Utilizando el programa estadistico StatGraphics se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) para los datos de IN, porcentaje de plantas afectadas, y la interaccion de los
factores Genotipo X Invernadero, utilizando el test LSD al 95% de confianza para la
diferenciacion entre medias de genotipos. Previamente los datos fueron transformados
mediante Log 10 (X+1) para el IN y Arcoseno \x para el porcentaje de plantas
afectadas. Los datos de la produccién comercial total y la correspondiente a cada
periodo parcial de cosecha también se analizaron mediante un ANOVA Yy posterior test
LSD para la diferenciacion de medias correspondientes a cada genotipo, transformando
los datos previamente mediante Log 10 (X+1). Ademés se realiz6 un andlisis de
correlacion entre los factores IN y Produccion Comercial Total a partir de los datos
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medios de todos los genotipos, excluyendo del andlisis al porta-injerto ‘Atlante’ y a la
variedad ‘Coyote’, no injertado, cuyo caracter hibrido podria interferir en la

interpretacion del resultado.

4.4. Resultados

Resistencia a Meloidogyne

En ambos invernaderos se encontraron diferencias entre genotipos (tabla 2) y
también para la interaccién Genotipo X Invernadero (P<10®), tanto en el IN como en el

porcentaje de plantas infestadas.

En el Inv-H, en seis de los genotipos evaluados apenas se encontraron dafios por M.
incognita (valores de IN inferiores a 1, similares a los de ‘Atlante’ portador de Me3).
‘YW’, ‘AMC’ y ‘BRB’ se infestaron con valores de IN similares o mayores que
‘Coyote’ no injertado. En el Inv-E, s6lo ‘HDA330’ y ‘P13’ mostraron valores de IN
inferiores a 1. ‘“AMC’, ‘BRB’, ‘Coyote’ no injertado y ‘Atlante’ mostraron los valores
de IN mas elevados (entre 4.9 y 5.6). Los genotipos ‘CT5’, ‘CTL’ y ‘SCM’ mostraron
valores intermedios (entre 2.3 y 3.2) diferentes del resto de genotipos excepto de ‘YW’

aunque éste tampoco fue diferente de ‘Coyote’ no injertado.

En un tercio de los genotipos evaluados en el Inv-H se encontraron valores
superiores al 96% de plantas afectadas, similares a Coyote no injertado. Otro tercio
(‘SCM’, ‘CTL’ y ‘P14’) presento valores entre el 20 y el 30%, similar a ‘Atlante’. En
los tres restantes se encontraron agallas en menos del 20% de las plantas. En el Inv-E,
seis de los ocho genotipos mostraron valores por encima del 82% de plantas afectadas
por M. incognita, siendo del 100% en 4 de ellos (al igual que en ‘Atlante’ y ‘Coyote’ no
injertado). So6lo ‘HDA330> (21%) y ‘P13 (0%), mostraron diferencias para este

parametro.
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TABLA 4.2. indice de nodulacion y porcentaje de plantas infectadas (media + error estandar)
por Meloidogyne incognita para cada invernadero y genotipo.

indice de nodulacion®

Porcentaje de plantas

infectadas

Variedad/porta-injertos Inv-H Inv-E Inv-H Inv-E
Coyote no injertado 44+0.78Db 56+031la 97+£0.03a 100+x0a
Coyote/Atlante 0.37+0.27c 49+ 0.35a 27 +0.17 bc 100+ Oa
Coyote/YW 75+006a 3.93+0.47ab 100+ 0a 100+ 0a
Coyote/HDA330 0x0c 0.26 £0.17 c 0+0d 21+0.12b
Coyote/SCM 0.2+0.06¢c 2.35+0.68 b 20 £ 0.06 bc 83+0.17a
Coyote/AMC 6.13+0.19ab 51+047a 97+0.03a 100+0a
Coyote/BRB 49+0.35b 553+047a 100+0a 100+0a
Coyote/CTL 0.3+0.06¢ 2.67+£0.24b 30+0.06b 100+0a
Coyote/CT5 02+0.12c 32+153b 17 £ 0.09 bc 87+0.13a
Coyote/P13 0.3+0.3c 0x0c 10+0.1cd 0+0c
Coyote/P14 0.2+0.06c No evaluado 20+ 0.06 bc  No evaluado

Inv-H, invernadero H; Inv-E, invernadero E.

Valores seguidos de distinta letra fueron significativamente diferentes (P < 0.05; ANOVA vy test
LSD).

! Escala de indice de nodulacion (0-10) acorde a Bridge y Page (1980).

Produccién comercial

Se hicieron siete recolecciones entre el 19 de abril y el 10 de agosto, que finaliz6 el
cultivo. Las dos primeras cosechas se asignaron al Periodo 1 (inicial), las 3 siguientes al
Perido 2 (central), y las dos Ultimas comprendieron el Periodo 3 (final). Se encontraron
diferencias significativas entre genotipos, tanto en la produccién total como en la

produccién de los periodos 2 y 3 (figura 1).

Los datos de la produccion total muestran a ‘P13’ (12.87 kg/mz) como el genotipo
con el valor mas elevado de entre los nueve evaluados, aunque sin diferencias respecto a
los valores de ‘HDA330’, ‘SCM’, ‘CTL’, ‘CT5” y ‘P14°, ni tampoco respecto a
‘Atlante’ y ‘Coyote’ no injertado. ‘YW’ fue el menos productivo, con un valor de
produccion total inferior en mas del 40% respecto de ‘P13’, seguido por ‘AMC’ y

‘BRB’, con producciones inferiores en mas del 25% respecto de ‘P13°.
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En el periodo 1 las producciones oscilaron entre los 3.40 kg/m? de ‘CTL’ y los 2.69
kg/m® de “YW’, sin diferencias estadisticas. En el Periodo 2 el mayor valor de
produccidn corresponde a ‘P13’ (4.88 kg/m?), pero sin diferencias con otros de los 5
genotipos evaluados ni tampoco respecto a ‘Coyote’ no injertado y ‘Atlante’. Los
menos productivos fueron ‘YW’, para el que se obtuvo un 47% menos de produccion
que para ‘P13’, y ‘AMC’ y ‘BRB’, que fueron un 23% menos productivos que ‘P13°.
En el ultimo periodo de cosecha los tres genotipos mas productivos fueron ‘SCM’,
‘P13 y ‘P14’, no diferentes de ‘Coyote’ no injertado y ‘Atlante’. Los menos
productivos fueron ‘YW’ que produjo menos de la mitad que los anteriores, seguido de
‘AMC’ y ‘BRB’ con producciones inferiores a ‘SCM’ en un 46% y 37%
respectivamente. Los valores de ‘HDA330°, ‘CTL’ y ‘CT5’ no fueron diferentes de los

mas productivos ni de ‘BRB’.

Correlacioén entre el IN vy la produccién comercial

Se encontré una fuerte correlacion inversa (valor de -0.9656; P<10™) para los

factores indice de nodulacion y produccion comercial.

4.5. Discusion

Los genotipos mostraron diferente grado de resistencia/susceptibilidad a
Meloidogyne incognita, y algunos se comportaron de manera distinta en cada
invernadero. Los resultados de IN y porcentaje de plantas afectadas coincidieron en la
valoracion de cada genotipo, aunque se encontraron algunas discrepancias para algunos

materiales en Inv-E, para los cuales IN resulté mas discriminatorio.

‘HDA330’, portador de Mel, se comportdé como resistente en los dos invernaderos.
‘SCM’ y ‘Atlante’, portadores de Me3, se comportaron como resistentes en Inv-H, pero
se infestaron en Inv-E, debido al caracter virulento de la poblacién del nematodo en ese
invernadero. En las condiciones de los ensayos, la resistencia conferida por el gen Mel
fue mas robusta que la conferida por Me3, lo cual coincide con otros trabajos en los que
se describen casos de virulencia para el gen Me3, pero no se ha encontrado para el gen
Mel (Castagnone et al., 1996; Djian-Caporalino et al., 2011). También es notable la
diferencia entre ‘SCM’ y ‘Atlante’ en el Inv-E, pese a portar el mismo gen-R,
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comportandose ‘SCM’ como parcialmente resistente y ‘Atlante’ como susceptible (se
infestd al mismo nivel que ‘Coyote’ no injertado). Este hecho puede ser debido al fondo
genético, cuya influencia sobre los genes de resistencia ha sido probada en recientes
estudios (Barbary et al., 2014).

Otros cuatro genotipos mostraron resistencia frente a M. incognita, aunque se
desconoce su fuente genética. Asi ‘P13’ fue tan resistente como ‘HDA330’°, en ambos
invernaderos. Por otro lado, tanto ‘CTL’ y ‘CT5’ se comportaron del mismo modo que
‘SCM’, resistentes en Inv-H y parcialmente resistentes en Inv-E. ‘P14’ fue resistente en
‘Inv-H’ aunque no se evalud en ‘Inv-E’. La resistencia de estos 4 genotipos puede ser
debida a genes ya conocidos (Me o N) o estar conferida por nuevas fuentes genéticas, lo

cual seria necesario comprobar a partir de los pertinentes analisis genéticos.

‘AMC’, ‘BRB’ y ‘YW’, al igual que ‘Coyote’ no injertado (control susceptible),
fueron susceptibles a M. incognita en ambos invernaderos. Sin embargo, en otros
trabajos ‘YW’ se considera parcialmente resistente a M. incognita (Djian-Caporalino et
al., 2007b; Barbary et al., 2014). Esta discrepancia en la caracterizacion de ‘YW~,
probablemente sea debida a las diferentes condiciones en que se realizaron las
evaluaciones, ya que en los citados trabajos utilizan poblaciones de M. incognita
obtenidas a partir de una sola masa de huevos (con poca variabilidad genética), mientras
que en nuestro caso ‘YW’ fue evaluado en invernaderos con poblaciones naturales
(heterogeneas) de M. incognita, donde es posible una seleccion hacia aquellos
individuos con mayor agresividad hacia “YW’. Djian-Caporalino et al. (2011) observan
que la reproduccion potencial de determinados aislados y poblaciones naturales de M.

incognita obtenida en ‘YW’ es similar a la obtenida en pimiento susceptible.

El comportamiento agrondmico como porta-injertos, medido a través de su
rendimiento productivo, mostro diferencias entre genotipos. Las mayores producciones
comerciales se obtuvieron con ‘HDA330°, ‘SCM’, ‘CTL’, ‘CT5’, ‘P13’ y ‘P14’, que
fueron similares a las del porta-injertos comercial ‘Atlante’, utilizado como referencia.
Las menores producciones se obtuvieron con ‘YW’, ‘AMC’ y ‘BRB’. Sin embargo, tal
y como muestran los resultados en cada periodo de cosecha, estas diferencias entre
genotipos no fueron apreciables al inicio del cultivo (sin diferencias en el periodo 1),
sino que fueron apareciendo y haciéndose mas patentes conforme fue avanzando el

cultivo.
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Es destacable la coincidencia observada entre resistencia y produccion,
encontrando que los seis genotipos resistentes (‘HDA330’, ‘SCM’, ‘CTL’, ‘CT5’, ‘P13’
y ‘P14’) fueron igualmente los mds productivos mientras que los tres que se
comportaron como susceptibles (‘YW’, ‘AMC’ y ‘BRB’) fueron los menos productivos.
De hecho, el valor obtenido del analisis de correlacion entre ambos factores (-0.9656)
indica precisamente esto, que a mayores dafios en las raices causados por M. incognita
la produccidn de ese genotipo como porta-injerto fue menor. Sin embargo, no podemos
asegurar la relacion inversa entre IN y produccién, ya que no conocemos las
potencialidades intrinsecas como porta-injertos de cada genotipo, aunque atendiendo a
la aleatoriedad en la eleccion de los mismos para este caracter si que consideramos muy
probable esta hipotesis. Ademas el hecho de que los descensos de la produccion en los
genotipos susceptibles aparecieran en fases avanzadas del cultivo podria ser explicado
porque en ese momento las densidades del nematodo alcanzaron el valor suficiente para
influir en la cosecha, tal y como se ha constatado para pimiento (Di Vito et al., 1985) y
en tomate (Ehwaeti et al., 1998; Kamran et al., 2013).

En cambio, ‘Coyote’ no injertado, que fue susceptible al patdgeno, tuvo un
rendimiento productivo muy superior al encontrado en las plantas injertadas sobre los
genotipos susceptibles (‘YW’, ‘AMC’ y ‘BRB’), lo que contrasta con la relacion
observada entre dafio en la raiz y produccion. Posiblemente, estas diferencias estén
influenciadas con aspectos relacionados con el injerto. De hecho, en otros trabajos se ha
visto que no siempre el uso de porta-injertos en pimiento supone una mejora de la
produccién. En ensayos llevados a cabo en suelos sin nematodos, no se encontraron
diferencias en la produccion entre plantas injertadas y no injertadas (Jang et al., 2013) o
solo se encontaron en determinados porta-injertos, que resultaron mas productivos
(Lépez-Marin et al., 2013). Asimismo Leal-Fernandez et al. (2013) obtuvieron una
produccion menor de la variedad Triple Star injertada en ‘SCM334° que no injertado.
Sin embargo en nuestro estudio no encontramos diferencias entre ‘Coyote’ injertado
sobre ‘SCM’ y ‘Coyote’ no injertado. En definitiva, la disparidad de resultados
mostrada en distintos trabajos indica que diversos factores estan implicados en el
rendimiento productivo de las plantas injertadas, como puede ser la interaccion patron-
variedad, presencia de otros patdgenos, determinadas condiciones ambientales, entre

otras.
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4.6. Conclusiones

En este capitulo se ha mostrado que en condiciones de cultivo en invernadero y
utilizando el material vegetal como porta-injertos, el gen Mel, portado por ‘HDA330’,
confiere una resistencia mas robusta frente a M. incognita, que el gen Me3, portado por
SCM y Atlante.

Se han hallado cuatro nuevos genotipos con resistencia a M. incognita, ‘P13’,
‘CTL’, ‘CT5’ y ‘P14, presentando el primero de ellos un nivel de resistencia similar al
de ‘HDA330’. Estos genotipos constituyen un interesante material para su empleo en la
mejora genética de variedades y porta-injertos de pimiento. Los analisis genéticos
pertinentes para determinar la naturaleza de estas resistencias son de gran interés debido
a la posible presencia de nuevas resistencias genéticas o fondos genéticos favorables

para la expresion de las mismas.

Se ha encontrado una estrecha relacién entre resistencia a M. incognita y
produccidn, mostrando mejor comportamiento agronémico como porta-injertos aquellos
genotipos mas resistentes, lo que coincide con los efectos negativos atribuidos al

nematodo sobre los rendimientos productivos del cultivo.
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5.1. Resumen

Meloidogyne spp. figuran a escala mundial entre los principales patdégenos que
afectan a los cultivos de solanaceas, incluyendo el pimiento (Capsicum annuum). El
control de estos nematodos mediante resistencias constituye una alternativa econémica
y ambientalmente sostenible respecto al control tradicional, mediante desinfeccion
quimica del suelo. En pimiento, la resistencia a las principales especies del género
Meloidogyne (M. incognita, M. javanica and M. arenaria) esta conferida por los genes
mayores (genes-R) Mel, Me3 y N. Sin embargo, las poblaciones de Meloidogyne spp.
son capaces de desarrollar virulencias haciendo peligrar la eficiencia de los genes-R. La
resistencia de naturaleza cuantitativa en pimiento frente a Meloidogyne spp. se preve,
bien como una alternativa a los genes-R, o bien para ser combinada con éstos para
incrementar su eficiencia y durabilidad. Con el fin de explorar la aptitud de la
resistencia cuantitativa en el control de Meloidogyne spp., se evaluaron cinco lineas
puras de pimiento de diferente nivel de resistencia cuantitativa conferida por su fondo
genético frente a varios aislados de M. arenaria, M. javanica y M. incognita. También
se evalud la resistencia cuando estas lineas se combinaron, en hibridos F1, con los
genes Mel y Me3. Los aislados de M. arenaria y M. javanica mostraron ser poco
patdégenos a pimiento, al contrario que los aislados de M. incognita. La resistencia
cuantitativa controlada por el fondo genético de algunas variedades de pimiento
proporcionod elevado nivel y amplio espectro de resistencia, efectiva frente a aislados
avirulentos y virulentos al gen Me3. La resistencia cuantitativa también se expresé
cuando se combind con Mel y Me3, aunque presentd efectos genéticos aditivos, de
forma que los hibridos F1 mostraron menos resistencia que las lineas puras. El
descubrimiento de esta resistencia cuantitativa apunta a ser de gran utilidad para

preservar la eficiencia y durabilidad de la resistencia a los nematodos.

5.2. Introduccidn

Los nematodos noduladores del género Meloidogyne, denominados como RKNs
por sus siglas en inglés (root-knot nematodes) son considerados a escala mundial los
mas importantes nematodos fitoparasitos que afectan a los cultivos (Castillo, 2010;
Onkendi et al., 2014; Rudolph et al., 2015), y constituyen uno de los principales

problemas patoldgicos en solanaceas (Netcher y Sikora, 1990; Khan y Haider, 1991),
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incluyendo el pimiento (Di Vito, 1985; Robertson, 2006). Debido a las limitaciones en
el uso de desinfectantes quimicos del suelo impuestas en los ultimos afios (Collange et
al., 2011; Colla et al., 2012), el interés por el uso de resistencias genéticas para el
control de RKNs ha experimentado un fuerte incremento ya que supone un método
sostenible econdmica y medioambientalmente (Djian-Caporalino et al., 2011; Colla et
al., 2012). Sin embargo, la elevada plasticidad genémica y diversidad genética que
presenta Meloidogyne spp. (Castagnone-Sereno, 2002; Castagnone-Sereno et al., 2013)
le confieren un gran potencial de adaptacion a los hospedadores y facilidad para
desarrollar poblaciones virulentas, superando las resistencias vegetales, como asi ha
ocurrido en tomate (Verdejo-Lucas et al., 2009) y pimiento (Thies, 2011; Ros-1bafiez et
al., 2014). No obstante se ha encontrado un coste en la reproducciéon del nematodo
asociado a la virulencia (Castagnone-Sereno et al., 2007; Djian-Caporalino et al., 2011)
que junto a la utilizacion de nuevas fuentes de resistencia, puede ser integrado en
estrategias (de mejora genética y manejo agrondémico de la resistencia) encaminadas al
control efectivo y sostenible de estos nematodos.

En pimiento se han identificado y caracterizado varios genes-R frente a RKNs. De
todos ellos los denominados como Mel, Me3 y N son los méas importantes y estudiados,
ya que presentan un amplio espectro de accion, con efectiva resistencia frente a M.
incognita, que es considerada la principal especie que afecta a pimiento, y también
frente a M. arenaria y M. javanica (Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999;
Thies y Fery, 2000; Castagnone-Sereno et al., 2001). Los genes Mel, Me3 y N fueron
identificados en entradas distantes geografica y genéticamente y han sido mapeados en
un claster de genes-R del cromosoma P9 (Djian-Caporalino et al., 2007b; Fazari et al.,
2012). Respecto a las resistencias cuantitativas a RKNs aun son muy poco conocidas en
pimiento, aunque se han identificado resistencias parciales en algunas lineas (Djian-
Caporalino et al., 1999; Sanchez-Solana et al., 2015a) y se ha demostrado su efecto
positivo en la preservacion de la eficacia de los genes-R (Barbary et al., 2014). Sin
embargo, se conoce poco acerca del efecto directo de la resistencia cuantitativa sobre

los RKNs, y acerca de la durabilidad y base genética de tal resistencia.

En este estudio se explora la capacidad de la resistencia cuantitativa para controlar
diversos aislados de RKNs, y su potencial uso para diversificar y complementar las

fuentes de resistencia actualmente explotadas en pimiento. Los experimentos se
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plantearon con los objetivos de: i) estimar la capacidad de la resistencia cuantitativa
para reducir la reproduccion de aislados de Meloidogyne con y sin virulencia a genes
Me; ii) explorar la influencia del fondo genético del pimiento controlando la resistencia
cuantitativa cuando se combina con genes mayores de resistencia a Meloidogyne, y su

modo de herencia.

5.3. Materiales y Métodos

Material vegetal

Se utilizaron ocho entradas de Capsicum annuum procedentes del banco de
germoplasma del IMIDA. En la tabla 5.1 se muestran sus caracteristicas y resistencia a
Meloidogyne spp. Ademas, con el fin de conocer la influencia del fondo genético sobre
la resistencia a nematodos se construyeron quince hibridos F1 (tabla 5.3) a partir del
cruzamiento de las tres lineas portadoras de Mel (‘HDA330’) o Me3 (‘HDA149’ y
‘SCM’) con cada una de las otras cinco lineas (‘Amc’, ‘Brb’, ‘Ctl’, ‘DIr’ y “YW’),
seleccionadas por su diferente fondo genético y diferente nivel de
resistencia/susceptibilidad a RKNs. Como control se empled la variedad susceptible
‘DLL’ (‘Doux Long des Landes’).

Aislados de nematodos

Se utilizaron cinco aislados (obtenidos de una sola masa de huevos) procedentes de
la coleccion de nematodos mantenida en el IMIDA (tabla 5.2). Tres de estos aislados
fueron avirulentos a los genes Me de pimiento: M. arenaria (M-are) procedente de un
cultivo de tabaco en Losar de la Vera (Caceres), M. javanica (M-jav) procedente de un
cultivo de clavel en Chipiona (Cadiz), y M. incognita (Mi-avir) obtenido de raices de
pimiento susceptible naturalmente infectadas. Los otros dos aislados, de M. incognita,
fueron virulentos a Me3 (Mi-virCH y Mi-virB) obtenidos de raices naturalmente
infectadas de pimiento resistentes (Me3). Los tres aislados de M. incognita proceden de
distintos invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia). Todos los aislados fueron
identificados en el laboratorio de referencia del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC, Madrid) donde se determiné que el aislado de M. arenaria pertenece
a la “raza 3”, el aislado de M. javanica pertenece a la “raza 1” y los aislados de M.

incognita pertenecen a la “raza 2”, segun el test de hospedantes diferenciales (Robertson
-97-



CAPITULO II

et al., 2006 y 2009; Lopez-Pérez et al., 2011). Los aislados M-are, M-jav y Mi-avir
fueron mantenidos y multiplicados en plantas de tomate susceptible de la variedad
‘Marmande Claudia’ (Clausse Tezier S.A.) y los aislados Mi-virCH y Mi-virB en
plantas de pimiento ‘Atlante’ (Semillas Ramiro Arnedo S.L.) portadoras de Me3. La
obtencion de juveniles de segundo estadio (J2), fase infectiva del nematodo, se llevo a
cabo en una cadmara de cultivo (23+2°C) a partir de raices con masas de huevos
(infectadas 8 semanas antes), recogiendo y guardando los J2 durante los tres dias

previos a la inoculacién de las plantas.

TABLA 5.1. Caracteristicas de las lineas puras de pimiento utilizadas como parentales de los
genotipos hibridos F1.

Conocimiento sobre su resistencia o

1 -
Entrada”  Origen susceptibilidad a Meloidogyne spp.
HDA330 Linea doble haploide obtenida en el Resistente a M. incognita, M. arenaria y
INRA de Avifion (Francia) M. javanica (gen Mel, Hendy et al., 1985)
HDA149 Linea doble haploide obtenida en el Resistente a M. incognita, M. arenaria y
INRA de Avifion (Francia) M. javanica (gen Me3, Hendy et al., 1985)
SCM Linea pura procedente de la variedad Resistente a M. Incognita, M. arenaria y
Criollo de Morelos 334 (México) M. javanica (gen Me3, Fazari et al., 2012)
Amc Linea pura procedente de la variedad Susceptible a M. incognita (Sanchez-
local Americano (Murcia). Solana et al., 2015a)
Brb Linea pura procedente de la variedad Susceptible a M. incognita (Sanchez-
local Belrubi (Murcia) Solana et al., 2015a)
Ctl Linea pura procedente de la variedad Resistencia cuantitativa a M. Incognita
local Costal (Murcia) (Sanchez-Solana et al., 2015a)
DIr Linea pura procedente de la variedad Desconocido
local Datler (Murcia)
YW Yolo Wonder. Variedad obtenida en Resistente a M. javanica (gen Me5, Hendy

la  Universidad de California

(EE.UU.)

et al., 1985). Parcialmente resistente o
susceptible a M. incognita and M.
arenaria (Djian-Caporalino et al., 1999 y
2001; Barbary et al.,, 2014; S&nchez-
Solana et al., 2015a)

! Entradas mantenidas en el Banco de Germoplasma del IMIDA. Las semillas de las entradas
‘HDA330’ y ‘HDA149’ fueron proporcionadas por el Dr. Alain Palloix del INRA de Avifion
(Francia), y las semillas de la entrada ‘YW’ por Intersemillas S.A. (Espafia).
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TABLA 5.2. Aislados de nematodos utilizados.

Aislado Especie Caracteristicas
M-are Meloidogyne arenaria Avirulento
M-jav Meloidogyne javanica Avirulento
Mi-avir Meloidogyne incognita Avirulento

Mi-virCH Meloidogyne incognita Virulento al gen Me3 de pimiento

Mi-virB Meloidogyne incognita Virulento al gen Me3 de pimiento

Procedimiento experimental y evaluacién

Las plantas de las lineas puras e hibridos F1 se cultivaron individualmente en
macetas de 200 ml de capacidad con un sustrato compuesto por una mezcla previamente
esterilizada de arena (50%), vermiculita (25%) y tierra franco-arcillosa (25%). Para
cada genotipo de pimiento y aislado de Meloidogyne se realizaron al menos 12
repeticiones, con una planta por repeticion. Los experimentos se llevaron a cabo en una
camara de cultivo mantenida a una temperatura constante de 23°C (x2°C), fotoperiodo
de 15 horas de luz y humedad relativa del 50-60%. Cada planta a la edad de 7 semanas
(4-6 hojas verdaderas) se inoculd con 400 (£50) J2 del nematodo suspendidos en un
volumen de 5 ml de agua y depositados en dos agujeros practicados en el sustrato, junto
a la raiz. Transcurridas ocho semanas (el tiempo suficiente para completar un ciclo de
vida de los nematodos), se arrancaron las plantas y se lavaron las raices cuidadosamente
con agua del grifo. Después se sumergieron durante 10 minutos en una solucion acuosa
de eosina (0.1 g/litro de agua), con la cual se tifien especificamente las masas de huevos
(Roberts et al., 1990). Posteriormente se examinaron con una lupa para contar el
numero total de masas de huevos (MHSs) de cada planta, correspondiente al nimero total
de J2 que completaron su ciclo, utilizandose como parametro de resistencia de la planta

0 de infectividad del aislado del nematodo.

Andlisis de los datos

Todos los analisis se realizaron utilizando el programa informaético Statgraphics
statistycal Package. El conjunto de los datos procedentes de los biotests genotipos x
aislados se sometieron a analisis de varianza usando un modelo ANOVA de dos vias
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con interaccion: Ygix= [ + og + Bi +yg,it €gik €N donde Y representa el valor de MHs
del genotipo ‘g’ inoculado con el aislado ‘i’ en la repeticion ‘k’, u representa la media
poblacional, a4 el efecto del genotipo, Bi el efecto del aislado, yg; la interaccion
genotipo-aislado y &gk €l error residual. Las diferencias significativas entre genotipos
de pimiento y/o aislados de Meloidogyne se determinaron mediante el test HSD de
Tuckey con un nivel del 95% de confianza. Previamente a los andlisis, los valores de
MHs se transformaron mediante la expresion [(1+x)-1/4] para cumplir con los
requisistos de normalidad y homocedasticidad de los valores, que fueron comprobados

con las pruebas de Shapiro-Wilk y Barlett, respectivamente.

Para conocer el modo de herencia (aditiva o dominante) de la resistencia
cuantitativa, los valores de las MHs de los hibridos F1 se compararon con el valor
medio de sus respectivas lineas parentales. Los efectos aditivos se definieron como a=
(MHgarentain-MHparentai?)/2 ~y ~ los  efectos  dominantes como d=  MHg-
(MHgarentan*MHparentai2)/2. L0s efectos genéticos se clasificaron por el valor del ratio
dominancia/aditividad (o ratio ‘d/a’) segiin Stuber et al. (1987), considerando efectos
aditivos cuando ‘d/a’<0.2, efectos parcialmente dominantes cuando 0.2<’d/a’< 0.8,

efectos dominantes cuando 0.8<’d/a’< 1.2 y sobredominantes cuando ‘d/a’>1.2.

5.4. Resultados

Valores de MHs por cada genotipo de pimiento v aislado de Meloidogyne spp.

En la tabla 5.3 se muestran todos los valores medios de MHs para todos los
genotipos de pimiento y aislados de Meloidogyne. Como era previsible la variedad
‘DLL’ (control susceptible) presentd en general los valores mas elevados de MHs para
cada aislado, ‘HDA330’ (portador de Mel) no se infecto, y ‘HDA149’ y ‘SCM’
(portadores de Me3) solo se infectaron con los aislados virulentos. En ‘DLL’, tanto M.
arenaria como M. javanica mostraron valores muy bajos de MHs, inferiores a un 65% y
85%, con respecto a los valores obtenidos con los aislados de M. incognita. Ademas,
practicamente no infectaron al resto de genotipos (excepto M-are a ‘Brb’). Por lo tanto
M-are y M-jav se consideraron ser muy poco patogénicos a pimiento y no se incluyeron
en los andlisis estadisticos posteriores.
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TABLA 5.3. Promedio del nimero de masas de huevos/planta (+ error estandar) para cada
genotipo de pimiento y aislado de Meloidogyne.

Aislados Meloidogyne spp.

Caracteristicas Genotipo _ T T T
M-are  M-jav  Mi-avir  Mi-virCH Mi-virB

Control DLL 67.4+7 22445 206.7+13 194.7+10.3 184.5+14
Susceptible
Lineas HDA330 02+0.1 0 03+0.2  0.3+0.2 0
parentales HDA149 0.1:01 0 0.1#0.1  192.9+13.4 153.5+17
resistentes

SCM 0 0 0.1+0.1  69.1#5 81.5+11
Lineas Amc 48+1  0.1:0.1 197.5¢+12 163.7+189 175+215
parentales Brb 26.6£3 0 179.5+18 161.4+22.6 134.4+14
susceptibles o
parcialmente  Cll 0.2+0.1 0 25¢54  10.8+2 29.5+4.9
resistentes DIr 3.4+09 0 149.3+11 65.3+7.1 117156

YW 6.9+22 0.2+0.1 196.6+16 1535+22.2 151+8.2
Hibridos AL (Amcx HDA330)  0.3#0.2 1.6#05 19.7#25 6.9+1.2 14.8+2.8
m;adores d¢ B @mxXHDA330)  05:02 03+03 10.3+18 40:06  7.7+l1

C1 (Ctl x HDA330) 00 0+0 9.2+18  0.8+0.4 1.5+0.6

D1 (DIr x HDA330) 0.3+0.2 020 96421  5.3%0.9 6.4+1

Y1 (YW xHDA330)  0.8+02 0.1+0.1 11.8+35 4.4+0.8 4.9+1.2
Hibridos A3h (Amc x HDA149) 0+0 0+0 0+0 195.0+13.6 150+20.2
glz/clgadores de  B3h(BrbxHDAL49) 0+0  0+0 0302 1283+18  110+12.7
orocedentes de  C3N (Ctl X HDA149) 020 0+0 0+0 80.8+10.7  97+145
HDA149 D3h (DIr x HDA149) 00 00 0.3+0.2  138.1#10  96.5+12.7

Y3h (YW x HDA149) 00 0+0 0+0 129+12.9  114.0+12.7
Hibridos A3s (Amc x SCM) 00 0.1+0.1 0.1+0.1  97.8+7.5  111.1#116
ﬁﬂ"g;adores de B35 (Brbx SCM) 01201 0#0  03:02 98.3:88  120.8+113
procedentes de  C38 (Ctl X SCM) 00 0+0 02+0.1  51.2+6 69.7+7.3
SCM D3s (DIr x SCM) 0+0 0.3+0.2 0.3+0.1  64.745.6 90.3+12.8

Y3s (YW x SCM) 00 0+0 03+02  97.3#56  129.2+11.9

Efecto de las lineas puras v los aislados de RKNs sobre el nivel de infeccion

Para este andlisis s6lo se consideraron los datos de MHs obtenidos de las nueve

lineas puras (‘DLL’ y lineas parentales) inoculadas con los tres aislados de M.

incognita. EIl ANOVA a dos vias mostrd efectos significativos del genotipo de pimiento

(P<10™), del aislado de M. incognita (P<10™) y de la interaccion ‘genotipo x aislado’
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(P<10™). Los valores medios de MHs/planta de las 9 lineas puras de pimiento se
compararon individualmente para cada aislado del nematodo (figura 5.1A). Entre los
genotipos sin genes-R, ‘Amc’, ‘Brb’ y ‘YW’ mostraron valores similares a ‘DLL’
(control susceptible) con cualquiera de los aislados de M. incognita, mientras que ‘Ctl’
presentd valores significativamente inferiores de MHs para los tres aislados. En ‘DIr’,
los valores de MHs fueron inferiores a los anteriores genotipos, pero Unicamente
significativos para el aislado Mi-virCH. Respecto a las tres lineas portadoras de genes-
R, ‘HDA330’ (portadora de Mel) no se infectd con ninguno de los aislados, mientras
que ‘HDA149’ y ‘SCM’ (portadoras de Me3) presentaron resistencia frente al aislado
avirulento, pero fueron susceptibles a los aislados virulentos a Me3. Con estos aislados
virulentos, ‘HDA149’ mostré valores de MHs similares a los pimientos susceptibles,

mientras que ‘SCM’ valores de MHs significativamente inferiores.
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FIGURA 5.1. Numero medio de masas de huevos por planta para cada genotipo de pimiento y
aislado de Meloidogyne incognita. Letras diferentes dentro de cada aislado (A) o dentro de cada
genotipo (B) indican diferencias significativas (P<0.05; ANOVA y test HSD).
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A partir de los mismos datos, se compararon los tres aislados de M. incognita para
sus valores de MHSs, considerando separadamente cada genotipo de pimiento (figura
5.1B). En ‘DLL’, ‘Amc’, ‘Brb’, ‘YW’ y ‘HDA330’ no se obtuvieron diferencias entre
los tres aislados. Como era previsible, en las lineas ‘HDA149’ y ‘SCM’ (portadoras de
Me3) los aislados virulentos mostraron valores de MHs mucho mayores que el aislado
avirulento. En los genotipos ‘Ctl’ y ‘Dlr’ se obtuvieron menos MHs con el aislado Mi-

virCH que con los aislados Mi-avir y Mi-virB.

Infeccién por los diferentes aislados de los hibridos F1 portadores de Mel.

En este analisis se consideraron los valores de MHs de los cinco hibridos F1
portadores de Mel, procedentes del cruce de ‘HDA330’ (donador de Mel) con las cinco
lineas susceptibles o parcialmente resistentes, inoculados con los tres aislados de M.
incognita. Los valores de MHs fueron generalmente bajos, como cabia esperar por la
resistencia conferida por Mel. EI ANOVA a dos vias para este pardmetro mostrd
efectos significativos del genotipo de pimiento (P<10™) y del aislado de M. incognita
(P<10'4), pero no de la interaccion ‘genotipo x aislado’ (P=0.0865). La comparacion de
los valores medios de MHs (figura 5.2A) mostré diferencias significativas entre los
cinco genotipos, que conformaron tres grupos: con ‘A1’ (fondo genético de ‘Amc’) que
presentd el mayor valor de MHs; ‘B1°, ‘D1’ e ‘Y1’ con valores intermedios; y ‘C1’

(fondo genético de ‘Ctl’) con el menor valor de MHs.

La comparacion entre los tres aislados de M. incognita, mediante sus valores
promedios de MHs obtenidos en los cinco hibridos (figura 5.2B), mostré diferencias
significativas entre los tres, mostrando el aislado avirulento el mayor valor de infeccidn,

y el aislado Mi-virCH el menor valor.
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FIGURA 5.2. Numero medio de masas de huevos por planta (MHs/planta) para cada genotipo
evaluado frente a los tres aislados de Meloidogyne incognita (A), y para cada aislado de M.
incognita inoculado en los cinco genotipos hibridos portadores de Mel (B). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05; ANOVA vy test HSD).

Infeccién por los aislados virulentos de los hibridos F1 portadores de Me3

Los datos procedentes del aislado avirulento no se incluyeron en el anélisis ya que
todos los genotipos presentaron valores de MHs muy bajos (<0.4). Consecuentemente,
para este andlisis s6lo se consideraron las inoculaciones con los aislados Mi-virCH y
Mi-virB en los cinco hibridos F1 de cada linea pura parental portadora de Me3
(‘HDA149’ y ‘SCM”). Para los hibridos de ‘HDA149’, el ANOVA a dos vias mostro
efectos significativos para el genotipo de pimiento (P<10™), pero no para el aislado de
M. incognita (P=0.0533) ni para la interaccion ‘genotipo x aislado’ (P= 0.1792). La
comparacion entre las medias de MHs de cada genotipo (figura 5.3A) mostr6 que ‘C3h’
(con fondo genético de ‘Ctl’) se infectd menos que los otros, excepto que ‘B3h’. ‘A3h’
(con fondo genético de ‘Amc’) mostrd el mayor valor de MHs, con diferencias
significativas respecto a los otros hibridos, excepto con ‘Y3h’. Como se obtuvo del
ANOVA, las diferencias entre ambos aislados no llegaron a ser significativas (figura
3B).

Respecto a los hibridos de ‘SCM’, el ANOVA a dos vias identific6 efectos
significativos del genotipo (P<10™) y del aislado (P=10), pero no de la interaccion
‘genotipo x aislado’ (P= 0.9856). Al comparar las medias de MHs de los cinco hibridos

(figura 5.4A), ‘C3s’ (con fondo genético de ‘Ctl’) fue el que menos se infectd pero sin
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diferencias respecto a ‘D3s’ (con fondo genético de ‘DIr’). ‘A3s’, ‘B3s’ e ‘Y3s’
presentaron valores de MHs significativamente mayores que ‘C3s’ y ‘D3s’. La
comparacion entre aislados para sus valores de MHs en estos genotipos (figura 4B)

mostré que Mi-virCH produjo menos MHs.
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FIGURA 5.3. Numero medio de masas de huevos por planta (MHs/planta) para cada genotipo
evaluado frente a los dos aislados virulentos de Meloidogyne incognita (A), y para cada aislado
virulento de M. incognita inoculado en los cinco genotipos hibridos portadores de Me3
procedentes de ‘HDA149’ (B). Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05;

ANOVA y test HSD).
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FIGURA 5.4. Numero medio de masas de huevos por planta (MHs/planta) para cada genotipo
evaluado frente a los dos aislados virulentos de Meloidogyne incognita (A), y para cada aislado
virulento de M. incognita inoculado en los cinco genotipos hibridos portadores de Me3
procedentes de ‘SCM’ (B). Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05;
ANOVA y test HSD).
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Patrones de herencia de la resistencia cuantitativa

Para este andlisis solo se incluyeron los genotipos hibridos procedentes de
parentales con diferente nivel de resistencia debido al efecto de su fondo genético.
Consecuentemente, se excluyeron los hibridos portadores de Mel (testados con todos
los aislados) y los hibridos portadores de Me3 testados frente al aislado avirulento, ya
que en estos casos el efecto dominante del gen-R predominé sobre el efecto de la
resistencia cuantitativa. En la mayoria de los casos, los valores de MHs de los hibridos
F1 fueron cercanos a los valores medios de sus respectivos parentales. Los valores del
ratio ‘d/a’ indicaron herencia aditiva para la resistencia cuantitativa portada por ‘Ctl’ y
‘DIr’ cuando se cruzaron con ‘HDA149’, y mayormente aditiva o parcialmente

dominante en los demas casos (tabla 5.4).

TABLA 5.4. Comparacion del nimero de masas de huevos por planta (MHs), entre el valor
obtenido en los genotipos hibridos portadores de Me3 y el valor medio de sus obtenido en las
respectivas lineas parentales con los dos aislados virulentos de Meloidogyne incognita, y
estimacion del ratio ‘d/a’.

Genotipo Aislado MHs en F1 Valor medio de MHsde ' ratio d/a
las lineas parentales
Ctl x DH149 Mi-virCH 80.8+10.7 101.9+6.2 -0.23
Mi-virB 97.2+14.5 91.5+8.2 0.09
DIr x DH149 Mi-virCH 138.1+10 129.148.3 0.14
Amc x SCM Mi-virCH 97.8+7.5 116.4+£10.1 0.39
Mi-virB 111.1+11.6 128.4+10.3 0.37
Brb x SCM Mi-virCH 08.3+8.8 115.2+11.5 0.36
Mi-virB 120.8+11.3 107.9+6.5 -0.48
Ctl x SCM Mi-virCH 51.2+6 39.9+2.7 0.39
Mi-virB 69.7£7.3 55.5+4.9 0.55
YW x SCM Mi-virCH 97.315.6 111.3+11.2 0.33
Mi-virB 129.2+11.9 116.3t4.5 -0.37

' El ratio de los efectos aditivos y dominantes (d/a) estima el grado de dominancia de acuerdo a
Stuber et al. (1987): aditividad (0<d/a<0.20); dominancia parcial (0.21<d/a<0.80); dominancia
completa (0.80<d/a<1.20); sobredominancia (d/a>1.20). MHs= masas de huevos.
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5.5. Discusion

En este trabajo se ha testado la resistencia de 24 genotipos de pimiento (9 lineas
puras y 15 hibridos F1) frente a 5 aislados de Meloidogyne spp. que ha permitido
profundizar en el conocimiento de las resistencias cuantitativas y su influencia sobre la
reproduccion de RKNs, su efecto combinado con resistencias cualitativas y su expresion
en la descendencia.

Capacidad reproductiva de M. arenaria y M. javanica

En anteriores trabajos se ha puesto de manifiesto que la frecuencia de poblaciones
patdgenas a pimiento de M. arenaria y M. javanica es bastante inferior que en el caso
de M. incognita (Hartman y Sasser, 1985; Robertson et al., 2006; Talavera et al., 2012;
C. Ros et al., datos no publicados). En el presente estudio todos los aislados de
Meloidogyne infectaron a la variedad susceptible ‘DLL’, por lo que se consideraron
patogénos a pimiento. Esto contrasta con la caracterizacion previa del aislado de M.
javanica, perteneciente a “raza 1” (no patégeno de pimiento). Esta discrepancia
probablemente se deba a que la variedad de pimiento ‘Sonar’ fue la empleada en el test
de hospedantes diferenciales para la caracterizacion racial (Robertson et al., 2009) y, en
base a observaciones propias, ‘Sonar’ no es tan susceptible a RKNs como ‘DLL’. Sin
embargo, incluso en esta variedad altamente susceptible, la reproduccién de M. arenaria
y M. javanica fue muy inferior a la mostrada por M. incognita. Castagnone-Sereno et al.
(2001) observaron en poblaciones de M. arenaria y M. javanica menor tasa de
reproduccién en pimiento ‘DLL’ que en tomate susceptible, mientras que las
poblaciones de M. incognita mostraron similar patogenicidad en ambos hospedantes.
Probablemente, la eleccién de aislados de M. arenaria y M. javanica (de muy baja
patogenicidad a pimiento) para el presente estudio explica la baja reproduccion en
pimiento en comparacion con los aislados de M. incognita. Aunque también, los
resultados de los trabajos citados sugieren que M. arenaria y M. javanivca son especies

menos adaptadas a pimiento

En este estudio también se ha mostrado que 'Amc', 'Brb’, 'Ctl', 'DIr' y "YW' se
comportaron como completamente resistentes a los aislados M-are y/o M-jav, pero no a
los aislados de M. incognita. De forma similar, Djian-Caporalino et al. (1999)

observaron que diversas variedades de pimiento (incluyendo ‘Yolo Wonder’) se
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infectaron con M. incognita, pero fueron completamente resistentes a poblaciones de M.
arenaria y M. javanica (patogénas en pimiento). También Pandravada et al. (2010)
obtuvieron un amplio rango de niveles de resistencia (desde totalmente resistente hasta
totalmente susceptible) en 172 entradas de pimiento testadas frente a un mismo aislado
de M. javanica. Estos resultados, junto con los obtenidos en el presente estudio,
evidencian la existencia de otros factores genéticos de resistencia distintos a Mel, Me3
y N que confieren resistencia a M. javanica y M. arenaria, los cuales podrian
corresponderse con los ya descritos genes Me2, Me4 ¢ Me5 (éste presente en “YW?)

(Hendy et al., 1985) o deberse a nuevos factores genéticos.

Comparacién de la capacidad reproductiva de los aislados de M. incognita

avirulento v virulentos a Me3

Son pocos los articulos en los que se ha documentado acerca del coste en la aptitud
reproductiva de aislados de Meloidogyne spp. asociado a la adquisicion de virulencia
frente a genes de resistencia de tomate y pimiento (Djian-Caporalino et al., 2011). En
tomate, los aislado virulentos al gen Mi presentaron menor reproduccion potencial que
los avirulentos (Castagnone-Sereno et al., 2007). En pimiento, el coste en la
reproduccion asociado a la virulencia a Me3 se observd en tres poblaciones de las seis
evaluadas (Djian-Caporalino et al., 2011), por lo que no ha de ser generalizado. En el
presente estudio, las diferencias de infectividad no llegaron a ser significativas en los
genotipos totalmente susceptibles (es decir, en ‘DLL’, ‘Amc’, ‘Brb’ y ‘YW’). Solo en
los hibridos portadores de Mel, que redujo mucho la infeccion en todos los genotipos,
los aislados virulentos infectaron significativamente menos que el aislado avirulento (y
Mi-virCH menos que Mi-virB). En los genotipos ‘Ctl’ y ‘DIr’ el aislado Mi-virCH fue
menos infectivo que los aislados Mi-avir y Mi-virB. También en los genotipos
portadores de Me3, Mi-virCH presentd menos MHs que Mi-virB cuando se inocularon
en los hibridos procedentes de ‘SCM’. Esta menor reproduccion del aislado Mi-virCH
puede ser atribuida a los factores genéticos de resistencia cuantitativa presentes en los
fondos genéticos de ‘Ctl’ ‘DIr’ y ‘SCM’, como asi se ha documentado en otros
patosistemas (Pariaud et al., 2009; Lannou, 2012). Por lo tanto, los experimentos del
presente capitulo no han revelado un coste reproductivo asociado a la virulencia a Me3,
pero se han puesto de manifiesto diferencias entre aislados en relacion a su capacidad

reproductiva en genotipos portadores de resistencia cuantitativa y Mel.
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Efecto de la resistencia cuantitativa conferida por el fondo genético

Inicialmente la resistencia cuantitativa se evalué en las lineas de pimiento no
portadoras de los alelos de resistencia Mel ni Me3, para conocer asi el efecto de la
resistencia debida so6lo a los factores genéticos presentes en el fondo genético. En esta
evaluacion, ‘Ctl’ mostrd el mayor nivel de resistencia frente a los tres aislados de M.
incognita, y ‘DIr’ mostrd un nivel intermedio, en comparacion a las otras lineas puras
(‘DLL’, ‘Amc’, ‘Brb’ y “YW’) que fueron muy susceptibles. De forma anéloga, entre
las dos lineas puras portadoras de Me3, ‘SCM’ fue cuantitativamente mas resistente que
‘HDA149’ frente a los dos aislados virulentos de M. incognita, lo que sugiere la
presencia de factores genéticos adicionales a Me3 en el genoma de ‘SCM’. Estos
resultados coinciden con los obtenidos anteriormente en evaluaciones realizadas en
invernaderos con poblaciones de M. incognita virulentas a Me3 y avirulentas, en las
cuales ‘Ctl’ mostrdé mayor nivel de resistencia respecto a ‘Amc’, ‘Brb’ y ‘YW’ (‘Datler’
no se evalud), y lo mismo fue observado en ‘SCM’ respecto a otra variedad portadora
de Me3 (Sanchez-Solana et al., 2015a). La similitud de estos resultados obtenidos en
diferentes condiciones de evaluacion y naturaleza virulenta del patégeno demuestra el

amplio espectro de accidn de la resistencia debida al fondo genético.

Cuando las lineas susceptibles o parcialmente resistentes se combinaron con los
alelos Mel o Me3, los efectos obtenidos debidos al fondo genético fueron similares. En
combinacién con Mel, y pese a los bajos valores de MHs observados (todos los aislados
fueron avirulentos a este alelo), el hibrido ‘C1’ (procedente de ‘Ctl’) mostrd el menor
valor de infeccion y ‘A1’ (procedente de ‘Amc’) el mayor valor. Esto coincide con los
resultados obtenidos por Barbary et al. (2014), quienes observaron una mayor eficiencia
de la resistencia de Mel y Me3 cuando los genes fueron introgresados en un fondo
genético con resistencia parcial. Curiosamente, ‘HDA330’ no se infectdé (MH=0.3)
mientras que sus hibridos si (maximo 19.7 MHs en ‘A1’). Esto, segun Barbary et al.
(2014), no seria debido a un efecto de dosis alélica (estatus heterocigotico de Mel en los
hibridos F1, y homocigético en ‘HDA330’), sino debido a los efectos del fondo

genético de ‘HDA330’ que presentaria resistencia cuantitativa, independiente de Mel.

Los hibridos portadores de Me3 no se infectaron con el aislado avirulento (valores
entre 0 y 0.3 masas) independientemente de la susceptibilidad del fondo genético, pero

si se infectaron a distintos niveles con los aislados virulentos. La ausencia de infeccion
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con el aislado avirulento contrasta con lo observado por Barbary et al. (2014), quienes
pusieron de manifiesto que la eficiencia de Me3 decrecié al introgresarlo en un fondo
genético muy susceptible (‘DLL’). Probablemente, esta discrepancia sea debida a
diferencias en la dosis de indculo empleado en cada estudio: 400 J2/planta en el
presente estudio y 5000 J2/planta (12.5 veces mayor) en el caso de Barbary et al.
Cuando se inocularon con los dos aislados virulentos, los hibridos portadores de Me3
mostraron diferencias en su nivel de resistencia relacionadas directamente con los
efectos del fondo genético observados en sus lineas parentales: mayor resistencia en
‘C3h’ y ‘C3s’ (obtenidos de ‘Ctl’) e intermedia en ‘D3h’ y ‘D3s’ (obtenidos de ‘Dlr’).
Al igual que lo observado en los hibridos de Mel, dicho efecto fue estable frente a los

dos aislados (interaccidon ’genotipo x aislado’ no significativa).

La herencia de la resistencia cuantitativa portada por ‘Ctl’ y ‘Dlr’ resulto aditiva en
los hibridos F1, y mayormente aditiva con dominancia parcial en los cruces de ‘SCM’.
De hecho, los hibridos F1 obtenidos de ‘Ctl’ y ‘DIr’ mostraron valores mayores de MHs
al inocularlos con los aislados virulentos a Me3 que las propias lineas parentales
(homocigéticas) ‘Ctl” y ‘DIr’, indicando claramente que los factores de resistencia
presentes en el fondo genético son mas eficientes en homocigosis. En cualquier caso, el
control de tal resistencia por uno o varios factores genéticos (QTLsS) es desconocido, y

su estudio ha de abordarse con generaciones segregantes.

Implicaciones practicas

Estos nuevos conocimientos sobre los efectos del fondo genético del pimiento son
de importante aplicacion practica para conservar la durabilidad de las resistencias a
RKNs. En estrategias de mejora genética de variedades, se ratifica la ventaja de
combinar genes-R y resistencias cuantitativas en un mismo genotipo, puesta de
manifiesto en anteriores trabajos (Palloix et al., 2009; Brun et al., 2010; Djian-
Caporalino et al., 2014). Incluso sin genes-R, variedades con resistencia cuantitativa
(como ‘Ctl”) pueden ser eficaces en el control de Meloidogyne, constituyendo una nueva
fuente de resistencia con diferente expresion (cuantitativa) y efecto genético (aditivo).
Esta resistencia cuantitativa también puede ser explotada en estrategias de manejo de las
resistencias. Djian-Caporalino et al. (2014) demostraron que la alternancia del cultivo

de plantas portando Mel y Me3 es un método eficaz de controlar a los nematodos y de
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aumentar la durabilidad de las resistencias. La inclusion de una fuente genética de
elevada resistencia cuantitativa como ‘Ctl’, ayudard a diversificar las resistencias.
Ademaés, la disminucién de la reproduccion potencial de algunos aislados virulentos
(como Mi-virCH) puede contribuir en una disminucién de la frecuencia de aparicion de

tales aislados en el suelo, favoreciendo asi la durabilidad de las resistencias.

5.6. Conclusiones

En este capitulo se ha puesto de manifiesto que la resistencia cuantitativa a RKNs,
controlada por el fondo genético del pimiento, es estable frente a diferentes aislados de
M. incognita, se mantiene su efecto cuando se combina con genes-R y presenta efectos

genéticos aditivos o parcialmente dominantes.

Particularmente, la variedad ‘Costal’ (‘Ctl’) ha mostrado un elevado nivel de
resistencia cuantitativa, eficaz frente a aislados de M. incognita avirulentos y virulentos

a Me3, y que incrementa la eficiencia de los hibridos portadores de Mel.

Se ha visto que algunos aislados de M. incognita presentan menor aptitud
reproductiva hacia genotipos con factores de resistencia cuantitativa y hacia portadores
de Mel.

Se considera interesante comprobar los efectos de la resistencia cuantitativa en
condiciones de campo, y llevar a cabo un analisis genético de la resistencia de ‘Costal’

para conocer su control oligogénico o poligénico.
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6.1. Resumen

En el pimiento (Capsicum annuum), los genes mayores (genes-R) Mel, Me3 y N
confieren resistencia a Meloidogyne incognita, M. arenaria y M. javanica, consideradas
las principales especies de nematodos que afectan al pimiento. En condiciones de
infestacion natural, se ha observado el desarrollo de poblaciones virulentas a los genes
Me3 y N cuando éstos se han utilizado en cultivo reiterado en un mismo suelo, lo que
pone en peligro su eficacia. La combinacién de genes-R y factores de resistencia
cuantitativa en un mismo genotipo se considera una buena estrategia para incrementar la
durabilidad de los genes-R. El reciente descubrimiento de altos niveles de resistencia
conferidos por el fondo genético del pimiento, con eficacia frente a aislados de M.
incognita avirulentos y virulentos a Me3, se espera que pueda ser de importante
aplicacion para preservar la eficiencia de la resistencia a nematodos. Con el fin de
conocer la capacidad de la resistencia incrementando la durabilidad de los genes-R del
pimiento frente a Meloidogyne spp., cinco lineas puras, de diferente nivel de resistencia
cuantitativa, se combinaron con los genes Mel o Me3 en hibridos F1. La resistencia de
las lineas puras e hibridos (usados como porta-injertos) se evalud en dos campafas de
cultivo sucesivas, en un invernadero con el suelo infestado naturalmente por M.
incognita. En ambas camparias, los genotipos portadores de un mismo gen-R se
infectaron menos cuando se combinaron con resistencia cuantitativa. Se observo un
incremento en la infeccidn en la segunda campafia de cultivo, que fue pequefio en los
genotipos portadores de Mel y notable en los genotipos portadores de Me3,
independientemente de su resistencia cuantitativa. El nivel de infeccion en las lineas
puras no portadoras de genes-R fue similar en ambas campafias. En base a estos
resultados se discute si la resistencia cuantitativa incrementa el nivel de resistencia
general, pero no previene el incremento de la frecuencia de virulencia a los genes-R una

vez emergida.

6.2. Introduccidn

El uso de resistencias genéticas en plantas cultivadas es un método muy ventajoso
para el control de plagas y enfermedades. Sin embargo, uno de los principales

problemas es la pérdida de eficacia de muchas fuentes de resistencia, que son
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remontadas en poco tiempo por poblaciones virulentas del patdgeno (ej: Turner et al.,
1983; McDonald y Linde, 2002). Actualmente, muchas investigaciones se centran en el
disefio de estrategias que incrementen la durabilidad de las resistencias. Se ha observado
que la introgresion de genes mayores de resistencia (genes-R) en fondos genéticos con
factores de resistencia cuantitativa dificulta la aparicion de formas virulentas del
patdgeno capaces de remontar a los genes-R. Asi se ha demostrado para el gen RIm6,
que confiere resistencia en Brassica napus frente al hongo Leptosphaeria maculans
(Brun et al., 2010), o para el gen pvr2® de resistencia en pimiento frente al virus Y de la
patata (PVY) (Palloix et al., 2009). Segun Quenouille et al., (2013), el efecto
beneficioso del fondo genético preservando la eficacia de los genes-R se explicaria por
un conjunto de causas que disminuyen la presion de seleccion de individuos virulentos
del patégeno, como son: el mayor nivel de resistencia proporcionada por la resistencia
cuantitativa, el requerimiento de una mayor acumulacion de mutaciones en el patégeno

y una pérdida de la capacidad reproductiva debido a la adquisicién de virulencia.

Los nematodos del género Meloidogyne estan considerados, a escala mundial, entre
los patdgenos edaficos mas dafiinos que afectan a los cultivos de solanaceas (Netcher y
Sikora, 1990; Khan y Haider, 1991; Barbary et al., 2015). En el pimiento (Capsicum
annuum), la resistencia frente a Meloidogyne incognita (Robertson, 2006) viene
conferida por los genes-R Mel, Me3 y N (Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al.,
1999; Thies y Fery, 2000). Sin embargo, este nematodo desarrolla- con facilidad-
poblaciones virulentas frente a los genes Me3 y N, cuando se reitera el cultivo de plantas
portadoras de éstos en un mismo suelo (Thies, 2011; Ros-Ibafiez et al., 2014). Solo el
gen Mel se ha mostrado- hasta la fecha- como la unica fuente durable de resistencia
(Sanchez-Solana et al., 2015a; Barbary et al., 2015).

Recientemente se han identificado elevados niveles de resistencia cuantitativa
frente a Meloidogyne spp. controlados por el fondo genético de algunas variedades de
pimiento, como ‘Costal’ y ‘Datler’ (Sanchez-Solana et al., 2015a y 2015b). Su
utilizacion en estrategias de uso durable de las resistencias se espera que resulte eficaz,
ya que, como se ha observado en condiciones controladas, esta resistencia es efectiva
frente a aislados de M. incognita avirulentos y virulentos a Me3. También se ha
comprobado que presenta efectos genéticos aditivos o parcialmente dominantes, de

manera que el efecto de la resistencia cuantitativa se expresa cuando se combina con los
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genes Mel o Me3, incrementando su eficiencia en el control de M. incognita (Barbary et
al., 2014; Sanchez-Solana et al., 2015b).

El conocimiento acerca de las prestaciones de la resistencia cuantitativa del
pimiento en cultivo en campo es escaso. Como se vio en el apartado de Introduccion
General (subapartados 1.2.3. y 1.3.3.), en estas condiciones, las plantas estan sometidas
a largos ciclos de cultivo, con amplias oscilaciones de los parametros ambientales. Las
poblaciones del patdgeno suelen ser altamente heterogéneas y pueden presentar varias
generaciones durante una misma campafa. En evaluaciones previas en invernaderos del
Campo de Cartagena (Murcia), algunas variedades de pimiento con resistencia
cuantitativa mostraron resultados satisfactorios en el control de M. incognita,
empleando las plantas como porta-injertos (Sanchez-Solana et al., 2015a). Sin embargo,
bajo estas condiciones, se desconoce su efecto preservando la eficacia de los genes-R.
En este trabajo se estudia la influencia del fondo genético sobre los genes Mel y Me3,
en plantas utilizadas como porta-injertos y cultivadas en condiciones de invernadero con
suelo naturalmente infestado por M. incognita. Los experimentos se focalizaron en dos
objetivos concretos sobre el efecto de la resistencia cuantitativa cuando se combina con
resistencia cualitativa: i) su capacidad reduciendo las infecciones del nematodo, vy ii) su

influencia sobre el desarrollo de poblaciones virulentas a Mel y Me3.

6.3. Materiales y Métodos

Material vegetal

Los genotipos utilizados se indican en la tabla 6.1, que coinciden con los del
capitulo anterior. Tres genotipos son lineas puras resistentes, portadoras de Mel
(‘HDA330’) o Me3 (‘HDA149’ y ‘SCM’) (ver Material y Métodos Generales, apartado
3.1.1.). Otros cinco (‘Americano’, ‘Belrubi’, ‘Costal’, ‘Datler’ y ‘Yolo Wonder’) son
lineas puras no portadoras de Mel ni Me3, pero de diferente fondo genético y nivel
cuantitativo de resistencia frente a M. incognita. Del cruzamiento entre cada linea pura
portadora de Mel o Me3 con cada una de las otras cinco lineas puras se obtuvieron los
quince hibridos F1. Todos los genotipos se evaluaron como patrones, sobre los cuales se
injert6 la variedad ‘Gacela’ (Syngenta Seeds, S.A.), de tipo California rojo. La misma

variedad sin injertar se utilizé como control susceptible. La metodologia empleada para
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la siembra, injerto y crianza en el semillero de las plantas se describe en Material y

Métodos Generales (apartado 3.3.2.).

Disefio experimental y condiciones de cultivo

El ensayo se llevo a cabo en un invernadero (E) de la finca experimental de Torre-
Blanca que el IMIDA tiene en el Campo de Cartagena (Murcia). El suelo esta
naturalmente contaminado por M. incognita. Al inicio de los trabajos la poblacion del
nematodo se caracterizo como “en proceso de desarrollo de virulencia al gen Me3” (ver
Materiales y Métodos Generales, apartado 3.3.1.), ya que, en cultivos precedentes,
algunos patrones portadores del gen Me3 se habian infectado con indices de nodulacién

en las raices superiores a 3.

Se establecié un disefio de bloques al azar con tres repeticiones por genotipo. En
cada parcela elemental (repeticion) se puso una fila de 20 plantas, al marco de 0,40 m
entre plantas en la fila y 1,0m de separacion entre filas (2.5 plantas/m?). El cultivo se
repitié durante dos campafias consecutivas. En la primera campafia se plantd el 22 de
diciembre de 2011 y finaliz6 el cultivo el 2 de agosto de 2012, y en la segunda campafia
se planto el 18 de diciembre de 2012 y se arrancaron las plantas el 8 de agosto de 2013.
En la segunda campafa el cultivo de cada genotipo se reiterd en la misma parcela donde
se habia cultivado en la campafia anterior. Entre las dos camparias se llevo a cabo una
biosolarizacién tardia (octubre) del suelo con el aporte de 2,5 kg/m? de estiércol fresco
de ovino, con el fin de reducir el efecto de la fatiga del suelo, pero sin afectar
significativamente a la poblacion del nematodo. El laboreo del suelo se hizo procurando
no mezclar la tierra entre parcelas. Las practicas de cultivo fueron las habituales

utilizadas en la zona (ver Introduccion General, apartado 1.2.3.).

Pardmetros de evaluacion y andlisis de los datos

Se evaluo el nivel de resistencia a M. incognita de cada genotipo. Al finalizar el
cultivo se arrancaron al menos 10 plantas, tomadas al azar, de cada repeticion, se
examinaron las raices y se evaluaron los dafios causados por el nematodo siguiendo la
escala de 0 a 10 del indice de nodulacion (IN) desarrollada por Bridge y Page (1980).

También se calcul6 el porcentaje de plantas infectadas de cada genotipo.
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Los valores de IN se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
con interaccion, para los factores genotipo y afio (camparfia). Cuando el ANOVA resulto
significativo para el factor genotipo, se utilizé la prueba HSD de Tuckey al 95% de
confianza para la diferenciacion de medias. Todos los analisis estadisticos se realizaron

con el programa informatico StatGraphics.

6.4. Resultados

Valores de infeccion por M. incognita

Los valores medios de IN y del porcentaje de plantas afectadas de todos los
genotipos, obtenidos al final de cada camparia, se muestran en la tabla 6.1. El rango de
valores vario entre 0 y 5.93 para el IN, y entre 0 y 100% para la proporcion de plantas
con nodulos. Todos aquellos genotipos con valores de IN superiores a 3.24, presentaron
un porcentaje de plantas afectadas del 100%, lo cual indica una distribucion uniforme de
la poblacion de M. incognita en el suelo del invernadero.

En las dos campanas la variedad ‘Gacela’ (control susceptible) mostré elevados
valores de infeccion, y ‘HDA330’ (portadora de Mel) se mostr0 resistente, no
presentando apenas nodulos en las raices. Los genotipos portadores del gen Me3
(‘HDA149’ y ‘SCM’) mostraron un alto porcentaje de plantas infectadas (76-100%), y
valores de IN con variaciones entre afios (mayores en el segundo), y entre genotipos

(menores en ‘SCM”).

Resistencia en genotipos no portadores de Mel y Me3

En el andlisis s6lo se consideraron los IN de cada afio obtenidos para ‘Gacela’
(control susceptible) y para las cinco lineas puras, sin genes mayores de resistencia a M.
incognita, utilizadas como parentales, con la finalidad de estimar por si s6lo el efecto de

la resistencia cuantitativa de cada genotipo conferida por el fondo genético.

El ANOVA a dos vias mostro efectos significativos para el factor ‘genotipo’, pero
no para el factor ‘afio” ni para la interaccion ‘genotipo x ano’ (tabla 6.2). La
comparacion de los valores medios de IN de los seis genotipos (figura 6.1) no mostro

diferencias significativas entre ‘Americano’, ‘Belrubi ‘, ‘Yolo Wonder’ y ‘Gacela’. Sin
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embargo, ‘Costal’, que fue el que menos se infectd, y ‘Datler’, mostraron diferencias

significativas con los otros genotipos, a excepcion de ‘Datler’ con “Yolo Wonder’.

TABLA 6.1. indice de nodulacion medio y porcentaje de plantas afectadas (+desviacion
estandar) en cada genotipo, al final de cada campafia de cultivo (2012 Y 2013).

Afo 2012 ARfo 2013
Resistencia a - -
M. incognita GENOTIPO Indice Plantas Indice Plantas
' g Nodulacion  afectadas Nodulacion  afectadas
(%) (%)
Control Gacela no 4.8+0.7 100+0 5.7+0.18 100+0
susceptible injertada
Parentales HDA330 010 0+0 0.3+0.17 21+22
resistentes HDA149 2.6+0.1 93+12 4.9+0.5 1000
portadores de
Mel o Me3 SCM 1.6+0.3 100+0 2.7+£0.45 76140
Parentales no Americano 5.3+0.1 100+0 5.27+0.5 100+0
portadores de Belrubi 5.140.3 10040 5.9+0.3 10040
Mel o Me3
Costal 2.310.1 93+12 2.60+0.3 100+0
Détler 3.6+£0.6 100+0 2.9+0.5 1000
Yolo Wonder 45+0.7 100+0 4+0.4 10010
Hibridos Al 0.3+0.2 33441 0.9+0.2 59+2
portadores de B1 00 0£0 0.420.1 20+10
Mel procedentes N N N N
de HDA330 C1 0.1+0.1 7+12 0.4+0.2 30+17
D1 0.1+0.1 7+12 0.310.1 33423
Y1 0.3+0.2 23+19 0.6+£0.3 46146
Hibridos A3h 3.5+0.2 1000 4.9+0.3 1000
portadores de B3h 1.840.5 68+21 4.1%0.4 1000
Me3 procedentes h . N N .
de HDA149 C3 0.9+0.4 67+31 3.1+0.8 97+6
D3h 2+0.3 93+12 4.1+0.7 1000
Y3h 3.4+04 100+0 4.8+0.6 1000
Hibridos A3s 3.2+0.4 92+7 5.5+0.4 1000
portadores de B3s 2.840.7 100+0 49405 1000
Me3 procedentes
de SCM C3s 1.1+0.2 67123 3.1+0.8 95+10
D3s 1.8+0.3 93+12 4+0.6 1000
Y3s 3.7+20.5 100+0 4.4+1 10010
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TABLA 6.2. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) a dos vias,
evaluando los efectos del genotipo (‘Gacela’, ‘Americano’, ‘Belrubi’,
‘Costal’, ‘Datler’ y “Yolo Wonder’), del afio de cultivo (2012 y 2013) y la
correspondiente interacciébn de ambos factores para el indice de
nodulacion.

Fuente Gl Razén-F Valor-P

Efectos principales

Genotipo 5 15.95 <10

Afio 1 0.24 0.6264
Interaccion

Genotipo*Afo 5 1.19 0.3425
Residuos 24
Total 35

Gl: grados de libertad

b,c
ab

Indice Nodulacion
w
1
o))

-

Americano Belrubi  Costal Datler Yolo Gacela
Wonder

FIGURA 6.1. indice de nodulaciéon medio de las dos campafias de cultivo para
cada genotipo no portador de genes Mel y Me3. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05; ANOVA vy prueba de HSD). Las barras
verticales representan la desviacion estandar.

Efecto de la resistencia cuantitativa en los genotipos portadores de Mel

Para este andlisis se consideraron s6lo los genotipos portadores del gen Mel. Por

tanto se incluyeron la linea pura parental ‘HDA330’ (donadora del gen de resistencia) y
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sus cinco hibridos F1, para asi poder estimar las diferencias en el nivel de resistencia

debidas al fondo genético.

Los seis genotipos mostraron una alta resistencia al nematodo con IN inferiores a 1
en todos los casos, debido al efecto de Mel. A pesar de esto, el ANOVA a dos vias
mostré efectos significativos para el factor afio, pero no para el factor genotipo ni para
la interaccion ‘genotipo x afio’ (tabla 6.3a). Como el valor-P para el parametro genotipo
(P=0.0541) fue muy proximo al limite fijado de significancia (P<0.05), y el valor-P para
la interaccion ‘genotipo x afio’ no fue significativo (P=0.9097), se decidi6 realizar de
nuevo el ANOVA a dos vias, pero sin incluir la interaccién entre ambos factores. Este
analisis (tabla 6.3b) mostrd efectos significativos del genotipo y del afio. La
comparacion de los valores medios de IN de los seis genotipos (figura 6.2) mostré que
las diferencias solo fueron significativas entre ‘HDA330’, que presentd el menor IN, y

‘A1’ (‘Americano’ x ‘HDA330’), que fue el genotipo mas afectado.

TABLA 6.3. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) a dos vias, evaluando los efectos
del genotipo (‘HDA330’, ‘A1’°, ‘B1’, ‘C1’, ‘D1’ e ‘Y1’), y ‘afio de cultivo’ (2012 y 2013) para
el indice de nodulacién. Se consideraron dos modelos de ANOVA: incluyendo la
correspondiente interaccion entre ambos factores, ‘genotipo x afio’ (A); y sin incluir interaccion

(B).

A B

Fuente Gl Razon-F  Valor-P Fuente Gl Razon-F  Valor-P
Efectos Efectos

principales principales

Genotipo 2.56 0.0541 Genotipo 291 0.0299
Afio 14.19 <107 Afio 16.15 <10
Interaccion Residuos 9

Genotipo*Afio 0.30 0.9097 Total 5

Residuos 4

Total 5

Gl: grados de libertad
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FIGURA 6.2. indice de nodulacion medio de las dos campafas de cultivo para
cada genotipo portador de Mel. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05; ANOVA vy prueba de HSD). Las barras verticales representan la
desviacion estandar.

Efecto de la resistencia cuantitativa en los genotipos portadores de Me3

Para este andlisis se consideraron todos los genotipos portadores de Me3. Los datos
se analizaron en dos grupos, separando los genotipos en base a la linea parental
donadora de Me3, ‘HDA149’ 6 ‘SCM’, con el fin de estimar s6lo los efectos debidos al

fondo genético de las lineas parentales, no portadoras del gen de resistencia.

El ANOVA a dos vias de los datos de IN de ‘HDA149’ y de los cinco hibridos F1
procedentes de esta linea mostro efectos significativos de los factores ‘genotipo’ y
‘afio’, pero no de la interaccion ‘genotipo x afo’ (tabla 6.4). La comparacion de los
valores medios de IN en estos genotipos (figura 6.3) mostré que el genotipo de mayor
resistencia, ‘C3h’ (fondo genético de Costal), fue significativamente diferente de los
tres que mas se infectaron (‘A3h’, ‘Y3h’ y ‘HDA149’). Los genotipos ‘B3h’ y ‘D3h’
mostraron valores intermedios de IN que no resultaron estadisticamente diferentes de

los demas.

En los genotipos con fondo genético de ‘SCM” el ANOVA a dos vias mostro
efectos significativos de los parametros ‘genotipo’ y ‘afio’, pero no de la interaccion
‘genotipo x afio’ (tabla 6.5). La comparacion de los valores medios de IN en estos
genotipos (figura 6.4) mostrd que ‘C3s’ (fondo genético de Costal) y ‘SCM’ fueron los

que menos se infectaron, con diferencias significativas respecto a ‘A3s’, ‘B3s’ e ‘Y3s’.
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El genotipo ‘D3s’ (fondo genético de ‘Datler’) mostr6 un valor intermedio, sin

diferencias significativas respecto a ninguno de los otros genotipos.

TABLA 6.4. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) a dos vias
evaluando los efectos del genotipo (‘HDA149°, ‘A3h’, ‘B3h’, ‘C3h’,
‘D3h’ e “Y3h’), del afio de cultivo (2012 y 2013) y la correspondiente

interaccidn de ambos factores para el indice de nodulacién.

Fuente Gl Razén-F Valor-P

Efectos principales

Genotipo 5 6.07 <107

Afio 1 52.24 <10™
Interaccion

Genotipo*Afio 5 0.38 0.8578
Residuos 24
Total 35

Gl: grados de libertad

Indice Nodulaciéon

z

O P N W b U1 O N
1

b
b T b
a,b a,b
| I a I l
A3h B3h C3h D3h Y3h

HDA149

FIGURA 6.3. indice de nodulacién medio de las dos campafias de cultivo
para cada genotipo portador de Me3 procedente de ‘HDA149’. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05; ANOVA y prueba de
HSD). Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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TABLA 6.5. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) a dos vias
evaluando los efectos del genotipo (‘SCM’, ‘A3s’, ‘B3s’, ‘C3s’, ‘D3s’ e
“Y3s’), del afio de cultivo (2012 y 2013) y la correspondiente interaccion
de ambos factores para el indice de nodulacion.

Fuente Gl Razén-F Valor-P

Efectos principales

Genotipo 5 6.70 <10°

Afio 1 29.14 <10
Interaccion

Genotipo*Afio 5 0.72 0.6134
Residuos 24
Total 35

Gl: grados de libertad

- b b b

a,b
- a I a
A3s B3s C3s D3s Y3s SCM

FIGURA 6.4. indice de nodulacién medio de las dos campafias de cultivo
obtenido en cada genotipo portador de Me3 procedente de ‘SCM’. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05; ANOVA y prueba de
HSD). Las barras verticales representan la desviacion estandar.

Indice Nodulacion
o = N w D (0] (o)} ~ (0]
1

pe

Comparacién interanual de los indices de nodulacién

En el anélisis se comparé la variacion de los indices de nodulacion entre las dos

campaias de cultivo. Como el ANOVA para la interaccion ‘genotipo X afio’ no resultd
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significativo en ninguno de los analisis anteriores (tablas 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5), se obtuvo
el valor promedio de cada grupo de genotipos considerando: no portadores de Mel y
Me3; portadores de Mel; portadores de Me3 procedentes de ‘HDA149’; y portadores de

Me3 procedentes de ‘SCM’. Dichos valores se representan en la figura 6.5.

En los cuatro grupos de genotipos los IN de la segunda campafia fueron mas
elevados que los de la primera, aunque sin diferencias significativas en el caso de los
genotipos no portadores de Mel ni Me3 (tabla 6.2) que mostraron valores muy
parecidos en ambos afios (IN=4.3 en 2012; IN=4.4 en 2013). En los genotipos
portadores de Mel o Me3 el incremento interanual del IN fue mas notable, mostrando
diferencias significativas (tablas 6.3, 6.4 y 6.5). EI IN promedio de los genotipos
portadores de Mel fue de 0.1 en 2012 y 0.5 en 2013. Los portadores de Me3 mostraron
un IN de 2.4 en la primera campafia de cultivo. En la segunda los valores fueron
préximos a los obtenidos en los genotipos sin genes mayores de resistencia, mostrando
un IN promedio de 4.3 en el caso de los genotipos procedentes de ‘HDA149’, y de 4.1

en aquellos procedentes de ‘SCM’.

Genotipos

o1

T —e— No portadores de
4 - I Mel ni Me3

—=— Portadores Mel

indice Nodulacion
w
1

2 | Portadores Me3
(HDA149)
1 4 Portadores Me3
. —{ (SCM)
O +— T 1
2012 2013

Afio de cultivo

FIGURA 6.5. Representacion del incremento del indice de nodulacién de cada grupo de
genotipos obtenido en dos campafias de reiteracion del cultivo. Las barras verticales
representan la desviacion estandar.

6.5. Discusion

En el presente estudio se ha puesto de manifiesto que los efectos de la resistencia
cuantitativa, disminuyendo la infeccion por M. incognita en pimiento se muestran en
condiciones de invernadero o de infestacion natural. Estos efectos se observaron tanto
en los genotipos sin genes-R como cuando la resistencia cuantitativa se combiné con los
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genes Mel o Me3, lo cual coincide con los resultados obtenidos previamente en
evaluaciones en condiciones controladas (Sanchez-Solana et al., 2015b). En este
sentido, se reafirmaron los niveles de resistencia identificados en ‘Costal’ y ‘Datler’ asi
como su efecto, reduciendo la infeccion por el nematodo cuando ‘Costal’ se combino
con Me3. Sin embargo, en el caso de los hibridos de ‘Datler’ portadores de Me3 este
efecto no llegd a ser completamente significativo. Esto podria explicarse por la menor
resistencia cuantitativa en ‘Datler’ en comparacion a ‘Costal’, junto con una menor
expresion de esta resistencia en los hibridos, debido a su modo de herencia intermedio
(Sanchez-Solana, et al., 2015b). En referencia al gen Mel, todos los genotipos
portadores de éste mostraron una alta resistencia y estabilidad frente a M. incognita. Sin
embargo, la eficacia de Mel disminuy6 cuando se introgresé en un fondo genético muy
susceptible, (‘A1’°, con fondo genético de ‘Americano’, se infecté mas que ‘HDA330’).
Estos resultados corroboran lo obtenido previamente en ensayos en condiciones
controladas, tanto con los mismos genotipos (Sanchez-Solana, et al., 2015b), como
cuando Mel se introgreso en el fondo genético de ‘DLL’, otra variedad muy susceptible
a Meloidogyne spp. (Barbary et al., 2014). Igualmente, Djian-Caporalino et al. (2014)
obtuvieron en un experimento llevado a cabo en invernadero menores infecciones en
‘HDA330’ que en el hibrido ‘HDA330 x DLL".

Respecto al efecto sobre el desarrollo de poblaciones virulentas del nematodo, la
combinacién de resistencias cuantitativas con genes-R no parecié evitar el incremento
de las infecciones obtenidas en el segundo afio de cultivo. Este incremento ocurrio tanto
para Mel como para Me3, con independencia del fondo genético con el cual se
combinaron estos genes (ANOVA no significativo para la interacion ‘genotipo x afio’).
Por el contrario, en los genotipos no portadores de genes-R los valores de infeccion en
ambas campafas fueron similares (ANOVA no significativo para el factor afio). Entre
estos figuraron ‘Costal’ y ‘Datler’, revelando que la resistencia cuantitativa controlada
por su fondo genetico no fue erosionada por el nematodo en el transcurso de las dos
campanas de cultivo. Asi, la introgresion de Mel y Me3 en estos fondos genéticos en
estatus de homocigosis para los factores que controlan la resistencia cuantitativa, se
preve que dote de mayor resistencia que la mostrada por los hibridos F1. Sin embargo,
queda por demostrar la eficacia de tal resistencia en un plazo de tiempo mayor, donde
podria ocurrir una adaptacion del patégeno a estos genotipos. De hecho asi se ha

observado en el caso de otras resistencias de tipo cuantitativo, como por ejemplo en la
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conferida por determinados QTLs de manzano frente a la sarna causada por Venturia
inaequalis (Caffier et al., 2014), o en resistencias parciales de vid frente a mildiu
(Delmotte et al., 2014).

El incremento durante el segundo afio en las infecciones obtenidas en los genotipos
portadores de Mel y Me3 podria ser atribuido a una mayor densidad poblacional del
nematodo en la segunda campafia de cultivo respecto a la primera. Asi, en cultivos de
tomate se demostr6 una correlacion entre el nivel de densidad poblacional de
Meloidogyne spp. al inicio del cultivo y dafios en las plantas (Ehwaeti et al., 1998). Sin
embargo, en nuestro caso esta razon resulta poco probable, ya que no explicaria los
resultados obtenidos en los genotipos sin genes-R (susceptibles y resistentes parciales),
en los cuales se obtuvo similar nivel de dafios en ambas campafias. Una causa mas
probable de dicho incremento seria por un aumento de la frecuencia de individuos
virulentos del patdgeno a los genes-R, como consecuencia de la presion de seleccién
ejercida al cultivar plantas portadoras de Mel o Me3. En el caso de Mel, la virulencia
de M. incognita a este gen no se ha demostrado. Sin embargo, en coincidencia con lo
observado en este estudio, Djian-Caporalino, et al., (2014) obtuvieron un incremento de
las infecciones por el nematodo al reiterar durante tres campafias de cultivo
consecutivas plantas portadoras de Mel. En el caso del Me3, estudios previos
demostraron claramente el desarrollo de virulencia a partir de poblaciones avirulentas
de M. incognita cuando se someten a una fuerte presion del gen Me3, tanto en
condiciones de laboratorio (Castagnone-Sereno et al., 1996), como en invernaderos de

pimiento del Campo de Cartagena (Ros-1bafiez et al., 2014).

La disminucion de la reproduccion potencial debido a la adquisicion de virulencia
por el patdgeno se ha postulado como causa que evita la superacion de las resistencias
conferidas por genes-R cuando éstos se combinan con resistencias cuantitativas (Palloix
et al., 2009; Quenouille et al., 2013). En M. incognita, Djian-Caporalino et al. (2011)
comprobaron una menor reproduccién de algunas poblaciones virulentas a Me3 respecto
a poblaciones avirulentas, cuando se inocularon en variedades de pimiento susceptible.
En el mismo sentido, Sanchez-Solana et al. (2015b) encontraron una menor
reproduccion de algunos aislados en genotipos de pimiento con factores de resistencia
cuantitativa, sugiriendo como posible causa de tal observacion la ganancia de virulencia

a Me3. Sin embargo, en el presente estudio, la evolucion hacia la virulencia a Me3 (y
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Mel) observada en la poblacion de M. incognita no parecid mitigarse cuando estos
genes-R se combinaron con resistencias cuantitativas, a pesar de que mostraron mayor
nivel de resistencia. Un hecho similar se demostr6 que ocurrié en la resistencia en
Brassica napus hacia Leptosphaeria maculans, en un estudio desarrollado durante cinco
afios (Delourme et al. 2014). En €l se observo que la combinacion del gen-R RIm6 con
factores genéticos de resistencia cuantitativa dispuso de mayor nivel que RIm6 solo,
pero no influy6 sobre la proporcion final de alelos virulentos del patégeno, obtenida al

final del estudio.

6.6. Conclusiones

En este estudio se ha reafirmado, en condiciones de infestacion natural una mayor
resistencia cuantitativa frente a M. incognita en las variedades ‘Costal’ y ‘Datler’, que
ademas no ha sido erosionada por el patdgeno tras dos camparfias reiterando su cultivo

en el mismo suelo.

La combinacién en el pimiento de resistencia cuantitativa con Mel y Me3
proporciona una mayor resistencia frente a M. incognita que la resistencia cualitativa
sola. Sin embargo, no se observo un efecto significativo de la resistencia cuantitativa,

mitigando el desarrollo de virulencia hacia los genes-R.

La resistencia conferida por Mel se muestra altamente estable, pero el incremento
de la infeccion detectado al reiterar su cultivo en afios sucesivos podria indicar una
potencial capacidad de adaptacién o virulencia de las poblaciones de M. incognita a este

gen.

Desde un punto de vista aplicado a los cultivos de pimiento en invernadero, la
utilizacion de los genes Mel y Me3 como método de control de nematodos, ha de
hacerse desde un inicio con variedades que ademas incorporen resistencia cuantitativa,

ya que pueden incrementar la durabilidad de los genes-R.
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CAPITULO IV

7.1. Resumen

La variedad de pimiento (Capsicum annuum) ‘Costal’ presenta una elevada
resistencia cuantitativa, eficaz frente a un amplio espectro de poblaciones del nematodo
fitoparasito Meloidogyne incognita. Con el fin de estudiar el modo de herencia de esta
resistencia, se evalud frente a M. incognita la resistencia de una familia de seis
generaciones compuesta por ‘Costal’, la variedad susceptible ‘DLL’ y sus F1, F2, BClg
y BCls. Ademas, se llevd a cabo un test de alelismo a partir de la generacion F2
procedente del cruce entre ‘Costal’ y la linea resistente ‘HDA149’ (portadora del gen
mayor de resistencia Me3). Los anlisis genéticos Mendeliano y cuantitativo de la
familia de seis generaciones reveld que la resistencia a M. incognita del ‘Costal’ esta
controlada principalmente por un simple locus con efectos mayormente dominantes,
pero con interacciones epistaticas de efectos genéticos ‘aditivos x aditivos’ y
‘dominantes x dominantes’. El test de alelismo mostré que el control genético de la
resistencia de ‘Costal’ es diferente del conferido por el locus Me3 y por los loci
estrechamente ligados Mel y N, poniendo de manifiesto que se trata de una nueva

fuente genética de resistencia a nematodos en pimiento.

7.2. Introduccién

Los nematodos del género Meloidogyne estan considerados a escala mundial como
uno de los principales patdgenos del suelo que afectan a los cultivos de solanaceas
(Netcher y Sikora, 1990; Khan y Haider, 1991). Su control mediante el empleo de
resistencias constituye un método eficaz, inocuo y sostenible, que se erige como la
mejor alternativa al control mediante desinfectantes quimicos del suelo, de uso cada vez
mas limitado (Collange et al., 2011; Colla et al., 2012). Consecuentemente, en los
ultimos afios, se han fomentado los estudios acerca de las resistencias genéticas a
nematodos, asi como el desarrollo de programas de mejora genetica en patata, tomate o
pimiento para la obtencion de porta-injertos y variedades élite resistentes (Barbary et
al., 2015).

En pimiento (Capsicum annuum) se han identificado 9 genes que confieren
resistencia cualitativa frente a diferentes especies de Meloidogyne (tabla 7.1). De éstos,
solo los genes dominantes N, Mel y Me3 son eficaces frente a Meloiogyne incognita, la

principal especie del genero que afecta a pimiento (Robertson et al., 2006). Estos tres
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genes se han cartografiado en una posicién muy cercana entre ellos (9 centimorgan) en
el cromosoma P9, aunque se identificaron en lineas distantes genética y
geogréficamente: el gen N se identifico en Capsicum frutescens y fue transferido
posteriormente a variedades de C. annuum (Hare, 1957 y 1966); el gen Mel se
identifico en la linea ‘PI201234’ originaria de Centroameérica (Hendy et al., 1985); el
gen Me3 se identifico en la linea ‘PI1322719°, procedente de India (Hendy et al., 1985),
y en la variedad local de México ‘Serrano Criollo de Morelos’ (Fazari et al., 2012). A
pesar de que los tres genes confieren resistencia completa frente al nematodo, la
otorgada por N y Me3 es efimera, ya que cuando se reitera su uso se induce el desarrollo
de poblaciones virulentas, capaces de infectar por igual a variedades susceptibles de
pimiento y a las portadoras de N o0 Me3 (Thies, 2011; Ros-Ibafiez et al., 2014).

Ademas, se han identificado resistencias parciales frente a nematodos en algunas
lineas de pimiento (Djian-Caporalino et al., 1999; Barbary et al., 2014; Sanchez-Solana
et al., 2015a y 2015b), aunque se conoce muy poco acerca de su naturaleza genética. La
variedad ‘Costal’ fue obtenida en el IMIDA a partir de una variedad-poblacion de
pimiento para pimentdn cultivada tradicionalmente en la Region de Murcia, y ha
demostrado que puede ser una valiosa fuente de resistencia a hematodos. En estudios
anteriores, se comprobd que esta variedad mostraba elevados niveles de resistencia
cuantitativa frente a M. incognita, con efecto frente a poblaciones avirulentas y
virulentas a Me3. Asi se observé tanto en evaluaciones en condiciones controladas
(Sanchez-Solana et al., 2015b), como en evaluaciones en invernaderos utilizando
‘Costal” como porta-injertos, en cuyas condiciones mantuvo la eficacia frente al
nematodo tras dos afios de cultivo reiterado en el mismo suelo (Sanchez-Solana et al.,
2015a; ver Capitulo III). La evaluacion de hibridos F1 procedentes de ‘Costal’ ha
mostrado que dicha resistencia presenta efectos genéticos principalmente aditivos y en
combinacion con Mel y Me3 les confiere mayor eficiencia controlando a M. incognita
(Sanchez-Solana et al., 2015b; ver Capitulo Il1I). Sin embargo, se requiere de un
conocimiento genético mas detallado sobre la resistencia de ‘Costal’ para que pueda ser

utilizada de manera mas eficiente en la mejora genética de variedades.

En el presente estudio se lleva a cabo un andlisis genético de la resistencia a M.

incognita en ‘Costal’ con el fin de conocer el modo de herencia, oligogénico o
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poligénico, y el alelismo o ligamiento de los factores de resistencia a los genes de

resistencia conocidos en pimiento.

TABLA 7.1. Genes de resistencia frente a Meloidogyne spp. identificados en pimiento

Gen Resistencia conferida Referencias
N M. incognita, M. arenaria, M. javanica, Hare 1966; Fery et al.,, 1998; Djian-
M. hapla Caporalino et al., 1999; Fazari et al., 2012

Mel M. incognita, M. arenaria, M. javanica  Hendy et al., 1985; Castagnone-Sereno et
al., 1996; Djian-Caporalino et al., 1999,

Me2 M. javanica, M. hispanica -
2001 y 2007b; Fazari et al., 2012

Me3 M. incognita, M. arenaria, M. javanica
Me4 Determinados aislados de M. arenaria

Meb Determinados aislados de M. javaniva

Me6 Determinados aislados de M. javanicay Wangy Bosland, 2006
M. arenaria

Mechl M. chitwoodi Berthou et al., 2003; Djian-Caporalino et
Mech2 M. chitwoodi al., 2004; Djian-Caporalino et al., 2007b

7.3. Materiales y Métodos

Material vegetal

Para evaluar y analizar genéticamente la resistencia a M. incognita en ‘Costal’ se
construyé una familia de 6 generaciones mediante cruzamiento con una variedad
susceptible. Asi, la linea pura ‘Costal’ (parental resistente) se cruzd con la linea pura
‘DLL’ (parental susceptible), obteniendo la generacion F1, y las generaciones
segregantes F2 (autofecundacion de F1), BC1lg (primer retrocruzamiento de F1 con

‘Costal’) y BC1s (primer retrocruzamiento de F1 con ‘DLL’).

Ademas se llevo a cabo un cruzamiento entre ‘Costal’ y la linea doble-haploide
‘HDA149’, portadora del gen de resistencia Me3, con el fin de realizar una prueba de

alelismo entre los factores de resistencia de ambas lineas.
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Disefno experimental y evaluacion de la resistencia

Se llevaron a cabo 2 ensayos independientes. En uno de ellos se evalud la
resistencia de la familia de 6 generaciones obtenida del cruce de ‘Costal’ x ‘DLL’, con
el fin de conocer el modo de herencia de la resistencia. Se testaron 9 plantas del parental
resistente (‘Costal’), 11 plantas del parental susceptible (‘DLL’), 10 plantas de F1, 136
plantas de F2, 73 plantas de BC1r y 73 plantas de BC1s. Se utiliz6 el aislado Mi-virCH,
procedente de la coleccion de nematodos mantenida en el IMIDA, caracterizado como
M. incognita raza 2 y virulento al gen Me3. Se eligié este aislado ya que se mostro
como el mas discriminante entre los fenotipos de ‘Costal’ y ‘DLL’, segiin un trabajo

previo con diversos aislados de M. incognita (Sanchez-Solana et al., 2015b),

En otro ensayo se evalud la resistencia en las progenies procedentes del cruce entre
‘Costal’ y ‘HDA’149’ para lo cual se evaluaron respectivamente 17 y 6 plantas de cada
parental, 7 plantas de F1 y 165 de F2. También se evaluaron 12 plantas de ‘DLL’ que se
utiliz6 como control susceptible. En este experimento se utilizé el aislado Mi-avir
(coleccion de nematodos de IMIDA), caracterizado como M. incognita raza 2 y
avirulento, sin capacidad para infectar a plantas portadoras de Me3 pero si a la variedad
‘Costal’ y a variedades susceptibles, aunque con claras diferencias cuantitativas en el

grado de infeccion (Sanchez-Solana et al., 2015b).

Para evaluar el nivel de resistencia se utiliz6 el mismo método en ambos ensayos.
Las plantas se cultivaron individualmente en macetas de 200 ml con un sustrato
compuesto de una mezcla previamente esterilizada de arena (50%), vermiculita (25%) y
tierra arcillosa (25%). En el estado de 4-6 hojas (siete semanas desde la siembra), cada
planta se inocul6 con una suspension de 5ml de agua con 400(%50) juveniles de segundo
estadio (J2) del nematodo, depositada en dos agujeros de 3 cm practicados en el sustrato
junto a la raiz. Estos J2 se extrajeron a partir de raices de plantas de pimiento
previamente infectadas tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos
Generales (subapartado 3.2.3). Ocho semanas después de la inoculacién (el tiempo
suficiente para completar un ciclo de vida de los nematodos), se arrancaron las plantas y
se lavaron cuidadosamente las raices con agua del grifo. Despues, las raices se
sumergieron durante 10 minutos en una solucién acuosa de eosina (0.1 g/L de agua),
con la que especificamente se tifien de rojo las masas de huevos (Roberts et al., 1990).

Posteriormente se examinaron bajo una lupa para contar el numero total de masas de
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huevos (MHSs) de cada planta, que corresponde al numero total de J2 que consiguieron

infectar a la planta y completar un ciclo vida.

Andlisis de los datos

Para conocer el modo de herencia de la resistencia en ‘Costal’ se analizd el
conjunto de los datos de los valores de MHs procedente de la generaciones ‘Costal’,
‘DLL’, F1, F2, BClgr y BC1s. En primer lugar se llevo a cabo un anélisis Mendeliano de
la segregacion de la resistencia. Para ello, las plantas de las generaciones segregantes
(F2, BC1r y BC1s) se clasificaron en tres clases fenotipicas, resistente (R), susceptible
(S) vy resistente intermedio (MR) que fueron establecidas en base al intervalo de
confianza (p=0.99) calculado a partir de los valores de MHs obtenidos en las
generaciones ‘Costal’, ‘DLL’ y F1, respectivamente. Los ratios de segregacion
obtenidos se compararon mediante un test de chi cuadrado a los ratios esperados para un
modelo tedrico de un solo factor de resistencia con efectos aditivos: F2
(R:MR:S=1:2:1); BC1g (R:MR=1:1); BC1ls (MR:S=1:1). En segundo lugar se llevd a
cabo un analisis cuantitativo de los datos. La hipétesis de un solo factor genético de
resistencia en ‘Costal’ se comprobo en base a la forma de distribucion segregante de los
valores de MHs obtenidos en las generaciones BC1lg y BCls. Para ello se calculo el
coeficiente de bimodalidad, segin describen Garcia-Cano et al. (2008), asi como la
desviacion de los datos de una distribucion normal y uniforme mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los efectos genéticos se estimaron a partir de los datos de MHs
de las 6 generaciones segun el método descrito por Mather y Jinks (1982), empleando
una hoja de célculo Excel disefiada por R. Fernandez-Mufioz (CSIC, Malaga). Se
comprobd el ajuste a un modelo aditivo-dominante puro y también incluyendo
interacciones epistaticas mediante las pruebas de escalas de los parametros ABC. Los
modelos evaluados para estimar los efectos genéticos incluyeron efectos aditivos (d) y
dominantes (h), y efectos epistaticos entre genes aditivos (aditivos x aditivos, i), entre
genes adtivos y dominantes (aditivos x dominantes, j) y entre genes dominantes
(dominantes x dominantes, I). Se consideré como el mejor modelo aquel que presentd
los valores estimados de las medias de las generaciones mas proximos a los valores
observados, en base a la probabilidad calculada con la prueba de chi cuadrado. Se
estimé la heredabilidad en sentido amplio (H?) segin el método indicado por

Rodriguez-Herrera et al. (2000).
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Para determinar un hipotético alelismo entre los factores genéticos de resistencia
presentes en ‘Costal’ y ‘HDA149’ (gen Me3) se realizd un andlisis Mendeliano de la
generacion segregante F2 procedente del cruzamiento entre las anteriores lineas. Las
plantas de la F2 se clasificaron por su valor de MHs como totalmente resistente (TR),
parcialmente resistente (PR) o susceptible (S). Estas clases fenotipicas se establecieron
en base a los intervalos de confianza (p=0.99) para los valores de MHs obtenidos en
‘HDA149’ (TR), ‘Costal’ (PR) y ‘DLL’ (S). Mediante la prueba de chi cuadrado se
comprobd el ajuste de los ratios de segregacion observados en la F2 para dos modelos
teoricos de segregacion: i) considerando un solo factor de resistencia en ‘Costal’ alélico
a Me3 (TR:PR:S=3:1:0) y ii) considerando un solo factor de resistencia de efectos
aditivos en ‘Costal’ e independiente de Me3 (TR:PR:S=6:1:1).

7.4. Resultados

Valores de infeccién por M. incognita obtenidos en la familia de 6 generaciones del

cruzamiento de ‘Costal’ x ‘DLL’

En la figura 7.1 se representa la proporcion de plantas en relacion a los valores de
MHs obtenidos de las inoculaciones, con 400 J2 de M. incognita, de plantas de cada una
de las 6 generaciones procedentes del cruzamiento entre ‘Costal’ y ‘DLL’. Como era
esperable la linea parental resistente ‘Costal’ mostré un alto nivel de resistencia con
valores comprendidos entre 13 y 50 MHs (masas de huevos por planta). La linea
parental susceptible ‘DLL’ present6 valores entre 141 y 279 MHSs. La generacion F1,
con valores entre 82 y 173 MHSs, mostro un rango de resistencia intermedio entre ambos
parentales, aunque ligeramente mas proximos a los valores de ‘DLL’. Como cada una
de estas tres generaciones se considera genéticamente homogénea, la variabilidad en los
valores de MHs observada entre plantas de una misma linea se atribuyé a la naturaleza
de la resistencia (cuantitativa) influida por la variabilidad intrinseca al método de
evaluacion de las plantas (dosis J2, condiciones ambientales de cultivo, evaluacion del
sistema radicular, etc.). Previsiblemente, las tres generaciones segregantes presentaron
rangos amplios de valores de MHSs. En la generacion F2 los valores de MHSs estuvieron
comprendidos entre 0 y 259 y en la BC1k el rango de valores vari6 entre 4 y 188 MHs.
Destacar que en las generaciones F2 y BC1r un 5% y un 15%, respectivamente, de las

plantas presentaron valores de MHs inferiores a 13, el valor més bajo obtenido en
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‘Costal’. La generacion BC1s present6 un rango de valores de MHs comprendido entre
35y 257, resaltando la elevada proporcion de plantas (42%) con valores inferiores a los
obtenidos en la generacion F1.
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FIGURA 7.1. Distribucion de frecuencias comprendidas en rangos de 10 y en una escala de 0 a
300 masas de huevos /planta, obtenidas en plantas de una familia de 6 generaciones procedente
del cruce entre las variedades de pimiento ‘Costal’ x ‘DLL’, inoculadas individualmente con
400 J2 de M. incognita; BC1g y BC1s corresponden a los retrocruzamientos de la F1 hacia
‘Costal’ (parental resistente) y hacia ‘DLL’ (parental susceptible), respectivamente; p y n
indican el promedio y el tamafio de la poblacién, respectivamente.

Modo de herencia de la resistencia de ‘Costal’

Para este analisis solo se consideraron los datos de MHs obtenidos en la familia de

6 generaciones procedentes del cruzamiento ‘Costal’ x ‘DLL’.

Para el andlisis Mendeliano se consideraron tres clases fenotipicas (R, S y MR)
definidas en base a los valores de MHs obtenidos en las generaciones no segregantes
(‘Costal’, ‘DLL’ y F1). Los rangos establecidos fueron 0-62 MHs para el fenotipo R,
63-162 MHs para el fenotipo MR y 163-279 MHs para el fenotipo S. En la generacion
BC1r no se considero la clase fenotipica S, incluyendo a todas las plantas con MH>62
dentro del fenotipo MR. De forma anéloga, en la generacion BC1s no se considerd la
clase R, incluyendo en el fenotipo MR a todas las plantas con MHs<163. Como se
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indica en la tabla 7.2, el resultado de chi-cuadrado mostré un buen ajuste a un modelo
tedrico de segregacion monogénica para los frecuencias fenotipicas estimadas en las
generaciones F2 y BClgr (p=0.452 y p=0.55, respectivamente), pero no para la
generacion BC1s (p=0.047) debido a la proporcion notablemente mayor a la esperada de

plantas con fenotipo MR.

Como el andlisis genético cualitativo no fue suficientemente concluyente para
determinar el modo de herencia de la resistencia en ‘Costal’, se llevo a cabo un analisis
con métodos cuantitativos de los datos de MHSs. En las generaciones BC1g y BC1s los
coeficientes de bimodalidad obtenidos (0.578 y 0.706, respectivamente) fueron
superiores al valor maximo considerado para una distribucion unimodal (0.518).
Ademas, los valores de probabilidad para una distribucion normal y uniforme fueron
muy bajos (0.016 y 0.003 para BClg y BCls, respectivamente). Estos resultados
prueban una distribucién de los valores de MHSs con fuerte tendencia a la bimodalidad
en las generaciones BClg y BCls, lo que pone de manifiesto que la resistencia de
‘Costal’ estaria controlada principalmente por un solo factor genético. Para estimar los
efectos genéticos, los datos de MHs de la familia de 6 generaciones procedentes de
‘Costal’ x ‘DLL’ se transformaron mediante log (x+1). La prueba de escalas de los
parametros ABC resulto significativamente diferente de cero cuando se consideraron
solo efectos genéticos dominantes y aditivos, por lo que se tuvieron que incluir también
efectos epistaticos entre genes. De entre todas las opciones probadas, el modelo de
aditividad-dominancia con interacciones de genes aditivos x aditivos (i) y de genes
dominantes x dominantes (I) resultd ser el de mayor probabilidad para la prueba de
escalas ABC (p=0.74). Como se indica en la tabla 7.3, los efectos genéticos mayores
fueron los dominantes (h) con valor negativo (tendencia hacia resistencia) y los debidos
a interaccion dominantes x dominantes (I) con valor positivo (tendencia hacia
susceptibilidad). La heredabilidad en sentido amplio result6 muy elevada, con una
estima de H?=0.908.
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TABLA 7.2. Frecuencias fenotipicas relativas a la resistencia frente a M. incognita obtenidas en
una familia de 6 generaciones del cruce de las variedades de pimiento ‘Costal’ x ‘DLL’, y
prueba de chi cuadrado para comprobar su ajuste a un modelo teérico de segregacion para un
factor genético de efectos aditivos.

Generacién Segregacion observada  Ratio esperado  Valory*  Valor -P
(R:MR:S)® (R:MR:S)®

‘Costal’ 9:0:.0 1:0:0

‘DLL’ 0:0:11 0:0:1

F1 0:10:0 0:1:0

F2 40:62:34 @ 1:2:1 1.588 0.452
BC1g (F1 x ’Costal’) 39:34:0@ 1:1:0 0.342 0.55
BC1s(F1 x "DLL’) 0:45:28 @ 0:1:1 0.083 0.047

@ Clases fenotipicas resistente (R), susceptible (S) y resistente intermedio (MR) establecidas en
base al rango de MHs (nimero de masas de huevos por planta) obtenido en las progenies no
segregantes ‘Costal’, ‘DLL’ y F1, respectivamente.

@ | os rangos de MHSs considerados fueron: 0-63, clase fenotipica R; 64-162, clase fenotipica
MR; 163-279 clase fenotipica S. En BC1i no se considero6 la clase fenotipica S, asignando todas
las plantas con MHs>63 a la clase fenotipica MR. En BC1s no se consider6 la clase fenotipica
R, asignando todas las plantas con MHs<163 a la clase fenotipica MR.

TABLA 7.3. Estimas de los efectos

genéticos * error estandar (SE), pruebas de

escalas (+SE), prueba de chi-cuadrado para Parametros Infeccion por M.
determinar el modelo con mejor ajuste, y genéticos™ incognita®
heredabilidad en sentido amplio para la m 228+0.17
infeccion por Meloidogyne incognita en una q 0.41£0.03
familia de 6 generaciones de pimiento T
procedente del cruzamiento ‘Costal’ x h -1.22+0.42
‘DLL’. i -0.35+0.17
@ m, valor medio de los parentales; d, i

efectos aditivos; h, efectos dominantes; i,

efectos aditivos x aditivos; j, efectos aditivos ! 0.98+0.26
X dominantes; |, efectos dominantes X A -0.29+0.12
dominantes; A, B'y C, prueba de escalas; H, B -0.33+0.08
heredabilidad en sentido amplio. c 10.2840.17
@ Infeccion estimada mediante el ndmero de , o
masas de huevos/planta (MHs) obtenidos X 0.106 (1 d)
ocho semanas después de inocular cada p 0.744
planta con 400 juveniles de Meloidogyne H2 0.908
incognita. Datos transformados mediante log

(MHs+1).
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Prueba de alelismo entre los factores de resistencia de ‘Costal’ vy ‘HDA149’°

Para este analisis se consideraron los datos de MHs obtenidos en las lineas
‘Costal’, ‘HDA149’, sus respectivas generaciones F1 y F2, y la variedad ‘DLL’
utilizada como control susceptible, que se inocularon con 400 J2 de un aislado
avirulento de M. incognita. Como era esperable ‘DLL’ mostrd los niveles mas altos de
infeccion, con valores de MHs entre 105 y 192. ‘Costal’ presentd un nivel de infeccion
claramente inferior, con valores de MHs entre 26 y 95. Por el contrario, ninguna planta
de la linea ‘HDA149’, ni de la generacion F1 (‘Costal’ x ‘HDA149’), portadoras del
gen dominante de resistencia Me3, se infectd. En la generacion F2 un 72% de las
plantas, previsiblemente portadoras de Me3, no se infectaron (MHs=0), mientras que el
resto mostraron valores de MHs entre 23 y 232. En esta generacion las plantas se
clasificaron segun su valor de MHs en las clases fenotipicas TR (MHs=0), PR (MHs=1-
102) y S (MHs>102), cuyos rangos de MHs se establecieron en base a los intervalos de
confianza al 99% de los respectivos valores de ‘HDA149’, ‘Costal’ y ‘DLL’. En la tabla
4 se indican las frecuencias fenotipicas obtenidas y su ajuste a dos modelos tedricos de
segregacion de la resistencia. Como se deduce de la frecuencia de plantas susceptibles
en la F2 y los valores de la prueba de chi-cuadrado, el factor genético de mayor efecto

en la resistencia de ‘Costal’ seria independiente al locus de Me3.

TABLA 7.4. Frecuencias fenotipicas relativas a la resistencia frente a M. incognita obtenidas en
las lineas de pimiento ‘DLL’ (susceptible), ‘Costal’(parcialmente resistente), ‘HDA149’
(portadora del gen de resistencia Me3) y las generaciones F1 y F2 procedentes del cruzamiento
‘Costal’ x ‘HDA149’. Se indica el valor de la prueba chi-cuadrado para dos modelos tedricos de
segregacion de la resistencia en la generacién F2.

Genotipo Frecuencias  Ratio Valory*  Valor p
observadas esperado

(TR:PR:S)® (TR:PR:S)®

‘DLL’ (control susceptible) 0:0:12 0:0:1

‘HDA149’ (Me3/Me3) 6:0:0 1:0:0

‘Costal’ 0:17:.0 0:1:0

F1 (‘Costal x ‘HDA149’) 7:0:0 1:0:0

F2 (‘Costal x ‘HDA149”) 119:25:21 3:1:09
6:1:1® 1.117 0.572

TR, plantas totalmente resistentes con MHs =0; PR, plantas parcialmente resistentes con
MHs=1-102. S, plantas susceptibles con MHs>102. ® Ratio te6rico de segregacion en caso de
un factor de resistencia en ‘Costal’ alélico al gen Me3. © Ratio tedrico de segregacion en caso
de un factor de resistencia en ‘Costal’ de efectos aditivos, e independiente del gen Me3.
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7.5. Discusion

En los estudios precedentes, la resistencia de ‘Costal” a M. incognita mostré ser de
expresion cuantitativa y presenté un modo de herencia intermedio, de manera que
cuando ‘Costal’ se cruzo con variedades con menor resistencia cuantitativa, el hibrido
F1 exhibio un fenotipo (relativo al nivel de resistencia) intermedio entre ambos
parentales (Sanchez-Solana et al., 2015b). En el presente estudio, a partir de los analisis
cualitativo y cuantitativo de una familia de seis generaciones obtenida al cruzar ‘Costal’
por una variedad susceptible (‘DLL’), se ha puesto de manifiesto que dicha resistencia
es debida principalmente a un solo factor genético. El analisis Mendeliano (cualitativo)
no puede considerarse completamente apropiado para este caracter debido a que las tres
generaciones no segregantes (‘Costal’ ‘DLL’ y F1) mostraron una amplia varianza del
caracter fenotipado, y a que la distribucion en clases fenotipicas de las generaciones
segregantes (F2, BC1g y BC1s) no resultd totalmente clara. No obstante, los resultados
obtenidos en las generaciones F2 y BC1g fueron acordes a la hipdtesis monogénica de
la resistencia. No asi para BCls, aunque en esta generacion, al igual que en BC1g, el
modelo de segregacion monogénica se confirmo a través del analisis cuantitativo de los

datos.

Paradojicamente, una elevada proporcion de plantas de BC1ls (retrocruce de F1
hacia el parental susceptible) presentaron mayor nivel de resistencia que la F1. Asi, el
valor medio de MHs para el total de la poblacion de BC1ls (u=123) fue cercano al
obtenido en F1 (u=109), y muy alejado del obtenido en ‘DLL’ (u=219), cuando lo
esperable era haber obtenido un valor intermedio entre F1 y ‘DLL’. Lo mismo se
observo, aunque menos notable, en la generacion BC1g, con un valor medio de MHs
(u=63) mas cercano a ‘Costal’ (u=33) que a la generacion F1 (u=109). Esto se
explicaria por los efectos epistaticos puestos de manifiesto en la estima de los efectos
geneéticos. Asi, uno de los parametros que mostro tener mayor efecto, incrementando la
susceptibilidad de la planta, fue el debido a la interaccion entre genes dominantes X
dominantes (1), cuya influencia fue maxima en el genotipo F1, pero mucho menor en los

genotipos BC1lr y BCls.

El test de alelismo mostrd6 que el factor genético responsable de la mayor
resistencia en ‘Costal’ a M. incognita es diferente al gen mayor de resistencia Me3. Las

frecuencias obtenidas en la F2 del cruce entre ‘Costal’ x ‘HDA149’ mostraron una
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obtencion correcta de las generaciones F1 y F2, ya que el porcentaje de plantas en la F2
totalmente resistentes (portadoras del alelo Me3) fue de un 72%, muy proximo al
esperado (75%). Entre el 28 % de las plantas de la F2 que si se infectaron, se encontrd
que practicamente la mitad presentaron valores de masas superiores a los valores
obtenidos en las plantas de ‘Costal’. Este elevado ratio de plantas susceptibles permite
descartar la hipétesis de alelismo o ligamiento entre el gen Me3 y el factor genético que
confiere la resistencia cuantitativa en ‘Costal’, ya que de haber sido alélicos ninguna
planta de la F2 se hubiera infectado mas que ‘Costal’. Por lo tanto, también se puede
descartar su alelismo a los genes Mel y N, cartografiados ambos a menos de 10cM de
Me3 (Fazari et al., 2012), permitiendo afirmar la identificacion de un nuevo factor
genético de resistencia a M. incognita en pimiento.

Esta nueva fuente genética de resistencia complementa a las ya conocidas y se
prevé de importante aplicacion en la mejora genética de variedades de pimiento
resistentes a nematodos. Su naturaleza monogénica y su elevada heredabilidad (en
sentido amplio) la predisponen a una introgresion en otras variedades sencilla y
efectiva. Su expresion cuantitativa le otorga, a priori, mayor durabilidad que las
resistencias de tipo cualitativo, lo cual se ha mostrado en estudios anteriores (ver
Capitulo 111), y se ha comprobado que, generalmente, ocurre asi en las resistencias
cuantitativas frente a virus, hongos y bacterias de diversas especies cultivadas
(Lindhout, 2002). Ademas, la independencia de este nuevo factor de resistencia de la
region cromosomica que retne a los genes mayores de resistencia a M. incognita
conocidos, permiten una facil piramidalizacion de éstos con la resistencia cuantitativa
en lineas homocigoticas, hecho que incrementa la eficiencia de Mel y Me3, como ya se
ha puesto de manifiesto anteriormente (Sdnchez-Solana et al., 2015b; ver Capitulo 111).

7.6. Conclusiones

La resistencia cuantitativa a Meloidogyne incognita de la variedad ‘Costal’ esta
conferida fundamentalmente por un solo factor genético, con efectos genéticos

principalmente dominantes, pero también con efectos genéticos epistaticos.

Este factor genético es independiente a los genes ya conocidos en pimiento que
confieren resistencia a M. incognita, lo cual indica que se trata de una nueva fuente

genética de resistencia en Capsicum annuum.
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Se considera interesante una caracterizacion mas detallada de la resistencia, y su
localizacion en el mapa genético del pimiento mediante técnicas moleculares. Esto
permitird un mejor aprovechamiento de esta resistencia cuantitativa en la mejora

genética de variedades de pimiento resistentes.
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CAPITULO V

8.1. Resumen

En los invernaderos de pimiento (Capsicum annuum) del Campo de Cartagena,
Meloidogyne incognita es uno de los principales patdgenos edéaficos. Su control
mediante resistencias genéticas se erige, a medio plazo, como el método mas ventajoso.
Sin embargo, la emergencia de poblaciones del nematodo virulentas cuando se reitera
en el mismo suelo el cultivo de porta-injertos portadores del gen de resistencia Me3,
demanda el establecimiento de estrategias para el manejo durable de las resistencias. En
este estudio se evalud el efecto sobre la poblacion de M. incognita del empleo de
diferentes fuentes de resistencia, asi como su eficacia cuando se reitera y cuando se
alterna su uso. Las evaluaciones llevadas a cabo en dos invernaderos, mostraron que el
cultivo de plantas resistentes durante una campafia junto con una desinfeccion posterior
del suelo disminuye la incidencia del patdgeno en la siguiente campafia. En un tercer
invernadero, tras tres afios de reiteracion en el mismo suelo de diferentes fuentes de
resistencia, la portada por ‘Costal’ no perdid eficacia, y las conferidas por los genes
Mel y Me3 se mostraron mas durables cuando se encontraron en fondos genéticos de
resistencia cuantitativa. La alternancia en el uso de fuentes de resistencia no supuso una
ventaja respecto a la reiteracion de las mismas, aunque su combinacion con otras
técnicas de control y/o su aplicacion en otros invernaderos con poblaciones avirulentas

del nematodo podria resultar mas eficaz.

8.2. Introduccidn

En una prospeccion llevada a cabo en invernaderos del Campo de Cartagena con
cultivo de pimiento se constatd la presencia de Meloidogyne incognita en mas del 50%
de éstos, pese a la desinfeccion de los suelos en preplantacién, produciendo pérdidas de
cosecha y constituyendo un problema fitosanitario principal (C. Ros et al., datos no
publicados). La desinfeccion del suelo en preplantacion con desinfectantes quimicos ha

sido el método de control mas utilizado (Guerrero, 2013).

En la actualidad, la mayor parte de los invernaderos se desinfectan con la mezcla
de 1,3-dicloropropeno y cloropicrina. Ambas substancias cuentan con una autorizacién
de uso excepcional de 120 dias por afio, al estar sometidas a nueva evaluacion en el

ambito de las disposiciones de la Directiva Europea 91/414/EEC (Reglamento
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1107/2009 on Plant Protection Products). Otra parte de los invernaderos se desinfectan
mediante biosolarizacion, cuya eficacia muestra resultados aleatorios en el control de M.
incognita segun las condiciones ambientales y el tipo de suelo del invernadero, incluso
si se inicia en agosto (Guerrero et al., 2004b y 2004d). Pese a las deficiencias, esta
forma de desinfeccion se aplica en mas del 20% de los invernaderos de pimiento con
cultivo convencional y en todos los calificados en agricultura ecoldgica (Guerrero et al.,
2013 y 2014b). El uso de resistencias para controlar al nematodo también ha sido
utilizado en los invernaderos del Campo de Cartagena, anteriormente a través de porta-
injertos y recientemente mediante el cultivo directo de variedades de calidad comercial
resistentes al nematodo (Ros et al., 2004b; Ros, 2012; Sanchez et al., 2013). Aunque el
empleo de resistencias constituye uno de los métodos mas adecuados, su eficacia se ve
comprometida debido a la emergencia de poblaciones virulentas de M. incognita (Ros-
Ibafez et al., 2014).

La durabilidad de la resistencia proporcionada por un gen esta relacionada, entre
otros factores, con la exposicion de éste al patdgeno, de manera que a mayor tiempo de
exposicién mayor es la posibilidad de que sea remontada por la aparicion de formas
virulentas del patdgeno. Asi, el cultivo reiterado de variedades portadoras de una
determinada resistencia aboca, en la mayoria de casos, a una pérdida de su eficacia,
como se ha comprobado en variedades de diversas especies portadoras de resistencia a
virus, hongos, nematodos o insectos (Gallun, 1972; Castagnone-Sereno, 2002;
McDonald y Linde, 2002; Garcia-Arenal y McDonald, 2003). Diversas estrategias se
han postulado como eficaces para evitar la rotura de las resistencias. La rotacion de
cultivos, la alternancia de variedades portadoras de distinto gen de resistencia o el co-
cultivo de éstas son estrategias que pueden evitar la seleccion y predominancia de
formas virulentas del patdgeno (Zhu et al., 2000; Mundt et al., 2002; Fabre et al., 2012).
El uso de métodos de control (fisicos, quimicos o bioldgicos) del patdégeno que
disminuyen la densidad poblacional, combinados o no con el empleo de variedades
resistentes (piramidalizacion de genes, seleccion de fondos genéticos confiriendo
resistencia cuantitativa) reducen las posibilidades de aparicion de individuos que
superan las barreras de la resistencia (Mundt, 1990; Ros et al., 2011a; Quenouille et al.,
2013).
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La aplicacion de estrategias para preservar la eficacia de las resistencias a M.
incognita en pimiento se presenta dificultosa en los invernaderos del Campo de
Cartagena, debido a que, en la mayoria de casos, es un monocultivo de ciclo largo
(desde diciembre hasta agosto o septiembre). Esto complica la rotacion con otros
cultivos, y también la biosolarizacion del suelo, que realizada después de agosto resulta
poco eficaz para controlar M. incognita (Guerrero, 2013). Ademas, el amplio espectro
de hospedantes de M. incognita, su elevada tasa de multiplicacion, y su potencial
genético para generar diversidad, le dotan de una elevada capacidad para remontar las

resistencias (Castagnone-Sereno et al., 2013; Barbary et al., 2015).

Las prestaciones agrondmicas de los tres genes mayores de resistencia a M.
incognita en pimiento se muestran desiguales. En evaluaciones previas a este estudio
realizadas en invernaderos del Campo de Cartagena, se ha comprobado que el gen N es
ineficaz (datos no publicados), y que la resistencia del gen Me3, aunque es completa
frente a poblaciones avirulentas, se ve remontada ya a partir del segundo afio de
reiteracion del monocultivo en el mismo invernadero (Ros-Ibafez et al., 2014). Solo el
gen Mel se ha mostrado eficaz en todos los casos, aun reiterando su uso en el mismo
suelo durante varios afios (Ros et al., 2011b; Sanchez et al., 2013; Ros-lbafiez et al.,
2014). Asi mismo, la nueva fuente de resistencia cuantitativa portada por la variedad
‘Costal’ (ver Capitulo III) se ha mostrado estable y se presenta como una interesante
alternativa para ser explotada en el control del nematodo. Aunque se conocen las
prestaciones en campo de estas fuentes de resistencia, su empleo integrado en
estrategias para preservar su eficacia apenas ha sido estudiado, conociéndose
unicamente un trabajo publicado, desarrollado en el sureste de Francia (Djian-Capoalino
et al., 2014). En él, en una serie de tres afios de cultivo en invernadero, se comparo entre
la piramidalizacion de los genes Mel y Me3, la alternancia de éstos y el co-cultivo,

poniéndose de manifiesto el primer método como el mas efectivo.

Con el fin de disefiar estrategias sostenibles para el control de M. incognita en los
invernaderos de pimiento del Campo de Cartagena, en este estudio se evalua el efecto
sobre la poblacion de nematodos del empleo de diferentes fuentes de resistencia, asi

como su eficacia cuando se reitera y cuando se alterna su uso.
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8.3. Materiales y Métodos

Condiciones de cultivo

Los ensayos se llevaron a cabo en dos invernaderos (K 'y AT) de agricultores en los
que se realizan cultivos comerciales, y en un invernadero experimental (E) del IMIDA.
Todos tenian el suelo infestado por M. incognita, cuyas poblaciones se caracterizaron
previamente como patdgenas a pimiento y, en el caso de las de los invernaderos K y E,
virulentas al gen Me3. Ademas, los invernaderos K y AT estaban contaminados por el
oomiceto Phytophthora parasitica. Las plantaciones se llevaron a cabo entre mediados
de diciembre y principios de enero, extendiéndose el periodo de cultivo hasta la primera
semana de agosto, o hasta finales de septiembre en el invernadero K. Las parcelas
elementales estuvieron compuestas por una fila de plantas al marco de plantacion de 0.4
m entre plantas y 1 m entre filas. La conducta de las plantas y las técnicas culturales
fueron las habituales de la zona. En todos los invernaderos se llevo a cabo control
integrado de plagas y enfermedades sin aplicaciones de plaguicidas al suelo.

En todos los invernaderos, las plantas de los genotipos a evaluar se utilizaron como
porta-injertos. Sobre éstos se injertaron las variedades comerciales tipo California
(‘Gacela’ en E y AT, y ‘Traviata’ en K), que también se utilizaron sin injertar como

referencia susceptible.

Disefio experimental

En los invernaderos K y AT se plantearon sendos ensayos con el fin de estimar los
efectos del cultivo de plantas resistentes sobre la incidencia de los dafios en la campafa
de cultivo posterior. En la tabla 8.1 se esquematizan los tratamientos y se indican los
genotipos utilizados. En cada invernadero se establecieron tres tratamientos
denominados como T-S, T-Mel y T-Me3. En la primera campafia de cultivo (2012) se
cultivaron genotipos de diferente fuente de resistencia a M. incognita: Susceptibles en
T-S; portadores del gen Mel en T-Mel; y portadores del gen Me3 en T-Me3. El disefio
fue de bloques al azar con tres repeticiones por genotipo, correspondiendo cada
repeticion a una parcela de 53 plantas en el invernadero K y 38 plantas en el
invernadero AT. En el segundo afio en todos los tratamientos se cultivd Unicamente la

variedad comercial susceptible (sin injertar). Entre las dos camparias de cultivo se llevo
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a cabo una desinfeccion del suelo, mediante biosolarizacion tardia (septiembre) en el
invernadero AT, y mediante aplicacion de mezcla 1,3-dicloropropeno + cloropicrina en
el invernadero K. Las tareas de laboreo de la tierra se hicieron con especial cuidado para

no mezclar la tierra entre parcelas.

TABLA 8.1. Tratamientos y genotipos de pimiento cultivados en cada campafia en los
invernaderos Ky AT.

Invernadero  Tratamiento  Genotipos cultivados 2012 Genotipos cultivados 2013"

K T-Susceptible  Traviata (S) Traviata (S)
T-Mel Terrano (Mel) y P18 (Mel) Traviata (S)
T-Me3 Atlante (Me3), DRO3416 Traviata (S)

(Me3) y D3s (Me3)
AT T-Susceptible  Gacela (S) y S1820 (S) Gacela (S)
T-Mel HDA330 (Mel) y C1(Mel) Gacela (S)
T-Me3 Creonte (Me3) y D3s (Me3) Gacela (S)

1(S), (Mel), (Me3) indican genotipos susceptibles, portadores del gen de resistencia Mel o del
gen Me3, respectivamente. Traviata y Gacela son variedades de tipo California rojo de Rijk
Zwaan S.A. y Syngenta S. A., respectivamente. El resto son porta-injertos de Syngenta
(Terrano), Monsanto (Creonte y DRO3416), Ramiro Arnedo (Atlante) e IMIDA (P18, D3s,
HDA330y C1).

En el invernadero E se plante6 un ensayo para estimar y comparar los efectos sobre
la eficacia de las fuentes de resistencia cuando se reitera o se alterna su uso. El ensayo
se desarrollé en la campafia de cultivo 2014. En la tabla 8.2 se indican los tratamientos
y genotipos utilizados. Las parcelas de cultivo se clasificaron en 6 tratamientos, que se
establecieron en funcion de la fuente de resistencia portada por los genotipos cultivados
en las dos campanas precedentes (2012 y 2013), en las cuales se reitero su cultivo en la
misma parcela (ver Capitulo I1I). Los tratamientos fueron: T-S, donde se cultivaron
genotipos susceptibles; T-Mel, donde se cultivaron genotipos portadores de Mel; T-
Me3, donde se cultivaron genotipos portadores de Me3, T-Costal, donde se cultivd
‘Costal’ (genotipo con resistencia cuantitativa); T-MelQR y TMe3QR, donde se
cultivaron genotipos portadores de resistencia cuantitativa y de Mel o Me3. En la
campafa 2014 se utilizaron seis genotipos, uno por cada fuente de resistencia, que
fueron: ‘Gacela’ sin injertar (Susceptible), ‘Costal’, ‘A1’ (Mel), ‘HDA330’ (MelQR),
‘A3h> (Me3) y ‘C3s’ (Me3QR). Cada uno se cultivd en parcelas pertenecientes al

tratamiento de la camparia precedente de similar fuente de resistencia, reiterando asi el
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cultivo de la misma fuente de resistencia. Ademas, ‘Gacela’, ‘Costal’, ‘HDA330’ y
‘C3s’ también se cultivaron en parcelas donde se habia utilizado diferente fuente de
resistencia en la campafia precedente, alternando en estos casos la fuente de resistencia.
El disefio experimental fue de bloques al azar con cuatro repeticiones por genotipo y
tratamiento, correspondiendo cada repeticion a una parcela de 10 plantas al marco de

0.40 m de separacion entre plantas y 1.0 m de separacion entre filas.

TABLA 8.2. Tratamientos y genotipos de pimiento cultivadas en cada campafia en el
invernadero E.

Tratamiento  Genotipos cultivados en 2012 y 2013 Genotipos cultivados en 20142

T-S Susceptibles: Gacela (S)
Gacela, Americano, Belrubi, Costal
volo Wonder HDA330 (MelQR)
C3s (Me3QR)
T-Mel Portadores de Mel: Gacela (S)
Al Y1 Al (Mel)
T-Me3 Portadores de Me3: Gacela (S)
A3h, A3s, Y3h, Y3s Costal
HDA330 (MelQR)
A3h (Me3)
T-Costal Costal Costal
T-MelQR Portadores de Mel vy resistencia Gacela (S)
cuantitativa:: Costal
HDA330, Terrano, C1, B1, D1 HDA330 (MelQR)
C3s (Me3QR)
T-Me3QR Portadores de Me3 y resistencia Gacela (S)
cuantitativa: HDAS330 (MelQR)
C19, C3, C3s C3s (Me3QR)

' Gacela es una variedad tipo California rojo de Syngenta S. A. El resto de genotipos se
utilizaron como porta-injertos y proceden del IMIDA.

2 (S), variedad susceptible; (Mel) y (Me3), variedad portadora del gen de resistencia Mel y
Me3, respectivamente; (MelQR) variedad portadora de Mel y resistencia cuantitativa;
(Me3QR) variedad portadora de Me3 y resistencia cuantitativa.

Evaluacién de los dafios en plantas y andlisis de los datos

La incidencia de M. incognita se evalu¢ al finalizar el cultivo. De cada parcela se
arrancaron al menos 5 plantas tomadas al azar, se examinaron las raices y se estimo el
dafo causado por el nematodo siguiendo la escala de 0 a 10 del indice de nodulacion
(IN) desarrollada por Bridge y Page (1980). Los valores de IN obtenidos en cada
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campana en los invernaderos K y AT se analizaron mediante ANOVA a dos vias para
los factores ‘fuente de resistencia’, ‘repeticion’ y la interaccion ‘fuente de resistencia x
repeticion’. Se utilizé la prueba LSD al 95% de confianza para la diferenciacion de
medias. Los valores de IN obtenidos en el invernadero E en la campafia 2014 se
compararon con los obtenidos en la campafia precedente (2013) mediante la prueba T-
student, dentro de un mismo tratamiento y genotipos con similar fuente de resistencia.
Ademaés, los valores de IN de este invernadero obtenidos en la campafia 2014 en cada

variedad se analizaron mediante ANOVA simple para el factor ‘Tratamiento’.

8.4. Resultados

Efecto en la incidencia de M. incognita en plantas susceptibles tras el cultivo de

plantas resistentes

Se consideraron los datos procedentes de los ensayos planteados en los
invernaderos Ky AT. En los dos invernaderos y en ambas campafias de cultivo (2012 y
2013) el ANOVA con los IN obtenidos resulté significativo para el factor
‘Tratamiento’, pero no lo fue para el factor ‘Repeticion’ ni para la interaccion
‘Tratamiento x Repeticion’ (tabla 8.3). Esto indica que los efectos sobre el patdgeno
fueron debidos predominantemente a la fuente de resistencia utilizada, con

independencia del genotipo portador de ésta.

En el invernadero AT (poblacion de M. incognita avirulenta), en la primera
campafa, las plantas de los genotipos susceptibles (tratamiento T-S) presentaron
elevados indices de nodulacién, mientras que los genotipos portadores de genes
mayores de resistencia (tratamientos T-Mel y T-Me3) apenas mostraron sintomas de
infeccion (tabla 8.4). En la segunda campafia, en la cual s6lo se utiliz6 la variedad
susceptible ‘Gacela’, se encontraron dafos por Meloidogyne en todas las parcelas de
cultivo, aunque con incidencia notablemente menor en aquellas donde el afio anterior se
habian cultivado plantas con genes de resistencia, correspondientes a los tratamientos T-
Mely T-Me3 (tabla 8.4).

En el invernadero K (poblacion de M. incognita virulenta al gen Me3), las plantas
del genotipo susceptible y las de los tres genotipos portadores de Me3 (tratamientos T-S

y T-Me3) presentaron elevados indices de nodulacién en la primera campafia, mientras
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que en las plantas de los dos genotipos portadores de Mel (tratamiento T-Mel) apenas

se encontraron sintomas de dafios en las raices (tabla 4). En la segunda campafa se

observé una incidencia de M. incognita mucho menor en las plantas de la variedad

susceptible ‘Traviata’ que se cultivaron en las parcelas de T-Mel, que en las que se

cultivaron en T-S y T-Me3.

TABLA 8.3. Andlisis de varianza (ANOVA) de los valores del indice de nodulacion obtenidos
en plantas cultivadas en los invernaderos AT y K en las campafias 2012 y 2013.

Invern. Campaiia 2012 Campana 2013

AT Fuente Gl Razéon-F  Valor-P* Razén-F  Valor-P*
Efectos principales
Tratamiento 2 632.52 <10** 12.16 0.0028*
Repeticion 2 0.39 0.6898 1.95 0.1979
Interaccion
Tratamiento*Repeticion 4 0.37 0.8219 2.13 0.1589
Residuos
Total 17

K Fuente Gl Razén-F Valor-P Razon-F  Valor-P
Efectos principales
Tratamiento 2 30.14 10™* 6.25 0.0199*
Repeticion 2 0.18 0.8392 0.06 0.9392
Interaccion
Tratamiento*Repeticion 4 0.17 0.9486 0.29 0.8771
Residuos 9
Total 17

" Valores inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Se indican con *
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TABLA 8.4. indice de nodulacién (IN) medio obtenido en dos campafias consecutivas en
plantas de pimiento cultivadas en un invernadero (AT) con poblacién de M. incognita avirulenta
y en otro (K) con poblacion virulenta al gen Me3.

Invernadero AT Invernadero K

. 1
Tratamiento” N 20122 IN 2013 en variedad IN20122 IN 2013 en variedad

susceptible (Gacela) ** susceptible (Traviata) >
T-S 5.220.4 6.0£t0.6 b 4.1+0.5 2.3+0.1b
T-Mel 0.0+0.1 3.2+05a 0.1+0.2 0.7¢0.4 a
T-Me3 0.0+0.0 43+0.3a 4.3+1.1 2.3+x10b

! Corresponde a parcelas donde se cultivaron en la campafia de 2012 genotipos susceptibles a M.
incognita (T-S), o portadores de los genes de resistencia Mel o Me3 (T-Mel y T-Me3,
respectivamente).

2 Indice de nodulacién estimado en una escala de 0 (sin dafios en la raiz) a 10 (raiz
completamente dafiada), seguin establecieron Bridge y Page (1980).

% Letras diferentes en la misma columna indican valores de IN significativamente diferentes
(ANOVA y prueba LSD; p<0.05).

Efecto sobre la eficacia de las fuentes de resistencia cuando se reitera o se alterna

Su uso

Se consideraron los datos procedentes del ensayo desarrollado en el invernadero E.
En la tabla 8.5 se indican los valores de IN obtenidos en 2013 y 2014 en cada
tratamiento, y los resultados de los analisis estadisticos. La comparacién en cada
tratamiento mediante la prueba t-student de los IN obtenidos en 2013 y 2014, en
variedades portadoras de similar fuentes de resistencia, mostré diferencias significativas
en el caso de ‘Costal’, con una disminucion en el Gltimo afio del IN. En las parcelas
donde se utilizo el gen Mel (T-Mel) se observé un incremento del IN, pasando de 0.6
en 2013 a 1.6 en 2014, aunque las diferencias no llegaron a ser completamente
significativas (p=0.07). En los demas tratamientos los IN de 2014 fueron parecidos a los
de 2013, sin diferencias significativas.

La comparacion mediante ANOVA de los IN obtenidos en 2014 en plantas del
mismo genotipo cultivado en parcelas de diferente tratamiento no mostré diferencias
significativas en ninguno de los cuatro casos. La variedad susceptible ‘Gacela’ se
cultivd en todos los tratamientos, excepto en T-Costal, y fue la que presentd los
mayores valores de IN. ‘HDA330’, portador de Mel y resistencia cuantitativa, se

comportdé como totalmente resistente en los cuatro tratamientos donde se cultivo (T-S,
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T-MelQR, T-Me3 y T-Me3QR). ‘Costal’ se cultivo en T-S, T-Costal, T-MelQR y T-
Me3, y en todos mostro valores de IN notoriamente bajos (entre 0.8 y 1.4). ‘C3s’,
portadora de Me3 y resistencia cuantitativa, mostré un IN ligeramente inferior cuando
se cultivd en T-S y T-MelQR (1.3 y 1.8 respectivamente) que cuando se reiteré su
cultivo en parcelas T-Me3QR (2.1) aunque estas diferencias no llegaron a ser

significativas (p=0.17).

TABLA 8.5. indice de nodulacion (IN) obtenido en el invernadero E, en cada tratamiento en la
campafia 2013, y en cada tratamiento y genotipo en la campafia 2014. En la ultima columna se
indica el valor-P de la prueba T-student al comparar en cada tratamiento el IN de 2013 con el
obtenido en 2014 (en negrita) en un genotipo con similar fuente de resistencia que la indicada en
el tratamiento. En la ultima fila se indican los valores-P resultantes del analisis de la varianza de
los valores de una misma columna (mismo genotipo cultivado en tratamientos diferentes).

. IN IN 20147 valor-P
Tratami. ) . . . . . . 3
2013 Genotipos cultivados (y fuente de resistencia a M. incognita) prueba-T
Gacela Costal Al HDA330 A3h C3s
(Suscp) (Mel) (MelQR) (Me3) (Me3QR)
T-S 46+09 3.3+09 1.2+0.2 nc 0.1+0.0 nc 1.3+£0.2 0.38
T-Costal 2.5+0.3 nc 1.240.1 nc nc nc nc 0.005 (*)
T-Mel 0.6£0.2 4.2+0.6 nc 1.6£0.4 nc nc nc 0.07
T-MelQR 0.24¢0.1 4.8+0.3 0.84£0.2 nc 0.2+0.1 nc 1.8+£0.4 0.75
T-Me3 48+0.5 3.3+0.2 1.4+0.3 nc 0.0£0.0 4.4+05 nc 0.60
T-Me3QR 2.8+0.7 4.4+0.6 nc nc 0.1+0.0 nc 2.1+0.3 0.46
valor-P (ANOVA)? 0.37 0.40 0.15 0.17

! Tratamiento. Corresponde a parcelas donde se cultivaron en la campafia de 2012 variedades
susceptibles a M. incognita (T-S), portadoras de los genes de resistencia Mel o Me3 (T-Mel y
T-Me3, respectivamente), y portadoras de los genes de resistencia Mel o Me3 mas resistencia
cuantitativa (T-MelQR y T-Me3QR, respectivamente).

% Indice de nodulacion estimado en una escala de 0 (sin dafios en la raiz) a 10 (raiz
completamente dafiada), segun establecieron Bridge y Page (1980). nc: no cultivado

3Valores P<0.05 indican diferencias significativas, indicados con (*)

8.5. Discusion

Disminucién de la poblacién de M. incognita por el cultivo de plantas resistentes

En determinados sistemas, el cultivo de plantas resistentes puede tener un efecto
reductor sobre las poblaciones de la plaga o del patdgeno, al tener éste limitada la
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disponibilidad de hospedantes. Djian-Caporalino et al. (2014) observaron una
disminucion en la poblacion de M. incognita tras cultivar plantas de pimiento portadoras
del gen Mel, pero no se observo después de cultivar plantas susceptibles. En nuestro
trabajo, se ha puesto de manifiesto que el uso de plantas resistentes (gen Mel en
invernaderos K y AT, y gen Me3 en invernadero AT) disminuye la incidencia de los
dafios de M. incognita en la siguiente campafia de cultivo. Sin embargo, esto no ocurrio
en el invernadero E, donde el nematodo afectdé por igual a plantas susceptibles con

independencia de los antecedentes de la parcela de cultivo.

Esta discrepancia en los resultados entre el invernadero E y los invernaderos AT y
K puede ser debida al efecto de la desinfeccion del suelo aplicada entre camparias de
cultivo. Asi, en los invernaderos K y AT, la combinacién del cultivo de plantas
resistentes y desinfeccién del suelo probablemente disminuy6 las densidades de
poblacién a niveles lo suficientemente bajos como para obtener menores dafios en las
plantas al final de la siguiente campafia de cultivo. Sin embargo, el efecto individual de
las resistencias, evaluado en el invernadero E, pudo reducir las densidades del
nematodo, pero no lo suficiente como para evitar que, en ciclos de cultivo tan
prolongados, el nematodo vuelva a alcanzar altas densidades. Este sinergismo entre los
efectos de las resistencias y los efectos de la desinfeccién del suelo en el control de M.
incognita se observo en un trabajo previo (Ros et al., 2011a). En éste se obtuvo que, en
invernaderos de pimiento, el cultivo de porta-injertos portadores del gen de resistencia
Me3 combinado con técnicas de biosolarizacién evitaba el desarrollo de poblaciones del

nematodo virulentas al gen.

Pérdida de eficacia de las resistencia debido a su uso reiterado

En trabajos anteriores se puso de manifiesto que el uso reiterado de los genes Me3
y N puede provocar el desarrollo de poblaciones virulentas de M. incognita, no
ocurriendo asi para la resistencia conferida por Mel (Ros, 2012; Ros-Ibafiez et al.,
2014). También se vio que las prestaciones agronomicas de la resistencia cuantitativa
conferida por el fondo genético del pimiento no fueron erosionadas tras dos afios de
reiteracion del cultivo, aunque en combinacion con los genes Mel o Me3 en un mismo

genotipo no evitd un aumento de la incidencia del nematodo (ver Capitulo 111).
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En el presente estudio, en el que se han vuelto a reiterar las resistencias durante un
tercer afo de cultivo, se ha confirmado la estabilidad de la resistencia cuantitativa de
‘Costal’ que incluso mostré un descenso del IN con respecto a la anterior campafa.
Respecto a los genes Mel y Me3, cuando se combinaron con resistencia cuantitativa
(genotipos ‘HDA330° y ‘C3s’) mantuvieron el mismo nivel de resistencia que el
exhibido en la campafia precedente. Sin embargo, cuando Me3 se introgresé en un
fondo genético susceptible (‘A3h’) el nivel de dafios por M. incognita fue, al igual que
en la campafa precedente, de la misma magnitud que el obtenido en plantas
susceptibles, confirmando la completa virulencia a Me3 de la poblacion del patogeno en
esas parcelas de cultivo. En el caso de la eficacia de Mel en un fondo genético
susceptible (genotipo ‘A1), el incremento del IN, aunque no llegd a considerarse
estadisticamente significativo, fue semejante al obtenido por Djian-Caporalino et al.
(2014). Los mencionados autores obtuvieron un incremento en la incidencia de los
dafios de M. incognita cuando Mel se introgresé en un fondo genético susceptible, pero
no asi en el genotipo ‘HDA330’. Esto evidencia la posibilidad de una emergente
virulencia de M. incognita hacia Mel que, en cierta medida, puede ser prevenida con la

ayuda de fuentes de resistencia cuantitativa.

La alternancia en el uso de resistencia como método para preservar su eficacia

La alternancia del uso de fuentes de resistencia es una estrategia agronémica muy
recomendada para preservar su efectividad. Sin embargo, los trabajos documentados son
muy escasos. Djian-Caporalino et al. (2014) ensayaron durante tres campafias de cultivo
consecutivas esta tecnica, alternando los genotipos de pimiento ‘HDA149’ (Me3) y
‘HDA330’ (Mel), obteniendo un mejor control de M. incognita que la reiteracion del
‘HDA330’ y que el co-cultivo en la misma parcela de ‘HDA330’ y ‘HDA149’. En
cambio, los resultados del presente estudio no mostraron, en ninguno de los casos, un
mejor control del nematodo cuando se alternaron diferentes fuentes de resistencia

respecto a cuando se reitero su uso.

Varias causas pueden explicar que, en el invernadero E, la alternancia de las
resistencias no supusiera una ventaja respecto a la reiteracién. Por un lado, el efecto
intrinseco de la resistencia explicaria los resultados obtenidos con ‘HDA330’ (Mel1QR)

que apenas se infectd, con independencia de la parcela del tratamiento en el que se
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cultivd. Por otro lado, para ‘Costal’ y ‘C3s’ cultivados en T-MelQR cabia esperar
valores de infeccion méas bajos que cuando se cultivaron en parcelas de otros
tratamientos. Posiblemente, como anteriormente se ha argumentado, en el caso de
‘Gacela’ (susceptible), la reduccion de la densidad poblacional del nematodo debida
unicamente al cultivo de genotipos portadores del gen Mel (sin desinfeccion adicional
del suelo) fue insuficiente como para repercutir al final de la siguiente campafa en una

disminucioén de los dafios en las raices.

Ademas, los similares indices de nodulacion obtenidos para C3s en los tres
tratamientos en los que se cultivd, explicarian una irreversibilidad del proceso de
adquisicion de la virulencia a Me3 de la poblacién de M. incognita. Es decir, el caracter
de incipiente desarrollo de virulencia de la poblacion del patégeno (asi determinado al
inicio de los ensayos) no desaparecid en los tratamiento T-S y T-Mel, en cuyas parcelas
no hubo presion de seleccidn hacia la virulencia. Casos similares se han observado tanto
en condiciones de campo como de laboratorio, donde poblaciones o aislados virulentos
a Me3 mantienen tal condicidén tras sucesivas multiplicaciones en variedades de

pimiento susceptibles (C. Ros, comunicacion personal).

Implicaciones préacticas en el desarrollo de estrategias de manejo durable de las

resistencias

Estos resultados son de gran interés y aplicacion para el control de M. incognita en
los cultivos de pimiento, ya que han sido obtenidos en las mismas condiciones que los
cultivos comerciales. En base a esto, en invernaderos que presenten poblaciones
avirulentas del nematodo, la alternancia de diferentes fuentes de resistencia combinada
con desinfeccion del suelo puede ser una estrategia eficaz para preservar la efectividad
de las resistencias. En invernaderos donde la poblacion del nematodo haya remontado la
resistencia a Me3, el uso de variedades con el gen Mel y o con resistencia cuantitativa
(como ‘Costal’) pueden resultar eficaces, reduciendo las infecciones del patogeno, y que
en alternancia e integracion con otros métodos de control, puede constituir una
estrategia de control durable. Ademas, con independencia de la estrategia a seguir, el
empleo de genes mayores de resistencia debe de hacerse preferiblemente con variedades
que, ademas, porten factores genéticos de resistencia cuantitativa, lo cual, como ya se
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puso de manifiesto en un trabajo previo (Barbary et al., 2014) se ha de tener en cuenta

en los procesos de obtencion de nuevas variedades.

8.6. Conclusiones

El uso de plantas portadoras de los genes de resistencia Mel y Me3 (este gen, en
invernaderos con poblacién del patégeno avirulenta), ademas de evitar los dafios
ocasionados por M. incognita, puede reducir su densidad poblacional, lo cual, en
combinacion con otras técnicas de control, contribuye a preservar la eficacia de las

resistencias.

Tras tres campafias consecutivas de uso en el mismo suelo, la resistencia de
‘Costal’, de expresion cuantitativa, ha mantenido su eficacia. Sin embargo, se confirma
la fugacidad de la resistencia de Me3 y se advierte del incipiente desarrollo de virulencia
hacia Mel, sobre todo cuando se encuentran en un fondo genético susceptible. La
combinacion de Mel y Me3 con factores de resistencia cuantitativa en un mismo

genotipo puede ayudar a preservar su eficacia.

En las condiciones ensayadas, el método de alternancia en el uso de fuentes de
resistencia no supuso una ventaja respecto a la reiteracion de las mismas. Sin embargo,
se prevé que dicho método, en combinacidn con otras técnicas (biosolarizacién) y/o en
invernaderos con poblacion avirulenta del nematodo, si incremente la eficacia en el

control del patdgeno.

En futuros estudios de uso de fuentes de resistencia a M. incognita, la inclusion de
otros parametros no contemplados en este trabajo, como la determinacién de las
densidades poblacionales y la naturaleza virulenta del patégeno, pueden permitir un
conocimiento mas detallado del efecto de dichas resistencias, y por tanto un uso mas

certero en estrategias integradas para el control sostenible y durable de M. incognita.
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1. Se han hallado cinco nuevas variedades de pimiento con resistencia total o parcial a
Meloidogyne incognita: ‘Costal’, ‘Datler’, ‘P13’, ‘P14’ y ‘CTS5’. Estas variedades
constituyen un interesante material para su empleo en la mejora genética de variedades

y porta-injertos de pimiento.

2. La resistencia conferida por el fondo genético de ‘Costal’ y ‘Datler’ es de expresion
cuantitativa. En las lineas ‘HDA330’ (portadora de Mel) y ‘Serrano Criollo de Morelos’
(portadora de Me3) también se han identificado ciertos niveles de resistencia
cuantitativa controlada por su fondo genético, que es adicional a la conferida por los

genes mayores de resistencia que portan dichas lineas.

3. Se ha puesto de manifiesto que la resistencia cuantitativa controlada por el fondo
genético del pimiento es de amplio espectro, con eficacia frente a poblaciones de M.
incognita avirulentas y virulentas al gen Me3, y presenta efectos genéticos aditivos o

parcialmente dominantes.

4. Se ha demostrado la eficacia de la resistencia cuantitativa cuando las plantas se han
empleado como porta-injertos y se han cultivado en invernaderos con suelo infestado
naturalmente por M. incognita, no detectandose una pérdida de su eficacia tras dos

campanas de reiterado uso en el mismo suelo.

5. Algunos aislados de M. incognita presentan menor aptitud reproductiva hacia
genotipos con factores de resistencia cuantitativa y hacia portadores de Mel, pero no
hacia genotipos totalmente susceptibles. Se sospecha de que la adquisicion de virulencia
del nematodo a Me3 pueda motivar tal pérdida de aptitud reproductiva.

6. Se ha reafirmado, en condiciones controladas y en cultivo en invernadero, la elevada
estabilidad y durabilidad del gen mayor de resistencia Mel, y la inestabilidad del gen
Me3.
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7. La introgresion del gen Mel en un fondo genético con resistencia cuantitativa le
confiere mayor eficiencia en el control de M. incognita. La introgresion de Mel en un
fondo genético muy susceptible le predispone de mayor vulnerabilidad frente al

nematodo, lo que facilita el potencial desarrollo de poblaciones virulentas.

8. En genotipos portadores de Me3, el fondo genético no influye sobre el desarrollo de
virulencia de la poblacion del nematodo a dicho gen, una vez el proceso se ha iniciado.
Sin embargo, frente a poblaciones avirulentas, el fondo genético si puede influir sobre la
durabilidad de Me3.

9. En la variedad ‘Costal’ se ha constatado un elevado nivel de resistencia cuantitativa,
que se ha mostrado eficaz tras tres afios de cultivo como porta-injertos en el mismo
suelo. Su utilizacion como fuente de resistencia se considera una alternativa factible a
las resistencias cualitativas, especialmente en aquellos invernaderos con poblaciones de

M. incognita virulentas al gen Me3.

10. La resistencia de ‘Costal’ estd conferida fundamentalmente por un solo factor
genético, diferente a los genes (Mel, Me3 y N), lo cual supone el descubrimiento en

pimiento de una nueva fuente genética de resistencia a M. incognita.

11. El cultivo de porta-injertos resistentes, portadores de Mel y de Me3 (este gen, en
invernaderos con poblacion del patégeno avirulenta), ademas de evitar los dafios
ocasionados por M. incognita, puede reducir su densidad poblacional. Esto resulta
trascendente en el disefio de estrategias para el uso durable de las resistencias a

nematodos.

12. Desde un punto de vista aplicado a los cultivos de pimiento en invernadero, la
utilizacion de los genes Mel y Me3 como método de control de nematodos, ha de
hacerse, desde el inicio, con variedades que, ademas, incorporen resistencia cuantitativa,

ya que pueden incrementar la durabilidad de los genes-R.
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Anexo 1

Acreditacion registro variedad ‘Alcos’, anteriormente denominada ‘Costal’
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